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Abstrakt

UZ niekolko desiatok rokov su zndme priaznivé Ucinky derivatov éter-fosfolipidov na prevenciu voci
vzniku nadorovych ochoreni. Firma Areko, spol. s r.o. vyvinula zmes biologicky aktivnych fosfolipidov
pod ochrannou zndmkou BAF®. Prave tuto zmes fosfolipidov, ako aj jej neaktivnu formu sme sa
rozhodli testovat na nadorovej bunkovej linii DLD-1 (adenokarcindm kolorekta) pocas dlhodobej
kultivacie. Po celkovej 18-driovej kultivacii buniek s0,05% obsahom BAF®, ktorého pritomnost
v médiu nepo6sobila na bunky letdlne, sme ndasledne pomocou histologického farbenia pozorovali
zmeny v bunkovom raste pri dalSich hodinach kultivacie. V pokuse sme okrem kontroly (bez BAF®)
pouzili aj zvySujuce sa koncentracie ako aktivnej zmesi BAF® (A- BAF®), tak neaktivnej BAF® (N-BAF®).
Zistili sme, Ze uZ pri 24 hod posobil 0,1% obsah A-BAF® na bunky cytolyticky. Pri 72 hod po6sobeni
tejto koncentracie preZivalo iba nieco cez 10% nadorovej populacie buniek oproti kontrole, resp.
neaktivnej zmesi BAF®. Percentudlne vyssSie koncentracie A-BAF® (0,2 a 0,3%) viedli k totdlnemu
usmrteniu naddorovych buniek.

NavySe sme po zakladnej dlhodobej kultivacii buniek s BAF® testovali aj vplyv na citlivost, resp.
rezistenciu voci in vitro aplikovanym cytostatikdm (n= 8) pomocou MTT testu. U vacsiny testovanych
cytostatik sme nezistili vyrazny vplyv A-BAF®, vynimkou vSak boli mitomycin-C a paklitaxel, kde sme
zistili  signifikantné zmeny, avSak tieto cytostatikda sa pri lieCbe kolorektdlnych karcindmov
nepouZzivaju.

Na pochopenie detailnejSieho mechanizmu pdsobenia aktivneho BAF® su vSak potrebné dalsie

experimenty na proteomickej, po pripade na molekularnej Urovni.



Material a metodiky

Zmes fosfolipidov

Pouzivali sme dve formy zmesi fosfolipidov: neaktivnu N-BAF® a aktivnu A-BAF® v obsahu 0,05% pri
zakladnej kultivécii. Dalej sme tie? testovali rézne percentudlne obsahy BAF® v rozpiti od 0,025 —

0,4%.

Bunkova linia

V tomto experimente sme pouZivali bunkovd liniu DLD-1, tzn. bunky kolorektdlneho karcindomu,
ziskané od medzinarodnej banky ATCC (Kat. ¢.: CCL-221™). Samotna kultivacia buniek prebiehala
v CO, inkubatore pri teplote 37°C. Bunky sme podla potreby 1-3 x do tyzdia pasazovali a kultivovali
v médiu s takymto zloZenim: zdkladné médium ,Dulbecco's Modified Eagle's Medium“ (DMEM),
fetalne prasacie sérum (FBS, 10%) a penicilin/streptomycin (1%). NavySe sme poutzili tieto typy kultdr:
C= kontrolnu (bez zmesi fosfolipidov), N-BAF®= neaktivnhu (zmes neaktivnych fosfolipidov; 0,05%) a A-
BAF®= aktivnu (zmes aktivnych fosfolipidov; 0,05%). Po zakladnej kultivacii (18 dni, dlhodoba) v 75

cm? fladiach potom este nasledovala 2-dfiova kultivacia v 12 resp. 96 jamkovych platniach.

Farbenie podla May-Griinwalda a Giemsa

Toto farbenie sme pouzivali pri 12 jamkovych platniach, kedy sme pomocou vakuovej pumpy odsali
staré médium a nasledne bunky premyli roztokom PBS. Potom sme k bunkam pridali 200 pL May-
Griinwaldovho roztoku a nechali pdsobit 10 min. Po skonceni 1. farbenia sme roztok odobrali a bunky
opat premyli pomocou PBS. Ako 2. farbicku sme pouzili roztok Giemsa-Romanowski (200 pL) a

nechali posobit 5 min . Nakoniec sme bunky premyli a nechali uschnut.

