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Biologicky aktivne fosfolipidy izolované
Zz vajecného zltka zvysuju cytotoxicky ucinok
temozolomidu na bunky ludského glioblastomu

Jozef Hatok, Eva Blahovcova, Henrieta Skovierova, Radovan Murin
Univerzita Komenského v Bratislave, Jesseniova lekérska fakulta v Martine, Ustav lekarskej biochémie, Martin

Preparaty na baze fosfolipidov sa v klinickej praxi vyuzivaji v rdmci prevencie, ale aj ako podporna liec¢ba pri terapii uz niekolko
desatrodi. Viaceré Studie poukazuju na skutocnost, ze biologicky aktivne fosfolipidy (BAF) m6zu inhibovat rast niektorych druhov
nadorov a ich schopnost metastazovat. Multiformny glioblastém (GBM) je u dospelych najc¢astejSim a najagresivnejsim druhom
mozgového nadoru s prognézou prezivania u novodiagnostikovanych pripadov len niekolko mesiacov. Standardna lie¢éba GBM
zahfna resekciu nadoru, radia¢nu terapiu a chemoterapiu temozolomidom (TMZ). V nasej praci sme sa zamerali na Studium vplyvu
BAF, obohatenom o 1-O-oktadecyl-2-oleoyl-sn-glycero-3-fosfo-(N-palmitoyl)etanolamin (PNAE), na prezivanie ludskych glioblastd-
movych buniek a jeho schopnost ovplyvinovat cytotoxicky u¢inok TMZ. Ako experimentalny model pre in vitro stadium buniek GBM
sme pouzili ludsku glioblastémovu liniu T98G. Bunky boli inkubované v médiach BAF, bez PNAE (nBAF) a s pritomnostou PNAE
(aBAF) v objemovych koncentraciach 0,05-0,3 %. S cielom overit vplyv BAF na cytotoxicky efekt TMZ, boli bunky predinkubované
s aBAF (0,05 %) po dobu 24 hodin a nasledne inkubované v pritomnosti TMZ. Na kvantifikaciu prezivajucich buniek sme pouzili dva
typy metdd: i) metyl-tiazol tetrazoliovy test (MTT) a ii) cytologické farbenie. Nase vysledky ukazuju, Zze BAF s obsahom PNAE posobi
cytotoxicky na glioblastomové bunky uz pri objemovej koncentracii 0,05 %. Predinkubacia buniek s aBAF signifikantne potenciuje
cytotoxicky uc¢inok TMZ na nadorové bunky. Na zaklade nasich vysledkov mézeme tvrdit, Ze biologicky aktivne fosfolipidy obohatené
o PNAE by mohli byt pouzivané ako podporna zlozka pri chemoterapeutickej liecbe GBM s TMZ, zaroven by tak prispeli k zlepseniu
prognézy a kvality Zivota pacientov.
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The biologically active phospholipids isolated from egg yolk increasing cytotoxic effect of temozolomide
on human glioblastoma cells

Extracts of biologically active phospholipids (BAP) may exert a positive effect on inhibition of tumor growth and may be used as additive
compounds to supplement palliative tumor treatment. The exact mechanisms by which BAP affect the cancer cells are still unknown.
Among brain tumors, glioblastoma multiforme (GBM) is considered the most aggressive and the most common primary brain tumor in
adults. The treatment of GBM includes surgery, radiotherapy and chemotherapy with an alkylating agent temozolomide (TMZ). With the
aim to study the survival of human glioblastoma cells, in media supplemented with BAP alone or in combination with TMZ, we used the
cell line T98G as a study model. The effect of BAP on glioblastoma cell survival was assessed by an methyl-thiazol tetrazolium (MTT) assay
and also microscopically. Cells were incubated in medium enriched with BAP of different final 1-O-octadecyl-2-oleoyl-sn-glycero-3-phos-
pho-(N-palmitoyl)ethanolamine (PNAE) concentrations in range 0,05 - 0,3 % (aBAP). Our results show that aBAP negatively affected the
cell survival, depending on their concentration in culture medium. Pre-culturing of the cells with aBAP for 24 hours before the incubation
with TMZ had potentiated the cytotoxic effect of TMZ on GBM cells. The results indicate that BAP with PNAE are capable to either inhibit
growth or induce the death of human glioblastoma cells in vitro. In conclusion, the capability of aBAP to potentiate the cytotoxic effect
of temozolomide indicates that further testing of aBAP as an adjunct agent to treat GBM, may be of great clinical significance.
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Uvod

