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Podstatna ¢ast imrti v lidské populaci je zpisobena nadorovymi onemocnénimi.
V Ceské republice je karcinom prsu u Zen nejvice zastoupenym nadorovym
onemocnénim. Farmakologickd 1écba nadorovych onemocnéni je casto provazena
vznikem rezistence, proto jsou stale hleddny nové moznosti 1é¢by a jednim ze zdroji
novych struktur jsou ptirodni latky. Prenylflavonoidy obsazené v chmelu otacivém
(Humulus  lupulus,  Cannabaceae), napf. xanthohumol, isoxanthohumol,
8-prenylnaringenin, 6-prenylnaringenin, maji Siroké spektrum biologickych uUc€inkd.
Jednim znich je G¢inek protinddorovy. Tato diplomova prace se zabyvala urcenim
cytotoxického potencidlu semisyntetickych prenylovanych derivati flavonoidu
naringeninu v bunééné linii prsniho karcinomu MCF-7. Mezi metody, které byly pouZity,
patfilo sledovani cytotoxicity metodou s neutralni Cerveni, analyza apoptdzy a nekrozy
pomoci prutokové cytometrie, stanoveni mitochondridlniho membranového potencidlu
pomoci sondy JC-1 a analyza morfologickych zmén bunck pomoci konfokalni
mikroskopie. Nejprve byl proveden prvotni screening cytotoxicity vSech osmi
studovanych latek. Latky A, B, C a E prokazaly v ramci testu cytotoxicity nejsilnéjsi
ucinek a byly vybrany k dalSimu testovani. Hodnoty polovi¢ni inhibi¢ni koncentrace
(ICs0) pro tyto latky byly stanoveny na 21,2 uM (A), 45,7 uM (B), 47,3 uM (C) a 53,4
uM (E). K poklesu mitochondrialniho membranového potencialu doslo u vSech Ctyft latek,
ale tento pokles nebyl statisticky vyznamny. Morfologické zmény ani zmény v podilu

apoptotickych/nekrotickych bun¢k se neprokazaly.
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Title of diploma thesis: Cytotoxicity of semisynthetic derivatives of

prenylflavonoids in breast carcinoma cells

Cancer is a cause of a significant portion of death in the human population. In the
Czech Republic, breast cancer is the most common type of cancer in women.
Pharmacological treatment of cancer is often accompanied by resistance development, so
new treatment options are still searched for and natural compounds are one of the sources
of new structures. Prenylflavonoids present in common hop (Humulus lupulus,
Cannabaceae), for example, xanthohumol, isoxanthohumol, 8-prenylnaringenin, 6-
prenylnaringenin, possess a wide spectrum of biological effects. One of them is an anti-
cancer effect. This diploma thesis dealt with the determination of the cytotoxic potential
of semisynthetic prenylated derivatives of flavonoid naringenin in breast carcinoma cell
line MCF-7. Methods used included the determination of cytotoxicity using neutral red
uptake assay, analysis of apoptosis and necrosis using flow cytometry, determination of
mitochondrial membrane potential using JC-1 probe, and analysis of morphological
changes of cells using confocal microscopy. Firstly, an initial cytotoxicity screening of
all eight studied substances was performed. Substances A, B, C, and E showed the highest
effect in the cytotoxicity test and were selected for further testing. The values of half-
maximal inhibitory concentration (ICso) for these substances were determined to be 21.2
uM (A), 45.7 uM (B), 47.3 uM (C), and 53.4 uM (E). A decrease in mitochondrial
membrane potential was detected for all four substances, but this decrease wasn't
statistically significant. Neither morphological changes nor changes in the ratio of

apoptotic/necrotic cells were detected.
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1 Uvod

Nadorova onemocnéni jsou v Ceské republice druhou nejéastéj§i ptic¢inou umrti
hned po kardiovaskuldrnich onemocnénich. V populaci Zen patii k nejcasteji
diagnostikovanym novotvariim zhoubny nador prsu (karcinom prsu). Data z roku 2018
ukazuji, Ze tento typ nadoru ptedstavoval vice nez ctvrtinu (26,5 %) vSech nové
diagnostikovanych zhoubnych nadorti u Zen. Incidence 1 prevalence karcinomu prsu maji
od 80. let 20. stoleti rostouci trend, zatimco trend mortality v poslednich patnacti letech
mirn¢€ klesa. V poslednich letech se dafi zachycovat velkou ¢ast novée diagnostikovanych
nadord prsu v ¢asnych klinickych fazich (stadium I a II), coz Gzce souvisi s piiznivou
prognoézou (Krejci et. al 2021). V 1é¢be karcinomu prsu se uplatiiuje chirurgicka 1écba,
radioterapie a systémova lécba (chemoterapie, hormonalni 1é¢ba, cilend biologicka
lécba). Systémovou lécbu provazeji jak Casté nezadouci ucinky, tak moZnost vzniku

rezistence nadorovych bunék, proto je vyvijena snaha o nalezeni novych moznosti 1é€by.

