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Abstrakt

Multiformny glioblastém (GBM) je najCastejSim a zaroven
najzhubnejSim druhom mozgového nadoru. Navyse ma GMB svoje
podtypy, ktoré samozrejme inak reaguju na chemoterapiu

a radioterapiu. Z toho vyplyva, ze na terapiu jednotlivych podtypov
GBM bude potrebné vyvinut odlisné lieky a aj preto sme sa rozhodli
otestovat zmes fosfolipidov BAF® na bunkove;j linii T98G. Pomocou
klasického testu viability (MTT) sme jednoznacne dokazali vyznamny
vplyv aktivneho BAF® oproti kontrolnej vzorke, a to pri kazdom dni
kultivacie (1-3). NavySe sme testovali 4 rézne koncentrécie z ktorych
najucinnejdia bola 0,1%-tna. Aktivny BAF® pdsobil na bunky inhibiéne
jednak samostatne, ale taktiez aj v kombinacii s vybranymi
cytostatikami, kedy znizoval ich koncentraciu ucinku, tzn. LC50
hodnotu. Ako dalSie metddy na stanovenie percenta usmrtenych
buniek sme pouzili histologické farbenie (May-Griinwald/Giemsa)

a fluorescenéne (DAPI), kde sme potvrdili apoptoticky efekt pdsobenia
BAF®.

NasSim dalSim ciefom bude uréenie detailného mechanizmu a to
ako na urovni génovej, tak bielkovinovej. Tato praca bola podporena
projektom " Identifikacia novych markerov v diagnostickom paneli
neurologickych ochoreni" spolufinancovanym zo zdrojov ES
a Eurdpskeho fondu regionélneho rozvoja.

Material a metodiky

Zmes fosfolipidov
Pouzivali sme dve formy zmesi fosfolipidov: neaktivnu N-BAF® (APLC-
E-111018) a aktivnu A-BAF°® (APLC-E-111017) v zékladnom obsahu
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15%. Pri in vitro experimentoch sme pouzivali percentuélne obsahy
BAF® v rozpéti od 0,025-0,2%.

Bunkova linia

Na realizaciu experimentov sme vyuzili bunkovu liniu T98G, tzn. ,ludsky
kaukazsky glioblastém®, ziskanu od Europian Collection of Cell
Cultures (Kat. €.:92090213). Samotna kultivacia buniek prebiehala

v CO2 inkubatore pri teplote 37°C. Bunky sme podla potreby 1-3 x do
tyzdia pasazovali a kultivovali v médiu s takymto zlozenim: EMEM +
2mM glutamin + 1% NEAA + 1% pyruvat sodny + 10% fetalne prasacie
sérum a 1% penicilin/streptomycin.

Farbenie podla May-Grinwalda a Giemsa

Toto farbenie sme pouzivali pri 12 jamkovych platniach, kedy sme
pomocou vakuovej pumpy odsali staré médium a nasledne bunky
premyli roztokom PBS. Po adherencii buniek sme pouzili zakladné
histologické farbiace roztoky May-Griinwald a Giemsa-Romanowski
na zistenie vplyvu BAF® v tychto koncentraciach (0,025-0,2%).

Fluorescenéné farbenie pomocou DAPI

Farbicka DAPI, Cize 4,6-diamino-2-fenylindol, prechadza cez intaktnu
membranu, preto je vhodna na detekciu zivych a fixovanych buniek.
Pomocou fluorescencnej mikroskopie sme zistovali pritomnost jadier
nadorovych buniek po pésobeni BAF®.