Vysledky niekolkych vedeckych studii po-
ukazuju na schopnost fosfolipidovych prepa-
ratov, ktoré sa pouzivaju ako vyZzivové dopln-
ky, inhibovat rast niekolkych typov tumorov
a ich schopnost metastdzovat, ako i zmiernit
vedlajsie neziaduce Ucinky radia¢nej terapie
a chemoterapie (1). Jednym z nich je zmes
biologicky aktivnych fosfolipidov (BAF) izo-
lovanych z vaje¢nych #ftkov a obohatenych
1-O-oktadecyl-2-oleoyl-sn-glycero-3-fosfo-

(N-palmitoyl)etanolaminom, tiez nazyvanym
plasmanyl-(N-acyl)etanolamin (PNAE), ktory
mo&ze mat pre onkologickych pacientov po-
zitivny efekt spojeny s predizenim ich Zivota
a zlepsenim jeho kvality (2, 3). Predpoklada
sa, ze PNAE ma schopnost (i) kumulovat sa
v membrane naddorovych buniek, dosledkom
¢oho je zvysenie ich permeability s néslednym
rozpadom nadorového tkaniva (2); ako aj (ii)
inhibovat aktivitu protefnkinazy C (4), ktora
zohrdva doleZitu Ulohu v etiolégii nddorov.
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Z pomedzi primarnych naddorov moz-
gového tkaniva je multiformny glioblastom
(GBM) najcastejsie sa vyskytujuci a zaroven
je povazovany za najagresivnejsi a najzhub-
nejsi. Progndza pre pacientov je horsia pri
porovnani s inymi typmi mozgovych nddorov
(5). Klinickym $tandardom v terapii GBM je
radikdlna chirurgicka resekcia nddoru a na nu
nadvazujlca radioterapia spolu s chemote-
rapiou pomocou temozolomidu (TMZ) (6, 7).
Temozolomid je imidazotetrazinovy derivat



dakarbazinu, ktory sa v prostredi s fyziologic-
kymi hodnotami pH spontanne hydrolyzuje

na dve aktivne alkyla¢né zltc¢eniny, a to bud

kyselinu temozolomidovu, alebo 5-(3-me-
tyltriazén-1-yl)imidazol-4-karboxyamid.
Antineoplasticky ucinok aktivnych foriem TMZ
spociva v ich schopnosti metylovat guaninové
zvysky DNA, nadsledkom ¢oho je tvorba zlomov
DNA, ktord iniciuje proces veduci k bunkovej
smrti (8). Casta rezistencia glioblastémovych
buniek, ¢i uz primérna alebo ziskana, voci che-
motoxickému efektu TMZ predstavuje jeden
z problémov pre efektivnu terapiu a lepsiu
progndzu pre pacientov s GBM (9).

V prezentovanej $tudii sme sa preto zamerali
na schopnost BAF ovplyvnit prezivanie fudskych
glioblastémovych buniek, a navyse na overenie
¢i biologicky aktivne fosfolipidy maju schopnost
potenciovat Uc¢inok TMZ.

Material a metédy

Bunkova linia

Na realizaciu experimentov sme vyuzili
fudsku bunkovu liniu multiformného glio-
blastdmu T98G (92090213, ECACC, Sigma-
Aldrich, USA). Pri praci s bunkami sme dodrzali
Standardné kultivatné podmienky, t.j. 5% CO,,
teplotu 37°C a 95% vlhkost. Ako inkubacné
médium sme pouzili Dulbecco’s modified
Eagle’s medium (PAA, Rakusko), obohatené
o fetdlne telacie sérum s vyslednou objemo-
vou koncentraciou 10 % (Gibco, USA), penici-
linom (10 IU/ml) a streptomycinom (10 ug/ml)
(PAA, Rakusko).

Po dosiahnuti priblizne 70percentnej konflu-
encie sme bunky pasdZovali pomocou roztoku
pozostavajuceho z Hank's Balanced Salt Solution
w/o Ca* and Mg** (Sigma-Aldrich, USA) oboha-
teného o trypsin (0,25mg/ml) a EDTA s jej vy-
slednou koncentraciou 0,53 mM.