Jednou ze skupin latek, u kterych byly popsany chemopreventivni ucinky, jsou
flavonoidy. Jednda se o velmi rozsdhlou skupinou rostlinnych polyfenolickych
sekundédrnich metabolitd, které maji mnoho biologickych a farmakologickych u¢inka
vcetné protinddorového ptisobeni. Hlavnim zdrojem latek od nich odvozenych, tzv.
prenylflavonoidti, je rostlina Humulus Ilupus (chmel otacCivy). Za nositele
farmakologického ucinku jsou odpovédné hlavné latky jako xanthohumol (XN),
isoxanthohumol (IX), 8-prenylnaringenin (8PN) a 6-prenylnaringenin (6PN). Jedna se o

izomery a ve chmelu se vyskytuji v rizném poméru (Ambroz et al. 2019).

Na katedfe biochemickych v&€d FaF-UK je studovana antiprolifera¢ni aktivita celé
fady rostlinnych extraktl a izolovanych ptirodnich latek, jako jsou flavonoidy, mono a
seskviterpeny. Rovnéz je zkouman vliv téchto latek na antiproliferacni aktivitu znamych
a klinicky pouZivanych cytostatik, jako jsou doxorubicin, 5-fluorouracil, oxaliplatina a
irinotekan (Ambroz et al. 2019b; 2017; 2019a). V ramci spoluprace s dr. Hubertem
Chapui (University of Lorraine, Nancy, Francie) byly pfipraveny semisyntetické
prenylované derivaty flavonoidu naringeninu, jejichz antiproliferacni aktivitu v buiikach
SW480 odvozenych od kolorektalniho karcinomu studovala Mgr. Katefina Blahova
(Blahova 2021). V ramci své diplomové prace jsem se zaméfil na antiproliferacni ti€inek

téchto semisyntetickych prenylflavonoidi v bunikach prsniho karcinomu MCF-7.



2 Soucasny stav poznani
2.1 Nadorova onemocnéni

Vroce 2018 predstavovalo v CR umrti na zhoubné nadory (ZN) kromé
nemelanomovych koznich novotvarii 24,5 % vSech umrti, coz v pfepoctu ¢ini 259,0 tmrti
na 100 000 osob. Zhoubné nadory prudusnice, pradusky a plice mély nejvyssi mortalitu.
U muz se na druhém misté umistily ZN tlustého stfeva a kone¢niku, zatimco u Zen druhé
misto obsadil ZN prsu. ZN s nejvyssi hodnotou Sletého preziti vykazuji ZN stitné zlazy,

intrahepatélnich zlucovych cest a jicnu (Krej¢i et al 2021).

Z biochemického hlediska se na nddorovém zvratu podili 2 typy gent:
protoonkogeny a tumor — supresorové geny. Protoonkogeny jsou geny, které koduji
bilkoviny stimulujici proliferaci. Protipélem protoonkogenti jsou tumor — supresorové
geny, jejichz produkty translace svym pisobenim naopak brzdi mnozeni bunck a
podporuji apoptdézu. Tudiz mutace v téchto genech muize zplsobit nerovnovahu mezi
ptirtistkem a zanikem bunék a disledkem je jejich nekontrolované mnoZeni. Na konci M
faze bunécného cyklu dojde k rozdéleni bunky na dvé. Zpocatku dochazi k déleni vSech
bungk, které se zdvojnasobi za délku bunécného cyklu a dochazi k exponencialnimu rastu
nadoru. Postupné se rychlost mnoZeni snizuje napiiklad v diisledku nedostatku nutrice,

nedostatku kysliku a pfechodem bun¢k do klidové faze (Klener 2011).

Klinicky detekovatelné nadory se nachazi za hranici exponencidlniho ristu, kdy
se buniky alespont 27x zdvoji. V tomto obdobi je hmotnost nddoru cca 1 g a pocet bun¢k
je pfiblizné 1 miliarda. Nador je v této chvili heterogenni. Mimo bunék nadorové
zvrhlych, se vyskytuji 1 builkky determinované, schopné jen nckolika déleni a bunky
reprodukéné mrtvé. Téz se vyskytuje stroma, endotelové builkky a fibroblasty.
V nédorovych bunkach dochazi pravidelné¢ k mutacim, které zlepSuji biologické
vlastnosti bun¢k nédoru jako zrychleni proliferace, snizeni senzitivity k chemoterapii a

vEtsi schopnost tvofeni metastaz (Klener 2011).

Nédory jsou ovlivnény exogennimi a endogennimi vlivy. Exogenni vlivy miZzeme
rozdélit na chemické, fyzikalni a biologické karcinogeny. Vycet karcinogentl je zobrazen
v Tabulce 1. Tyto vlivy ptsobi na spektrum lidi s riznou genetickou vybavou, a tedy

riznou schopnosti odolavat t€émto vlivim. Kancerogeneze neni podminénd jen jednim



faktorem, vétSinou je to proces multifaktorialni a v riiznou dobu se uplatiuji rizné vlivy

(Schulz 2007).