Metyl-tiazol tetrazoliovy test

Na in vitro testovanie chemorezistencie sme pouzili metyl-tiazol tetrazoliovy (MTT) test. Princip testu
je zaloZeny na schopnosti Zivych buniek redukovat Zltu rozpustnu tetrazoliovu sol mitochondridlnym
enzymom sukcindtdehydrogendzou na nerozpustny modry formazan. Suspenziu buniek (100 plL)
o koncentracii 15 000/ mL sme nasadili v nulty defi na 96 jamkovu platnicku. Potom sme ich nechali
adherovat pocas dvoch dni a nasledne sme pridali rézne cytostatika (okrem vnutornej kontroly) a po
72 hod sme stanovili rezistenciu, resp. citlivost. Na zdklade nameranych absorbancii pri 540 nm sme
urcili koncentraciu LCs, (letdlna koncentrdcia lieCiva, ktord usmrcuje 50% bunkovej populdcie —
najucinnejsia). Neskdr sme porovnavali ziskané Udaje medzi kontrolnou kultirou — neaktivnou

a aktivnou.



Vysledky

Ziskané vysledky by sme podla pouzitej metodiky rozdelili do dvoch oblasti. Na oblast mikroskopicku
(12-formatovu) a testovaciu (96-formatova).

V tej prvej sme sa hlavne zamerali na urcenie vplyvu réznych koncentracii BAF®, ¢i uZ neaktivnej
alebo aktivnej formy. Po 18-driovej zakladnej kultivacii DLD-1 buniek s 0,05%-tnymi roztokmi BAF®
v 75cm? fladiach, sme nasledne bunky nasadili do 12-jamkovej platne o koncentracii 50 000 buniek/
mL v objeme 1 mL kultivatného média. Po dalSich dvoch drioch kultivacie sme médium odstranili
a doplnili nové s pridavkom réznych koncentracii BAF® (okrem kontrolnej jamky), tak ako to

uvadzame v tab. 1.

Tabulka 1: Rozdielne koncentracie BAF® v 12-jamkovej platni.

N-BAF® A-BAF®

Al=kontrola | A2=0,1% | A3= kontrola | A4=0,1%

B1=0,05% | B2=0,2% | B3=0,05% | B4=0,2%

C1=0,075% | C2=0,3% | C3=0,075% | C4=0,3%

Prichytené bunky o dno platne sme pozorovali pri rozlicnych ¢asovych intervaloch (12-24-48 a 72
hod) s narastajucou koncentraciou obidvoch zmesi fosfolipidov BAF®. Vsetky platne v zavislosti od

poctu hodin kultivacie znazorfiujeme na obr. 1.

12 hod s 48 hod
24 hod 72 hod

Obrazok 1: Casova kultivacia buniek DLD-1 s réznym obsahom BAF®.




V lavom rohu obr. 1 zndzorfiujeme 12 hodinovu kultivaciu buniek s pridavkom BAF® (1-2 stipec= N-
BAF® a 3-4 stipec= A- BAF®), kde oproti kontrolnym jamkam (A1 a A3) sme nepozorovali Ziaden
Ubytok poctu buniek. Pri 24 hod kultivacii (viavo dole) sme zistili pokles poc¢tu buniek v zavislosti od
narastajlcej koncentracii A-BAF®, ale az od C3= 0,075%. Vyrazné odumieranie buniek sme pozorovali
pri 48 a 72 hod kultivaciach, kedy sa najma koncentracie 0,2 a 0,3% A-BAF® prejavovali letdlne na
nadorové bunky. V prvych dvoch stipcoch kaidej platnicky sa nachadza, uZ spominanad zmes
neaktivnych BAF® v narastajucej koncentracii, samozrejme okrem jamky Al, kde je iba samotné
médium. Ako mame moznost vidiet, prave oproti kontrole nepozorujeme Ziadny rozdiel v obsahu
buniek na dne platnicky.

Detailny pohlad na Strukturdine zmeny buniek uvadzame na obr. 2, kde sme pouzili zabery zo 48 hod

kultivacie.