Biologicky aktivne fosfolipidy
Fosfolipidy, ktoré tvoria zéklad priprav-
ku BAF (biologicky aktivne fosfolipidy), boli
firmou AREKO (CR) extrahované z kuracieho
vaje¢ného Zitka. Standardny pracovny postup,
ktory vyuziva etanol a purifikdciu pomocou
aceténu, je popisany Gladkowskim a kol.
(2012). K dispozicii sme mali dve formy BAF,
ktoré v ¢lanku uvddzame ako: (i) neaktivnu
formu (NBAF; kontrolna zmes fosfolipidov);
a (i) aktivnu [aBAF; zmes fosfolipidov oboha-
tend o 1-O-oktadecyl-2-oleoyl-sn-glycero-3-
fosfo-(N-palmitoyl)etanolamin s finalnou 15%
objemovou koncentraciou] (10, 11).

Inkubdcia buniek
v pritomnosti BAF a cytostatik

Aktivna forma BAF bola pridanéd do inku-
ba¢ného média na vyslednt objemovu kon-
centraciu PNAE pritomného v aBAF v rozmedzi
hodnot 0,025 az 0,3 %. Nespecificky efekt sa-
motnych extrahovanych fosfolipidov sme pa-
ralelne testovali tak, Zze objem nBAF pridaného
do inkuba¢ného média zodpovedal objemu
aBAF s pozadovanou objemovou koncentréciou
PNAE v médiu.

S ciefom Zistit IC,  vybranych chemotera-
peutik (tabulka 1), sme bunky fudskej bunkovej
linie multiformného glioblastomu (T98G) inku-
bovali 48 h v kultivatnom médiu obohatenom
o sledované chemoterapeutikum na pozado-
vanu koncentraciu.

Na overenie moznosti, Zze BAF ovplyvnuje
uc¢inok chemoterapeutik, sme bunky najprv
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predinkubovali pocas 24 h v médiu obohate-
nom o BAF na vyslednu objemovu koncentréciu
PNAE 0,05 %. Nésledne sme médium vymenili
za inkubacné, obohatené o chemoterapeutika,
ktoré sme nechali posobit na bunky 48 h.

Kvantifikacie buniek

Na kvantifikaciu buniek sme pouZili bioche-
micky test zaloZeny na schopnosti Zivych buniek
redukovat Zlto sfarbeny bromid 3-(4,5-dimetyl-
tiazol-2-yl)-2,5-difenyltetrazélium (MTT; Sigma,
Nemecko) na fialovo sfarbeny formazan (12),
ktory je mozné kvantifikovat na zéklade merania
hodnot jeho absorbancie pri 540 nm.

Mikroskopovanie buniek

Zé&kladné cytologické farbenie buniek
pomocou metddy May-Griinwald/Giemsa-
Romanowski (Sigma, Nemecko) sme pouzili pre

Tabulka 1. Zoznam in vitro pouzivanych chemoterapeutik a ich vysledok testovania

Nezov(skratke)  Koneentiainéromitie | IC, o prezfvaniebuniek yy,jqqq
5-fluorouracil (5-FU) 1,6-50 15,8 27 vnimavost
6-tioguanin (6-TG) 1,6-50 28,10 43 vnimavost
Cisplatina (cis-Pt) 0,1-100 514 2 citlivost

Dakarbazin (DAK) 0,5-500 4299 48 vnimavost
Doxorubicin (DOX) 0,008-8 4,49 20 citlivost

Etopozid (VP-16) 0,05-50 nd 53 rezistencia
Karboplatina (karbo-Pt) 0,1-100 nd 99 rezistencia
Temozolomid (TMZ) 31,3-1000 1854 14 citlivost

Vinkristin (VNC) 0,05-50 275 41 vnimavost

Tabulka znazornuje koncentracie chemoterapeutik, podla prepocitanych farmakokinetickych a farmako-
dynamickych davok, testované na bunkach T98G v 96 jamkovych platniach. Bunky boli na testovacie plat-
ne nasadené v koncentracii 30.000/ml, t.j. 3.000/jamku. Po 24h inkubacii sme kultivacné médium vymenili
za nové s obsahom jednotlivych chemoterapeutik s prislusnym koncentracnym rozpatim a nechali posobit
48 h. Po lyze buniek sme odratali inhibi¢nd koncentraciu (IC, ), pri ktorej preziva 50 % bunkovej populacie
oproti kontrole. Pri uréeni findlneho vysledku sme do Uvahy brali aj percentudlne prezivanie buniek pri ma-
ximalnej koncentracii chemoterapeutika (c-max). Vysvetlivka: nd — nedetekovatelné.