Tabulka 1 Prehled karcinogenii (Schulz 2007)

Typ karcinogenu Priklad

Nikl, kadmium, arsen, nitrosamin,
Chemicky karcinogen trichlorethylen,arylaminy, benzo[a]pyren,

aflatoxin, ROS

Fyzikalni karcinogen UV zéfeni, ionizujici zafeni

Lidsky papilomavirus, virus Epstein a
Biologicky karcinogen Barové, virus hepatitidy B, Helicobacter

pylori, Schistosoma mansoni

Replikace DNA, metabolické procesy
Endogenni procesy _ _
generujici ROS, chronicky zanét

2.1.1 Charakterizace nadorovych bunék
Nadorové bunky ziskavaji béhem karcinogeneze jedine¢né fenotypové vlastnosti,
které je odliSuji od nenddorovych bunék. Za charakteristické znaky nadorovych bunék

jsou povazovany:

1. Sobéstacnost v produkei ristovych signala (aktivace onkogeni).

e Geny schopné ovlivnit regulaci bunééné proliferace, diferenciaci a apoptozu, a to
hlavné ve sméru stimulace bunééného déleni a inhibice apoptozy, se nazyvaji
protoonkogeny. Nadorovy proces modifikuji aZ po své pfeméné v onkogen. Mezi
mechanismy zodpovédné za preménu protoonkogenu v onkogen patii: mutace,
genoveé amplifikace a chromosomalni pfestavby. Diisledkem této premény miize
byt napt. zvySené mnozstvi proteinu piislusného protoonkogenu.

2. Necitlivost k signalim zastavujicim bunéény cyklus.

e Dalsi skupinou jsou tumor supresorové geny, které piisobi opaénym tcinkem nez
protoonkogeny. Uplatiiuji se jako kontrolni body bunééného déleni, které jsou
schopny v urcitych ptipadech snizit proliferaci bunék a indukovat apoptozu.
Burnika je nevyuziva neustéle, ale pouze v konkrétnich pfipadech (napft. pii
bunééném stresu nebo poskozeni). Napft. protein p53 v piipad€ posSkozeni DNA

zastavuje bunécny cyklus v Gi fazi, indukuje jeji opravy prostfednictvim
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stresovych proteinli a v ptipad¢, ze je DNA nenavratitelné poSkozend potencuje
proces apoptdzy. V piipad€ poskozeni proteinu p53 nedochdzi k odstranéni
poskozenych bunék a ty dale pokracuji v bunééném cyklu a transkripci svého
genomu.

3. Schopnost preprogramovat energeticky metabolismus buiiky.

4. Schopnost obejit apoptdzu.

e Proces apoptodzy neni aktivovan pouze tumor-supresorovymi geny. Uplatiuje se
hlavné vnitini a vnéjsi draha aktivace apoptdzy. Nadoroveé zvrhla buiika obsahuje
rozsahlé spektrum mutovanych gent. Mezi n€ patfi i mutace proteint vnitini a
vnéjsi drahy aktivace apoptdzy, napft. snizené vyplaveni cytochromu c, snizena
mnozstvi receptoru smrti CD95 nebo upregulace inhibitort apoptdzy.

5. Nepfetrzitd tvorba novych kapilar.

e 7 divodu naroc¢nosti tvorby novych buné€k na nutrici a kyslik, patfi angiogeneze
mezi zakladni pfedpoklady ristu naddoru a predstavuje dulezity rys v osidleni
novych tkdni malignimi buiikami. Buiikky nemaji schopnost tvorby novych kapilar
az do doby ukonceni tzv. angiogenniho piepnuti, které predstavuje prevazeni
angiogennich faktorii nad angiogennimi inhibitory.

6. Schopnost invadovat a tvofit metastazy.

e Proces tvorby metastaz je proces osidleni tkani vzdalenych piivodnimu lozisku.
Piedstavuje hlavni pfi¢inu morbidity a mortality nadorovych onemocnéni.

V procesu metastdzovani (metastaticka kaskada) se uplatiiuji 4 etapy: invaze,
transport, nidace a riist metastazy. V procesu invaze, zapti¢inéného ztratou adheze
a zvySené motility nadorové bunky, zpiisobené inaktivujici mutaci ¢i snizenou
expresi membranového glykoproteinu E-kadherinu, dochézi k priiniku
nadorovych bunék skrz bazalni membranu endotelu do cévy. Po priniku bun¢k do
krevni nebo lymfatické cesty nasleduje jejich transport pasivni difuzi. Buiiky se
snazi shlukovat mezi sebou nebo s trombocyty, ale 1 tak dochéazi ve velké mite

k jejich zaniku. Transport ptezije jen asi 0,1 % nadorovych bunék. Nadorové
bunky pronikaji do tkdné hlavné v kapildrach parenchymat6znich orgéni.

V procesu adheze se uplatiuji cytoadhezivni molekuly, jako jsou selektin-1,
intracelularni adhezni molekula-1/2 (ICAM-1/2) a vaskularni adhezni protein
(VCAM-1). Faze kon¢i nidaci buné€k. Nasledné buiky zlstavaji dlouho

v klidovém stadiu a jejich proliferace zalezi na rovnovaze ristovych a inhibi¢nich
faktort.
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7. Neomezeny replikacni potencial.

