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ABSTRAK

Tokotrienol terutamanya vy-tokotrienol (GTT) daripada minyak kelapa sawit
mempunyai kesan yang lebih signifikan sebagai antikanser berbanding tokoferol. GTT
kini dianggap sebagai ejen antikanser yang berpotensi disebabkan kesan yang efektif
terhadap pelbagai kanser. Namun mekanisme tindakan yang khusus masih tidak jelas.
Kajian ini dijalankan untuk menentukan kesan GTT pada sel selanjar HepG2 melalui
pengekspresan gen global. Sel dirawat dengan media kultur yang mengandungi GTT
(0-160 uM) selama 48 jam dan 72 jam, TNF-a (0-1000 ngmL™) dan NF-xB (0-100
ngmL™") selama 48 jam. Viabiliti sel ditentukan dengan menggunakan asai viabiliti sel
(MTS). RNA diektrak daripada sel dirawat dengan GTT dan dianalisis menggunakan
Nanodrop dan Bioanalyzer. Proses melabel. menghibrid, membasuh dan mengimbas
bagi analisis mikroatur menggunakan Gene chip Human Gene 1.0 Array Kit dan Gene
chip Hybridization Wash and Stain Kit dilakukan. Perisian GeneSpring GX 10
Pathway Studio 6.0 digunakan bagi menganalisis data mikroatur. N&({pyt
eksperimen mikroatur disahkan dengan lebih lanjut melalui analisis kuafititatif PCR
an—Waestern. Asal “iabiliti sel

menunjukkan viabiliti sel sec ifikan (p<0.01)
apabila kepekatan GTT meningkat dan. k nilai Cs{) d bergantung pada
tempoh masa eraman. Nilgi se 2 ‘adalah 110 = 0.91 uM

dan 130 + 3.98 uM bagi
signifikan (p<0.01) melalui
bagi data mikroatur me
rawatan GTT dalam sel epG ’lm‘ : al‘hanya 8 gen berubah (p<0.01, FC>1.3)
dalam sel WRL6S. Analiis ooy 3j/ gen Jinenunjuﬂ(an GTT mengaruh perbezaan

kkan kesan penurunan yang
a-dua sel. Analisis statistik

(MCMlO RRMQ/ DN
proliferasi set (PIGSZ
HMGB]+BCI2L14, SLC .
pengawalaturan transkripsi TCEA3, OLIG1,8IM2). Selain itu, kebanyakan gen yang
berkaitan dengan progresi kanser mendfun dengan rawatan GTT. GTT tidak
menunjukkan perubahan yang signifikan dalam sel WRL68. Hasil RT-qPCR dan
pemedapan Western menunjukkan keputusan yang selari dengan analisis data
mikroatur. Kesimpulannya, GTT bertindak sebagai agen antikanser dengan menindas
proses kitaran sel, replikasi DNA, proliferasi sel, modifikasi kromatin, pembaikan
DNA dan pengawalaturan transkripsi serta meningkatkan apoptosis dalam sel HepG2.



ANTIPROLIFERATIVE EFFECT OF y-TOCOTRIENOL IN HEPG2 CELLS
VIA DIFFERENTIAL GENE EXPRESSION

ABSTRACT

Tocotrienols especially y-tocotrienol (GTT) are primarily derived from palm oil
possess powerful anticancer compare to tocopherols. GTT is now considered to be
a promising anticancer agent due to its potent effects against a wide range of
cancers. But the specific mechanisms of action were still not clear. The objective
of this study is to determine the effect of GTT in HepG2 cells via differential global
gene expression. The cells were treated with various doses of GTT (0 160 uM) for 48-
h and 72-h, TNF-a (0-1000 ngmL") and NF-xB (0-100 ngmL™) for 48-h. Cell
viability was assessed by the cell proliferation assay (MTS). Total RNA was extracted
from cells treated with GTT and quantified using the Nanodrop and

Labeling, hybndlzatlon washing and scanning for microarray aje(wals were
performed using commgreiaty available’GeneChip-Human Geng 1! A:ray Kit and
Gene chip Hybridization Wash and Stdin Kit. The GeneSpring GX-10 and Pathway
Studio 6.0 software w .fqr fu(ther rmc;oarray data anafysis. The microarray

results were validated b, quan(l rne- CR sis (RT-gPCR) and Western
blot of a few representative gtﬁes ell laﬁ'

showed that the viability of
HepG2 and WRL68 cglls were significanfly.- .01) decreased dose-dependently
with increasing GTT concentration and ie"efects on the I1Csg are not time-dependent
over the incubation peripd tested. af,so for GTT is 110 = 0.91 uM for HepG2 and

130 £ 3.98 uM for WRL did not“.shbw any significant inhibitory effect

(p<0.01) through TNF- 1cells. Statistical analysis for microarray
data showed that 393 gdnes tiﬁliy expréssed (p<0.01, FC>1.3) with GTT
treatment in HepG2 cells whereas 8 'ﬁ‘erennally expressed (p<0.01, FC>1.3)
genes mm&# cellsf Gene ation displayed that GTT-affected
cluste fe genes involved in eell cy'cl : regulati CNB1, CCNA2, CDC2, BUBIB,