Obrdzok 1. Casovy a koncentracny profil testovania BAF na bunkéach T98G. [A] Zmena absorbancie
pouzitim MTT testu pocas roznej doby kultivacie. [B] Percentd prezivania buniek ovplyvnenych 0,05%
BAF merané oproti kontrolnym bunkdm (bez BAF) pocas 24-hodinovej inkubécie
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Obrdzok 2. Porovnanie vplyvu aBAF a nBAF na prezivanie T98G buniek.

V Casti [A] je zndzornena fotografia 12-jamkovej kultivacnej platne buniek T98G pocas 72-hodinovej
inkubdcie. Stlpce 1 a 2 predstavuju narastajuci obsah nBAF bez PNAE, ako kontrola k paralelne nasade-
nom aBAF. Stlpce 3 a 4 predstavuju narastajtci obsah aBAF s prislusnym objemovym percentom PNAE.
Jednotlivé kultivacné média aj s obsahom BAF boli menené kazdych 24 hodin. Ako kontroly boli pouzité
rovnaké bunky, inkubované iba v kultivatnom médiu bez aditiv (ctrl). Na vizualizaciu buniek sme pouzili
May-Grinwald/Giemsa-Romanowski farbenie. V ¢asti [B] je zobrazend reprezentativna mikrofotografia

buniek pri 200-ndsobnom zvacseni

nBAF

aBAF

mikroskopické stanovenie proliferacie buniek.
Bunky sme nasadili na 12-jamkovu platnicku
v koncentrécii 30.000/ml/jamkuy, t.j. 7.800/cm?.
Po 24 hodinovej inkubacii buniek v kultivatnom
médiu sme nasledne vymenili médium a do-
plnili o nové s réznym objemovym obsahom
(0,025 az 0,2 %) obidvoch foriem BAF pocas
dalsich 72 h. Bunky sme po vyfarbeni metddou
May-Griinwald/Giemsa-Romanowski pozorova-
li pomocou inverzného mikroskopu Olympus
[X71, USA.

Statisticka analyza

Vysledky uvadzané ako aritmeticky priemer
+ SD (Standardna odchylka). Na zistenie Statis-
ticky vyznamnych rozdielov medzi jednotlivymi
experimentalnymi skupinami bol pouZity t-test
programu Excel.

Vysledky

Vplyv PNAE na prezivanie buniek fudskej
glioblastémovej linie T98G sme vyhodnocovali
pomocou MTT testu a mikroskopicky. Bunky po
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predinkubdcii v 96-jamkovych platniach boli
inkubované v médiu obohatenom o PNAE pri-
tomnom v aBAF pocas 24, 48 alebo 72 hodin.
Na overenie mozného vplyvu samotnej aktivnej
zlozke v aBAF na prezivanie glioblastomovych
buniek sme paralelne ¢ast buniek inkubovali
spolu s nBAF, ktorého objemova koncentracia
v médiu zodpovedala objemovej koncentracii
aBAF. Mnozstvo Zivych buniek sme kvantifi-
kovali pomocou MTT testu a vyhodnotili ako
percentudlny pomer k mnozstvu buniek pritom-
nych v kontrolnej skupine kultivovanej pocas
rovnakého ¢asového intervalu. Zaznamenali
sme vyrazny pokles v prezivani buniek uz po
24h inkubdcii pri objemovej koncentracii PNAE
0,05 % v zmesi aktivneho BAF. Pocas 48h a 72h
inkubécii sme namerali ndrast absorbancie, teda
poctu zivych buniek osetrenych nBAF oproti
kontrolnym o 12,6 %, resp. 33,3 % (obrazok 1A).
Pri testovani réznych koncentracii aBAF pocas
24 h sme oproti nBAF pozorovali klesajuci trend
prezivajucich buniek. Pri korelacii poctu usmrte-
nych buniek medzi nBAF a aBAF pokusmi sme
dosiahli v priemere 0 2,96 + 1,32 ndsobne vys3-
$f percentudlny pomer (obrdzok 1B). Aplikacia
0,05% objemovej koncentracie PNAE u aBAF
vykazovala oproti kontrole pri 24h inkubacii 59
percent prezivajucich buniek (obrazok 1B), preto
sme danu koncentréciu pouzili pri predinkubacii
s chemoterapeutikami.