8. Schopnost uniknout pied imunitni odpovédi hostitele (Bousova 2018).

12



2.2 Karcinom prsu

Vyskyt ZN prsu u Zen v dlouhodobém trendu nartistd, avSak v posledni dobé¢
pozorujeme naznak stabilizace. Potvrzuji to data z roku 2018, kdy bylo toto onemocnéni
tretim nejcastéjSim novotvarem kromé nemelanomovych koznich nadorti. U Zen se jedna
o typ nadoru s nejvétsi incidenci. Nejcastéji je diagnostikovan ve vékové kategorii Zzen v
intervalu 60-74 let. Z hlediska klinického stadia bylo vice nez % diagnostikovanych

zachyceno v ¢asném stadiu nemoci (Krejci et al 2021).

Pod pojem karcinom prsu patii rizné histologické formy malignich nadort
vznikajici z epitelidlnich bunék mlécné Zzlazy. Lisi se klinickym a radiologickym
nalezem, biologickymi vlastnostmi a aktivitou. Shoduji se ale ve schopnosti infiltrace
prsni zlazy malignimi buiikami, invaze do okolnich struktur a tvorby metastdz (Adam et

al. 2010).

Béhem zivota dochdzi v mlééné Zlaze k mnoha strukturdlnim zméndm. Tyto
zmény vSak vétSinou nemaji kauzalni spojitost s rozvinutim karcinomu, s vyjimkou
atypické duktdlni a lobularni hyperplazie, které ptedstavuji prekancerdzy. Maligné
zménéné bunky miizeme rozdélit podle schopnosti proniknout bazalni membranou lobull
¢1 duktt do okolnich tk4ni na neinvazivni a invazivni naddory. Mezi neinvazivni nadory,
které osidluji vyvodovy systém a nekolonizuji ostatni tkané, se fadi duktalni karcinom in
situ a lobularni karcinom in situ. Mezi nadory invazivni, které jsou schopny osidlit jiné
tkan¢, patfi podle morfologického hlediska karcinomy duktalni a lobularni (Adam et al.

2010).

Bunky neschopné osidleni dalSich struktur se mohou pfetransformovat na
invazivni formy. U invazivnich forem karcinomu prsu dochazi k vytvoreni metastaz uz
v Case subklinické diagnézy primarniho tumoru, jednd se o tzv. paralelni model

metastazovani (Stanck et al. 2017).

Karcinom prsu mizeme na zakladé molekuldrnich charakteristik rozdélit na
jednotlivé podtypy. Zakladni odliSnost podtypli spocivd v receptorové vybavenosti
bunék: 1) karcinom prsu exprimujici hormonalni receptor, bud’ estrogenovy (ER+) nebo
progesteronovy receptor (PR+), 2) karcinom prsu exprimujici receptor pro lidsky
epidermalni rastovy faktor 2 (HER2+), 3) triple negativni karcinom prsu (TNBC), ktery

je charakterizovan chybéjici expresi genli pro estrogenovy, progesteronovy a HER2
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receptor (ER-, PR-, HER2-) (Barzaman et al. 2020). Kazdy podtyp se lisi svoji prognézou
a odezvou na systémovou 1é¢bu. Seznam podtypt je uveden v Tabulce 2 (Cmejlova
2020). Na zéklad¢ analyzy genové exprese je TNBC rozdélen do Sesti podtypu: 1) vysoce
proliferujici basal-like 1, 2) vysoce proliferujici basal-like 2, 3) imunomodulac¢ni, 4)

mezenchymalni, 5) mesenchymal stem-like, 6) luminalni typ (Navratil et al. 2015).

Tabulka 2 Podtypy karcinomu prsu (Novotny et al. 2019)

Typ karcinomu prsu Charakteristika
Luminani A ER a PR pozitivni (>20 %), HER2-
negativni, nizké Ki67, grade musi byt <3
Luminani B (HER2-negativni) ER pozitivni, HER2-negativni a bud’
vysoké Ki67, nebo PR <20 %
Luminalni B (HER2-pozitivni) ER pozitivni, HER2-pozitivni, jakékoliv
Ki67 a jakékoliv PR
HER2 (neluminalni) ER i PR-negativni, HER2-pozitivni
TNBC ER i PR-negativni, HER2 — negativni

Ki67, marker proliferacni aktivity
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2.2.1 Geny ovliviiujici rakovinu prsu

Breast cancer associated gen 1 a2 (BRCA1 a BRCAZ2) jsou tumor — supresorové
geny kodujici proteiny, které predstavuji dilezitou roli v regulaci bunééného cyklu.
Deficit proteinu BRCA1 vede k dysregulaci kontrolniho bodu bunééného cyklu,
abnormalni duplikaci centrosomu, genetické nestabilité a ptipadné k apoptoze. Protein
BRCAZ2 se ucastni hlavné rekombinantni opravy dvouietézcovych zlomi DNA. Mutace
téchto gend se dédi autosomaln€ dominantné (Sun et al. 2017). Podle studie Chena and
Parmigianiho (2007) bylo riziko rakoviny prsu nositelek mutace ve véku 70 let pro

BRCA1 57 % a pro BRCA2 49 %.