Metyl-tiazol tetrazoliovy test

Na stanovenie poctu viabilnych buniek sme pouzili metyl-tiazol
tetrazoliovy (MTT) test v 96 jamkovej platnike. Princip testu je
zalozeny na schopnosti zivych buniek redukovat zltu rozpustnu
tetrazoliovu sol mitochondrialnym enzymom sukcinatdehydrogenazou
na nerozpustny modry formazan, ktory sa po posobeni detergentu
rozpusti a ndsledne sa od¢ita absorbancia. Vyuzili sme ho v dvoch
experimentoch a to ako na urcenie rastového profilu pri réznych
koncentraciach BAF®, tak na zistenie uginku BAF® na pdsobenie
vybranych cytostatik. Na zaklade nameranych absorbancii pri 540 nm
sme urcili koncentraciu LC50 (letalna koncentracia lieciva, ktora
usmrcuje 50% bunkovej populacie — najucinnejsia). Neskér sme
porovnavali ziskané udaje medzi kontrolou, neaktivnym a aktivnym
BAF®.
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Vysledky

Samotné vysledky sme podla pouzitych metodik rozdelili na 3 oblasti:
histologicku, profilového rastu a cytostaticku. V histologickej sme
pomocou dvoch odliSnych farbiacich technik ur€ili hustotu populacie
buniek resp. jadier nddorovych buniek po aplikéciach roznych
koncentracii aktivnej a neaktivnej formy BAF®. Po uspes$nej 48 hod
adherencii buniek na dno kultivaénych jamiek sme nariedili prislusné
roztoky podla tab. 1.

1 2 3 4 Tabulka 1: Rozdielne koncentracie
BAF® [%] v 12-jamkovej platni
Al ctrl | 0,075 ctrl | 0,075 (ctrl-kontrola).

N-BAF® A-BAF®

Zvolili sme percentudlne koncentracie, ktoré sa ukazovali za ucinné
edte z predchadzajlcej $tudie BAF® na nadorovych bunkach. Na
obrazku 1 mézete vidiet eminentny rozdiel po 72 hod kultivacii linie
T98G medzi formami BAF®, N-BAF® na lavej strane platne a A-BAF®
na pravej. V stipci ¢.4 od koncentracie 0,075% smerom nadol sme
zaznamenali vyrazny Ubytok populacie buniek, kde dokonca pri
ostatnej jamke (vpravo dole) sme dosiahli takmer totalne usmrtenie
nadorovych buniek.

Obréazok : Sledovanie hustoty buniek
v jamke pomocou farbenia May-
Grunwald a Giemsa-Romanowski

a podla obsadenia v tab. 1.
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Podobny efekt sme sledovali aj pomocou fluorescenéného farbenia
DAPI, kde na obr. 2 mbézeme vidiet pokles jadier buniek (zivych

N-BAF®

A-BAF®

Obrazok : Fluorescenéné farbenie jadier buniek pomocou DAPI.

Na zaklade naSej Studie, kedy sme sa rozhodli zistit vplyv zmesi
fosfolipidov BAF® na bunky [udského glioblastomu v in vitro
podmienkach mézeme zhodnotit nasledovné zavery:
- proliferacia buniek je ovplyvnena uz pri 24 hod kultivacii
s aktivnou zmesou BAF®, oproti neaktivnej forme, resp. kontrole;

- aplikacia vy$Sich koncentracii preukazovala totalny cytoliticky
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Obréazok : Casovéa zavislost pésobenia réznych koncentragii BAF®.

efekt na danu populaciu buniek;
- dokazali sme, Ze in vitro podanie A-BAF® zvy$uije citlivost buniek
na vybrané cytostatiké — v klinickej praxi to méze znamenat,
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Obrazok : Vplyv BAF® na cis-platinu v in vitro podmienkach.

Ze kombinécia chemoterapeutik a A-BAF® je uéinnejsia ako len
samotné podanie cytostatickej latky.
Mézeme teda skonstatovat, ze zmes aktivnych fosfolipidov pod
znamkou BAF® ma protinadorovy Uginok, avdak na uréenie presného
mechanizmu pdsobenia je potrebné uskutoénit dalSie experimenty na
proteomickej, po pripade molekularnej arovni.
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