Na zéklade cytologického farbenia sme
potvrdili pokles populécie buniek s ndrastom
aplikovanej koncentracie aBAF, a to ako opro-
ti NBAF, tak aj oproti internej kontrole. Po 72h
kultivacii sme zaznamenali vyrazny Ubytok
glioblastémovych buniek pri koncentracidch
aBAF vyssich ako 0,05 % (obrazok 2A). Pouzitim
200-ndsobného zvécsenia vidime na obrazku 2B
detailné morfologické zmeny buniek ako zrejmy
pokles bunkovej hustoty.

Za dalsi ciel sme si stanovili urcenie cytoto-
xicity vybranych chemoterapeutik (ChMT) na
ludské glioblastomové bunky pomocou MTT
testu. Glioblastdmové bunky vykazovali réz-
nu citlivost k testovanym chemoterapeutikdm
anazaklade ich IC, hodnoty a percentuélneho
prezivania buniek pri maximalnej koncentracii
pouzivaného chemoterapeutika boli rozdelené
do troch skupin (tabulka 1): i) rezistentné, ii) vni-
mavé, iii) citlivé (13). Vysledné krivky testovania
ChMT pre jednotlivé skupiny su zndzornené na
obrazku 3. Ako najucinnejsie chemoterapeuti-
kum v in vitro podmienkach na bunkach T98G
bola cisplatina a temozolomid.

V nasledujucom kroku sme sa zamerali na
overenie mozného vplyvu BAF na cytotoxic-



ky ucinok ChMT, a to karboplatiny (karbo-Pt)
a TMZ. Po 24-hodinovej predkultivacii glio-
blastdbmovych buniek s PNAE (@BAF) v objemo-
vej koncentrdcii 0,05 %, boli bunky inkubované
nasledujucich 48 hodin s TMZ, resp. karbo-Pt.
Predinkubdcia buniek s PNAE potenciovala cyto-
toxicky efekt TMZ (obrézok 4A), dosledkom ¢oho
bol pokles hodnoty IC, . Predinkubacia buniek
s NBAF (sluziacej ako negativna kontrola) ne-
mala vplyv na cytotoxicky efekt TMZ (obrdzok
4A). Naopak, porovnanie cytotoxického ucinku
karbo-Pt bez alebo po predinkubacii s aBAF,
ako aj nBAF, poukazuje na neschopnost BAF ho
ovplyvriovat (obrazok 4B). V porovnani s obraz-
kom 1 mdzeme dokonca tvrdit, Ze karboplatina
inhibuje cytotoxicky ucinok oboch foriem BAF
na glioblastdmové bunky.