ErbBs je rodina receptort zahrnujici 4 typy receptorii: receptory pro epidermalni
rustovy faktor (EGFR), ErbB2/HER2, ErtbB3/HER3 a ErbB4/HER4. Receptory maji tii
¢asti: 1) extracelularni glykosylovanou ¢ast skladajici se ze 4 domén, 2) membranovou
¢ast, 3) intracelularni ¢ast, kterd se skldda z juxtamembranové domény, kinasové domény
a karboxylové funkce obsahujici tyrosinové zbytky, které se uplatnuji pti transdukci
signalu. Rodina se prezentuje specifickym zplisobem aktivace receptoru. Pfi navazani
ligandu na extracelularni stran¢ dochdzi ke zméné€ konformace a odhaleni dimeriza¢niho
raménka, které spojuje dva receptory v dimer. Na rozdil od ostatnich receptort s
tyrosinkinasovou aktivitou, kde se ligand uplatituje v pfemosténi dvou receptori, je zde

ligand navazan na okraj extraceluldrni ¢asti receptoru (Lemmon et al. 2014).

Myc je protoonkogen, jehoZ proteinovy produkt funguje jako transkrip&ni faktor.
Fyziologickd uloha proteinu neni stdle znama, v bunkdch rakoviny prsu ovliviiuje
bunécny rust, transformaci, angiogenezi a kontrolu bunééného cyklu. Snizuje aktivitu
nékolika signélnich drah prostfednictvim regulace transkripce nebo modifikace proteind.
Jeden z ovliviilovanych genl je také gen pro protein BRCAL. Jevi se, Ze amplifikace myc
je pfimo Gumeérna progresi a zdvaznosti nadorového onemocnéni (Chen and Olopade

2008).
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2.2.2 Rizikové faktory

Vek patfi mezi nejvyznamnéjsi rizikové faktory nadoru prsu a jeho vyskyt je na
veku piimo zavisly. Vyskyt onemocnéni a umrtnost se rapidné zvysuje v obdobi 40. roku
zivota a vrcholi kolem 60. roku. ZvySovani Cetnosti vyskytu onemocnéni v zavislosti na

zvysujicim se veku je celosvétovym trendem (Winters et al. 2017).

Dulezitym rizikovym faktorem je rodinnd anamnéza. Vyskyt rakoviny prsu v
rodin€ zvysuje riziko vyskytu o 80 %, dvojnasobny vyskyt o 300 % a u tfi a viceCetného
vyskytu je riziko zvySené az o 400 %. Tato skupina je z hlediska rizika rozvinuti nadoru
prsu velmi rizikova. Zodpovédné za to jsou tumor supresorové geny jako BRCAI a
BRCA2, které zvysuji riziko manifestace onemocnéni o 80-85 % v prubchu Zzivota

(Washbrook 2006).

Porod ditéte obecné snizuje riziko vzniku prsniho karcinomu u hormonalné
dependentnich nadort (ER+, PR+) az o 50 %. Kazdy dalsi porod snizuje miru rizika o
dalsich 10 %. K nejvétsimu snizeni rizika dochézi pfi intervalu mezi dvéma porody bud’
mensinez 1 rok nebo vétsi nez 3 roky. Benefit z porodu neziskavaji matky, které porodily
prvni dit¢ az po 35. roce zZivota. Porod paradoxné v této veékové kategorii miru rizika
manifestace naddoru prsu zvysuje v porovnani s bezdétnymi zenami. Ke snizeni rizika
prispiva téz kojeni ditéte, které snizuje riziko nadoru prsu o 4,3-4,5 % za kazdych 12

mesicl kojeni (Dall and Britt 2017).

Casna menopauza snizuje miru rizika vzniku ER+ nadoru prsu. V piipadé
menarche je trend opacny. Prokazalo se, Ze menarche pied 11. rokem Zivota zvySuje
riziko, naopak menarche po 14. roce Zivota riziko snizuje. SniZeni véku menarche
nepiimo souvisi se zvySenim hmotnosti matky v t¢hotenstvi (Dall and Britt 2017).
Nacasovani véku menarche u divky je multifaktorialniho razu. Vysoka hodnota indexu
télesné hmotnosti (BMI) ve véku 8 let spole¢né s nizkou porodni hmotnosti podle studie
Sloboda et al. (2007) pfedstavuje nejveétsi vliv na snizeni véku divky pii menarche.
Spojitost mezi hodnotou BMI a v€kem pii menarche je pfisuzovan adipozité a sekreci
gonadotropinu. Metaanalyza dat provedena Hamajimou et al. (2012) ukazala, ze nastup
menarche o 1 rok dfive mé na riziko vzniku rakoviny prsu vét§i vliv nez manifestace

menopauzy o 1 rok pozdéji.
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Pokud se zaméfime na hladiny estrogenti a progestinii v organismu, dojdeme k
zaveéru, ze veskeré odchylky od fyziologické koncentrace jsou rizikové. Bunky prsu
nejsou navyklé na odlisnou hladinu hormonti, nez kterou oc¢ekavaji. V piipadé peroralni
kontracepce je dulezité zvazit riziko brzkého podani, které zvySuje potencial rozvinuti
nadoru prsu. AvSak zvySené riziko podle udaji mizi v rozmezi 4-10 let po vysazeni
ptipravkl. Podobné je tomu pii uzivani hormonélni substitu¢ni terapie s podobnym
trendem, nejdiive dochazi ke zvyseni rizika manifestace prsniho nddoru a po vysazeni se

riziko v rozmezi 1-5 rokti vrati na ptiivodni hodnoty (Dall and Britt 2017).