M:Q)lL CDC25A, C A M10, RRM2, DNA2), DNA
gpalr (RADS51API, CLS . RADS54L) cell proliferation (PTGS2, DKC1, MKI67),
apoptosis (BOK, BAX, BCL-Z. BIRCS5? HMGBI1, BCL2L14, SLC25A6). chromatin
modification (RNF168, SETD8, E2H2) and regulation of transcription (TCEA3,
OLIG1, SIM2). Moreover, most of the genes associated with cancer progression were
down regulated by GTT. GTT did not show any significant changes in the WRL68
cells. RT-qPCR and Western-blot results showed trends that agreed with microarray
data analysis. In conclusion, GTT exhibit anticancer effects by suppression of cell
cycle progression, DNA replication, cell proliferation, chromatin modification, DNA
repair and regulation of transcription and also increased apoptosis in HepG2 cells.
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BAB 1

PENDAHULUAN
1.1  PENGENALAN
Kanser merupakan kumpulan penyakit yang dicirikan oleh pembahagian sel. y?g

tidak terkawal yang membawa kepada pertumbuhan tisu yang tidak netfnél“ Buat

masa kini, rawatan uta

g bedah kg oterapi dan
api dan, radiote; 9331511 tuk embunuh sel kanser

' sﬂo&mf ho ?&1 dengan dos yang tinggi.
berlaku kemn}i&& sebegini tidak dapat disasarkan

hal y g sedang membahagi pada kadar yang

i 'ittgmwhmenyebabkan penghapusan
0 Scdahgair@wm Sesetengah sel kanser
menjadl rentan kaﬁ@da rayvatan yang diberi e ‘yebabkan sel-sel ini tidak terhapus

radioterapi. Tujuan kemo
dengan menggunakan
Tetapi kesan sampingan lagi
hanya kepada sel kanser kgrana
tinggi juga boleh termusn:

sel normal berhamplgn— e{

4

-

) Sehmgga kini tiada ubat khas 'ang dapat menyembuhkan kanser dan
mengurangkan kesan sampingan yang teruk. Usaha masih berterusan untuk mencari
penyembuh kanser yang paling ampuh yang dapat memperlahankan sel kanser dari
terus merebak di dalam badan manusia. Salah satu pendekatan untuk menghalang
insiden kejadian kanser adalah dengan agen antikanser (Pan et al. 2011; Tsao et al.
2004). Pada masa kini, perhatian telah diberikan kepada agen antikanser semulajadi
yang berupaya menghalang, merencat, membalikkan proses pembentukan
karsinogenesis. Oleh sebab itu, para saintis terus berusaha untuk mencari sebatian

semulajadi yang mampu untuk membunuh sel kanser, menjadikan sel kanser sensitif



terhadap rawatan dadah atau radiasi atau pun sebatian yang boleh menghalang dan
mengurangkan pembentukan kanser.

Kanser merupakan satu proses dinamik yang melibatkan banyak peringkat dan
faktor kompleks. Disebabkan oleh itu, maka setiap peringkat dan faktor tersebut akan
dijadikan sasaran perspektif dalam pembalikan atau penahanan proses tersebut. Oleh
itu, kajian dan pembangunan terhadap agen kemopencegah yang spesifik terhadap
peringkat sasaran sebagai kaedah rasional terhadap langkah untuk menghalang
penularan kanser. Pelbagai kajian epidemiologi dan intervensi (Sen et al. 2007)
mencadangkan vitamin E sebagai agen antikanser yang memberikan perlindungan
terhadap pembentukan dan merencat kanser menerusi sifat ant10ksndanq«ya un,

kajian terkini mendaWWagm antka?e\{(udﬁk terbatas

sebagai bahan antioksidan :

Secara um s e@ dua kumpulan iaitu tokoferol
dan tokotrienol di m mpunyai empat komponen iaitu a, B, y
dan §. Tokotrienol tetut -tokbtrienol (GTT) dilaporkan mempunyai kesan

yang lebih signifikan |se 3¢ he}bandmg tokoferol. GTT kini dianggap
‘ i dlsebabkan kesan yang efektif terhadap
Ng 2010), kanser prostat (Yap et al.

Kesan antikanser GTT telah'dilaporkan pada sel kanser HepG2 tetapi
mekanisme tindakan GTT masih bel\um diketahui dengan jelas. Penggunaan sel
selanjar HepG2 dan WRL68 ini boleh membantu usaha dalam memahami mekanisme
tindakan GTT.



12 OBJEKTIF
1.2.1 Objektif Umum

Menentukan kesan anti kanser y-tokotrienol pada sel HepG2 melalui pengekspresan
gen global.

1.2.2 Objektif Khusus

P

kanser hepatoma, HepG2 dan sel normal, WRL68. C\
2. Menentukan i anser hepat@m,- HepG2 dan

1. Menentukan kesan pelbagai dos GTT, TNF-a dan NF-xB terhadap viab&sel

3. Mengenalpasti mekanis IW 1@1‘ y@ ﬁib\at dalam menghalang

pertumbuhan se Hep&ﬁ(- S mn

1.3  HIPOTESIS

) /\ﬂ{FQB untuk ke gan hidup.©

. '3\ "GTT menurunkan kspresi éé‘ﬁ've;kaitan kemandirian sel dan meningkatkan

M ekspresi gen berkaitan apoptosiidalam sel HepG2 tanpa memberi kesan yang
ketara pada sel WRL68.
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