Obrazok 2: Snimky DLD-1 buniek po 48 hod kultivacii. A — kontrola; B — 0,05% A-BAF®; C — 0,1% A-BAF®; D —
0,3% A-BAF®

V druhej casti vysledkov by sme sa chceli venovat vplyvu BAF® na ucinok testovanych cytostatik.
Tento experiment sme realizovali na 96-jamkovych platniach, kedy sme opat po 18-driove]j zakladnej
kultivacii DLD-1 buniek s 0,05%-tnymi roztokmi BAF® v 75cm? flasiach nasadili do spominanej platne
bunky o koncentracii 15000 buniek/ mL v objeme 100 pL. Po dalSich dvoch dnoch kultivacie sme
k bunkam pridali r6zne cytostatika (n= 8), kde sme navyse rozliSovali vplyv pritomnosti oboch foriem

BAF®. Preto sme mali 3 typy platni (C, N a A): C= kontrola (bez BAF®), N= neaktivny BAF® a A= aktivny



BAF®, pricom kazda z platni obsahovala svoju vlastnu kontrolu (bez cytostatik) a blank (bez buniek,
iba médium). Po naslednej 72 hod kultivacii sme urcili pre kazdé cytostatikum hodnotu LCs

a vzajomne ich porovnavali (tab. 2).

Tabulka 2: Zoznam testovanych cytostatik a urcenie vplyvu BAF® podla hodnoty LCs.

. Testovana koncentracia Kontrola N-BAF® A-BAF®
Cytostatikum

[rozpdtie: ug/mL] [LCso] [LCs0] [LCso]
5-Fluorouracil (0,25 — 250) 1,15 16,7% 13,675
Cis-Platina (0,1 -100) 3,75 4,16 3,76
Etopozid (0,05 -50) ns ns 31,66
Doxorubicin (0,008 — 8) 5,88 ns 6,8
Gemcitabin (0,3-300) 12,20 25,5 ns
Mitomycin-C (0,01 -10) 1,36 1,93 0,577 *
Mitoxantrén (0,001-1) 0,55 ns 0,44
Paklitaxel (0,05 - 50) 4,92 5,72 1,95 *

Legenda: LCs, - letdlna koncentréacia lieg¢iva (ug/mL), ktord usmrcuje 50% bunkovej populdcie; * - P<0,05; e
P<0,01; ns- nebolo stanovené.

Najlepsi efekt posobenia A-BAF® sme zistili pri kombinaciach s mitomycinom-C a paclitaxelom, kde
sme dokonca stanovili aj Statistickt vyznamnost (P<0,05). Naopak opacény vplyv A-BAF® sme zistili pri
cis-platine. U vacsiny testovanych lieCiv sme nezistili vyrazné zmeny hodnoty LCs; medzi kontrolou
a neaktivnym, resp. aktivnym BAF®. Ako reprezentativny obrazok MTT testu sme vybrali porovnanie
nameranych kriviek pri mitomycine-C (obr. 3). Na tomto obrazku méZme vidiet vyrazny pokles krivky,
teda hodnoty LCso, pri A-BAF® oproti kontrole. NavySe N-BAF® ma priblizné rovnaku hodnotu ako

kontrola. Obdobne sme to zaznamenali aj pri paklitaxeli.
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Obrazok 3: Vysledné krivky stanovenia rezistencie DLD-1 buniek na mitomycin-C v zavislosti od pritomného
BAF® a urcenie hodnoty LCsy . Os ,,y“ predstavuje percentudlne prezivanie buniek a os ,,x“ stupen nariedenia
pouzivaného cytostatika.
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Zaver
Na zaklade nasej prvotnej stludie, kedy sme sa rozhodli zistit vplyv zmesi fosfolipidov BAF® na bunky
kolorektalného karcinomu v in vitro podmienkach mézeme zhodnotit nasledovné zavery:
- pri dlhodobej kultivacii nemala nizka koncentracia BAF® vplyv na proliferaciu buniek;
- nasledna aplikacia vyssich koncentracii preukazovala cytoliticky efekt aktivnej zmesi A-BAF®
na danu populdciu buniek v porovnani s kontrolnou a taktiez aj neaktivnou formou BAF®;
- vyrazny vplyv A-BAF® na zvySenie citlivosti voéi pouzivanym cytostatikdm sme
nezaznamenali.
Mozeme teda skonstatovat, Ze zmes aktivnych fosfolipidov pod znamkou BAF® ma protinadorovy
uéinok, avsak na uréenie presného mechanizmu pbsobenia je potrebné uskutocnit dalsie

experimenty na proteomickej, po pripade molekularnej Urovni.