Konzumace alkoholickych napoji ma také dopad na rozvinuti prsniho nadoru.
Ptijem alkoholu nad 15 gramii za den ve srovndni se skupinou abstinenti se projevil
zvySenym rizikem rakoviny prsu o 23-33 %. MnozZstvi 15 graml alkoholu muiZe byt

reprezentovano napt. 0,5 1 piva (Jung et al. 2016).

Se vzrlstajici konzumaci alkoholu stoupd podle studie Hamajima et al. (2002)
riziko rakovinového zvratu s kazdymi 10 g alkoholu o 7,1 %. Pokud uplatnime tato data
v praxi, dojdeme k zavéru, ze ve vyspélych zemich s priimérnou spottebou alkoholu 6 g
za den, je alkohol zodpovédny za 4 % ptipadd rakoviny prsu. Pravdépodobny
mechanismus Uc¢inku, ktery je zodpovédny za podpoteni nadorového zvratu bunék, je
schopnost alkoholu zvySovat produkci estrogenu v krvi. Tudiz nadory prsu, které jsou

spojen¢ s piijmem alkoholu, jsou vétSinou podtypu ER+ (Winters et al. 2017).

Vliv aktivniho koufeni na zvySeni incidence nddoru prsu bylo dlouhou dobu
kontroverzni téma, az v posledni dobé se objevuji diikazy o pfimém vztahu koufeni a
vzniku nadoru prsu. Vzniklo vice studii popisujicich negativni vliv koufeni na rozvinuti
karcinomu prsu (Luo et al. 2011). Podle studie Luo et al. (2011) mély byvalé kutacky o
9 % a soucasné kuracky dokonce o 16% zvySené riziko rozvinuti naddoru prsu oproti
zenam, které nikdy nekouftily. Vzniklé riziko zaviselo na mnoha faktorech: délce koufeni,
poctu vykoutenych cigaret, véku na zacatku kouteni a poctu let od konce kouteni. Riziko
ptetrvalo po dobu 20 let. Asociace mezi koutfenim a nddorovou pfeménou prsnich bunék
byla hlaSena hlavné¢ u silnych a dlouhodobych kurakl. Nejvétsi riziko bylo spojeno se
zac¢atkem kouteni v brzkém véku Zivota. Piipadny pozitivni G€¢inek miize mit koufeni po
menopauze, kdy dochézi ke snizeni produkce endogennich estrogent. Koutfeni mize mit

antiestrogenni ucinek a v momenté, kdy produkce hormont je mald, muize se

17



antiestrogenni ucinek vice projevit. Schéma ukazujici mozné rizikové faktory a moznosti

prevence rozvinuti nadoru prsu je zndzornéno na Obrazku 1 (Xue et al. 2011).

Risk factors Breast cancer Preventions
f g Mammography |
Life | Screening | )
| style. s MRI |
Estrogen i R
j . i = SERMs:TAM, |
! h == i ’C_hemt_v» Raloxifene, ... |
/ Reproductive ' L ) t'__ prevention T
factors | /;’ Exemestane, ... |
=
Family history \ +  Herceptin
\ /8 ept
\ 5 5 /
\ Biological Y. Pertu b
Aging : _pr.'e_velliima__ ol - —_—
| PDI/PDLI
inhibitors?

Obrazek 1 Vycet rizikovych faktor a moznosti jejich prevence (Sun et al. 2017)
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2.2.3 Prevence

Snizit riziko rozvinuti prsniho nadoru u predisponovanych lidi lze né¢kolika
riznymi piistupy. Zékladnim pfistupem je zména zivotniho stylu. Se zménou zivotniho
stylu uzce souvisi BMI, ktery moduluje riziko nadorového zvratu po cely Zivot jedince.
Vyssi télesna hmotnost premenopauzalnich Zen vykazuje ochranny ucinek na rozvoj
premenopauzalniho karcinomu prsu, ale podporuje manifestaci postmenopauzalniho
karcinomu prsu. Vysvétleni snizeného premenopauzalniho rizika by mohla piedstavovat
nedostate¢nd ovulace Zen s nadvahou. ZvySené riziko u postmenopauzalnich Zen
s nadvdhou souvisi suvolnénim estrogenii ztukové tkané, spolu stim nadvéha
ptedstavuje rizikovy faktor pro rozvinuti diabetu mellitu II. typu, ktery je také rizikovym
faktorem pro manifestaci karcinomu prsu (Winters et al. 2017). ZvySeni hmotnosti Zeny
po 18. roce zivota vede ke zvySeni rizika postmenopauzalni rakoviny prsu. Hmotnostni
ptirtstek podporuje vznik hlavné nddorit ER+ a PR+. Naopak pokud dojde ke snizeni
hmotnosti v dospélosti, dochézi tak automaticky ke snizeni rizika vzniku karcinomu po
menopauze. Zaroven dle této studie byly zeny s BMI nizs§im nez 21 v 18 letech citlivéjsi
k vzniku postmenopausalniho karcinomu. Stejny trend probiha v obdobi po menopauze.
Coz znamen4, Ze primarné u Zen s BMI pod 25, u kterych se zvys§i hmotnost, zvysi se 1
riziko vzniku nadoru prsu. Riziko vzniku nadoru se naopak sniZilo hlavné u Zen s BMI
nad 25, které zredukovaly svou hmotnost. Takové hmotnostni zmény maji vliv na
receptorovou vybavenost prsni tkané, kde dochazi k ovlivnéni nadort prsu ve prospéch
ER+ a PR+. Spojitost mezi receptorovou vybavenosti prsniho nddoru a hmotnosti Zeny
souvisi s pfeménou androgent na estrogen v tukové tkani. Vyssi hladina estrogenu mtize
podporovat vznik prsnich nddorovych bunék charakterizovanych ER+ a PR+ (Eliassen et