Diskusia a zaver

V suvislosti so zlepSovanim lie¢ebnych po-
stupov naddorovych choréb su v odbornych
pracach popisované viaceré pozitivne vplyvy
fosfolipidov. Aktivne mézu posobit v prevencii
vzniku nadoru (14, 15), inhibicii nadorového
rastu (16, 17, 18, 19) a ovplyvneni schopnosti
nadoru metastdzovat (20). Na zaklade vysled-
kov nasej studie vplyvu BAF na bunkovd liniu
T98G in vitro mdzeme zhodnotit, Ze PNAE pri-
tomny v aBAF ma cytotoxicky efekt na fudské
glioblastdmové bunky. Cytotoxicky efekt PNAE
sa prejavil znizenim poctu Zivych buniek, ktory
je pozorovatelny uz po 24h inkubdacii buniek
s aBAF. Naviac, vysledky ndsho experimentu
s NBAF poukazuju na fakt, ze zmes fosfolipi-
dov bez PNAE mé skor pozitivny vplyv na rast
nadorovych buniek. Charakteristickd vlast-
nost a funkcia bunkovej membrény je dana
od usporiadania a zloZenia fosfolipidov v nej
obsiahnutych. Pradve poskodenie membran
nadorovych buniek, vyvolané pésobenim
PNAE, umozni ich degradéciu a teda zanik.
Mechanizmus Uc¢inku PNAE bol definovany na
réznych Urovniach, ktoré popisal dr. Kéra: i) inhi-
buje proteinkinazu C; i) selektivne ni¢i nadoro-
vé bunky, zatial ¢o zdravé regeneruje a chrani;
i) spolu s Ca?* iénmi posobi protinddorovo
a bréni vzniku metastaz (4, 21). Nase vysledky
jednoznacne poukazuju na inhibi¢ny Uc¢inok
PNAE obsiahnutého v BAF (aBAF) na glioblasto-
mové bunky. Predpokladdme, ze PNAE navodf
degradovanie bunky procesom apoptézy, ¢im
jej vlastne sposobi usmrtenie. Glioblastémové
bunky vykazovali roznu citlivost na testované
cytostatikd. Bunkova linia T98G bola rezistentna
na chemoterapeutika karboplatinu i etopo-
zid, vnimava na 5-fluorouracil, 6-tioguanin,
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Obrdzok 3. Reprezentativny vysledok testovania chemoterapeutik na prezivanie glioblastémovych
buniek T98G v podmienkach in vitro. Jednotlivé body predstavuju percentd prezivajucich buniek pocas
48-hodinovej inkubécie z troch nezavislych merani. Pre kazdé cytostatikum bola pouzitd samostatna
kontrolna skupina buniek, inkubovanych iba v ¢istom kultivacnom médiu za rovnakych podmienok
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Obrdzok 4. \/plyv 24-hodinovej predinkubacie glioblastdmovych buniek T98G s aBAF a nBAF (0,05 %) na
cytotoxicky uc¢inok temozolomidu a karboplatiny. Pred pridanim cytostatika (A-temozolomid, B-karbo-
platina) boli bunky pocas 24 hodin osetrené aktivnou (@BAF) a neaktivnou (nBAF) zmesou fosfolipidov.
Samostatné pokusy (kontrola, nBAF, aBAF) boli porovnavané oproti vnutornym kontrolnym meraniam
(ozn. ako K) s nasledovnym obsahom zloziek: K_ctrl (BAF/ChMT, -/-); K_nBAF (nBAF/ChMT, +/-) a K_aBAF
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dakarbazin i vinkristin a citlivd na cisplatinu,
doxorubicin i temozolomid v zavislosti od po-
ddvaného koncentra¢ného rozpatia. Verheij
a kol. potvrdili vo svojej praci vyrazné zvysenie
cytotoxického efektu radioterapie pri kom-
binovanej terapii s fosfolipidmi (22). V nasej
studii sme sa zamerali na kombinovany ucinok
fosfolipidov a vybranych chemoterapeutic-
kych latok, ktoré su v klinickej praxi vyuziva-
né v lie¢cbe multiformného glioblastomu (23).
Vin vitro podmienkach 24 h predovplyvnenie
5 0,05% aBAF vyznamne zniZzovalo preZivanie
glioblastémovych buniek, a to uz pri najniz-
dej testovanej koncentracii (31,3 pg/ml) TMZ.
Pri kontrole bez predovplyvnenia s BAF a pri
predovplyvnenis nBAF sme pokles prezivania
buniek T98G po 48-hodinovej inkubacii s TMZ
zaznamenali az pri koncentracidch TMZ vyssich

ako 125 ug/ml. Vin vitro podmienkach ma teda
aBAF inhibi¢ny charakter na prezivanie glio-
blastémovych buniek a tym zvysuje citlivost
buniek T98G voci alkylacnej latke TMZ.

Na rozdiel od TMZ, sme u karboplatiny zvy-
seny efekt aBAF na cytotoxicitu nepozorovali.
Naopak, karbo-Pt potlacala cytotoxicky ucinok
ako pre aBAF, tak aj nBAF.

Na zéklade nasich vysledkov mézeme
predpokladat, ze schopnost PNAE pritomnych
v aktivnom prepardte BAF ovplyviuje stupen
usmrtenych nadorovych buniek, a preto by ho
bolo mozné vyuzit pri prevencii. Naviac predpo-
kladdme, Ze pripadné overenie pozorovaného
ucinku aBAF potenciovat Ucinok TMZ v in vitro
podmienkach aj u pacientov trpiacich GBM
by mohlo priniest nesmierny klinicky vyznam.
Objasnenie mechanizmu posobenia aktivnych
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biologickych fosfolipidov méze znamenat vy-
znamny prinos v lie¢be nddorovych chorob.
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