al. 2006).

Dle studie Baer et al. (2010) vyssi mnozZstvi télesného tuku u dospivajicich Zen
muze byt dulezitym faktorem, ktery chrani pfed manifestaci premenopauzalniho nebo
postmenopauzalniho karcinomu prsu. Silngj$i vztah byl pozorovan v podskupiné Zen
s niz$i porodni vdhou nez 8,5 liber a Zen uzivajicich hormony po menopauze. Pozorovani
bylo nezavislé na aktudlni hmotnosti Zen. Mechanismus, kterym vyssi objem tukové

tkdné€ snizuje pravdépodobnost manifestace nadoru prsu neni znam.

Fyzicka aktivita jako faktor zivotniho stylu snizuje riziko vzniku karcinomu prsu.

Zeny s intenzivni pohybovou aktivitou vykazovaly az o 25% nizsi riziko nadoru prsu
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oproti zenam, které mély pohyb minimalni. ZjiSténi bylo nezavislé na faktorech typu
ptitomnosti estrogenového receptoru (ER), BMI, zvySeni hmotnosti v dospélosti nebo
uzivani postmenopauzalni hormonalni terapie. Efekt fyzické aktivity muze byt
zprostiedkovan pies ovlivnéni hladiny endogennich hormonii, kontrolu hmotnosti,
metabolismus glukdzy, citlivosti k inzulinu a zanétlivych markerd. VSechny zminéné
faktory se podileji na etiologii postmenopauzalniho nadoru prsu (Hildebrand et al. 2013).
Fyzicka aktivita v puberté a idedlni vaha dle BMI v obdobi menarche a 21. roku Zivota
podporovala dle studie King et al. (2003) pozd¢jsi manifestaci nddoru prsu u zen s mutaci

genl BRCA1 a BRCA2.

Chemoprevence ma potencial snizit vyskyt nddoru prsu u velmi rizikové
populace. Pouzivaji se chemoterapeutika s dvojim mechanismem uc¢inku. Spole¢nym
rysem chemoprevence nadoru prsu je snizeni aktivace ER. Selektivni modulétory
estrogenového receptoru puisobi jako agonisté ¢i antagonisté na ER. NejvyznamnéjSimi
zastupci jsou tamoxifen a raloxifen. Druhou skupinou jsou inhibitory aromatasy
ucinkujici prostfednictvim inhibice enzymu aromatasy, ktery katalyzuje pfeménu

androgenu na estrogen a zastupci jsou exemestan, anastrozol a letrozol (Sun et al. 2017).

Tamoxifen vykazuje snizeni rizika u zdravych vysoce rizikovych zen o 38 %.
Ovlivnéna byla hlavné subpopulace nadorti charakterizovanych jako ER+, a to se
snizenym vyskytem o 48 %, nadory bez zvySeného vyskytu ER nebyly ovlivnény viibec.
Terapie ma za nasledek nezadouci ucinky jako jsou navaly horka a gynekologické
projevy. Spole¢né s nimi se rozviji i zdvazné nezadouci ucinky zastoupené hlavné
rozvojem karcinomu endometria a tromboembolickymi piihodami (Bozovic-Spasojevic

et al. 2012).

Zastupce A anastrozol stejné jako exemestan prokazal schopnost sniZit vyskyt
nadoru. Stejné jako u tamoxifenu doslo ke sniZeni manifestace nadort ER+ nadort a
nedoslo k ovlivnéni vyskytu subpopulace nddortt ER-. Vliv anastrozolu na sniZeni
rozvoje karcinomu prsu byl ve srovnani s tamoxifenem vyssi. Zajimavym rysem se zda
byt Uc¢innost anastrozolu na nadory s vysokym gradingem, ktery se projevil tim, Ze
ptrevladal vyskyt nadorti niz§iho stupné nez stupné vyssiho. Vyhodnym rysem do klinické
praxe je, Ze anastrozol neovliviiuje frekvence vyskytu tromboembolickych a
cerebrovaskularnich ptihod a infarktu myokardu. Avsak doslo k ovlivnéni krevniho tlaku

smérem k vy$§im hodnotam (Cuzick et al. 2014).
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2.2.4 Screening

Jednim z pfistupt, ktery uz nelze oznacit jako prevenci, je screeningové vysetieni.
Cilem vysSetteni je detekovat bulku dfive, nez bude hmatatelnd, tudiz diagnostikovat
nebot’ prognoza nadoru prsu mimo jiné zavisi na velikosti novotvaru. V nedavné studii
autofi dosli k zavéru, ze screening karcinomu prsu ma vliv na obecné snizeni umrtnosti
na toto onemocnéni, avSak zavéry nejsou statisticky vyznamné pro Zeny ve véku 39-49
let a 70-74 let. Obecné snizeni mortality stanovila studie na 22 %. V ptipad¢ vlivu
screeningu u pokrocilého karcinomu prsu vykazal screening signifikantni snizeni u zZen
nad 50 let véku. Na druhou stranu byl zaznamenan vliv zvySeného zachytu duktdlniho
karcinomu in situ a raného onemocnéni (Nelson et al. 2016). Kriticky pohled pfinasi
studie Gotzsche and Jorgensen (2013), kterd se zaméiuje hlavné na jiz zminény trend
naddiagnostikovani a 1éceni Utvard, které by se dale uz nerozrostly. Diivodem je, Ze ve
vyznamné ¢asti pozitivnich nalezi dochazi k zachyceni pomalu rostoucich benignich
utvart, oproti tomu rychle rostouci agresivni nadory se detekuji obtiznéji, a tak v populaci
dochazi k zachyceni ptipadi, které by pacienta v budoucnu neohrozovaly na Zivote.
V téchto ptipadech pak casto dochazi k zbytecnému indikovani nemoci a zbyte¢nému
vykonani dalSich intervenci jako je naptiklad radioterapie. ZvySovani GspéSnosti 1écby
studie pfisuzuje pokrocilym terapeutickym postupim a vétsi mife informovanosti

v §iroké vefejnosti.

Studie uvadi, ze pokud je Zena pozvana ke screeningu a bude ji diagnostikovano
nadoroveé onemocnéni prsu, je 19 % Sance na naddiagnostikovani (=zbytecna diagnoza).
Znamena to tedy, ze kazda 1 ze 77 Zen, které jsou pozvany na screeningove vysetfeni
podle této studie bude naddiagnostikovana. Tyto Zeny ptedstavuji nejvétsi problém
v procesu diagndzy. Naddiagnostikované zeny budou indikovany k dal§im terapeutickym
vykontim za nulového snizeni mortality. Vysledek spravného indikovani karcinomu prsu
a naddiagnostikovani nemoci studie udava, Ze na kazdé jedno umrti na karcinom prsu

budou indikovany tfi pacientky naddiagnostikované (Marmot et al. 2012).

Darby et al. (2005) ve své studii tvrdi, Ze Zeny, které podstoupily v sedmdesatych
letech radioterapii nadoru prsu, trpély zvySenym rizikem onemocnéni srdce a plic
v nasledujicich letech. Pfi¢inou vzniklého rizika byl smér prinikd paprskii zareni a

postaveni orgdnu srdce a plic vici prsni tkéni. V ptipad€ ozéteni levého prsu se mohlo
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riziko rozvoje srde¢nich onemocnéni az zdvojnésobit vii¢i neozarené populaci. V piipade
ozéfeni pravého prsu mohlo dojit ke zvySeni rizika pouze o jednu tfetinu. Paprsky zéateni
ovlivnily 1 plicni tkan. VEétsi postizeni vykazovala vzdy ipsilaterdlni strana, coz je oblast

za danym postizenym prsem.

Dle studie Gotzsche et al. (2012) snizuje screening mortalitu nadoru prsu
vrozmezi 0-12 %. V soucasné dobé je tento udaj dale jeSté¢ oslaben zavedenou
farmakoterapii, diky které je hodnota jesté¢ nizsi a efekt mize byt dokonce az nulovy.
Zasadni véc je neschopnost screeningu snizit vyskyt pokroc€ilych nadort. Do urcité miry
svou roli na snizeni ¢inku screeningu hraje i vét$i informovanost Zen o rakoving prsu a
vykondvani samovySetfeni. AvSak dal§$i problém miize ptedstavovat i samotna

identifikace nddoru na mamografu. Pfi preventivnim screeningu to souvisi s vysokym

mnozstvim negativnich vzorkii na malo pozitivnich pacientek.
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2.2.5 Diagnostika

Zakladnim diagnostickym postupem urcujicim rozsah postizené tkang je vySetieni
zobrazovacimi metodami. Diky pravidelnému mamografickému screeningu Zzenské
populace dochazi k zachytu hlavné casnych lokalizovanych forem, tudiz obecné
provadéni screeningu metastaz u noveé diagnostikovanych se povazuje za obsoletni. Ke
screeningu metastdz se pristupuje jen u pacientek s vétSim potencidlem rozsevu
nadorovych bun¢k do okolnich tkani, napf. asymptomatickych pacientek s HER2+
nadory. Na pfitomnost metastaz se vySetiuji predevsim tkan¢ hrudniku, bficha a mozku.
Dale se na charakterizaci nadoru uplatituje biopticka verifikace. Mezi jeji principy patii
vySetfeni histologického typu, uréeni nadorového gradu, exprese ER a PR, urceni jednoho
z proliferacnich markerd, exprese HER2, lymfatické a vaskularni invaze (Novotny et al.

2019).

2.2.6 Symptomy

Rozséhle mnozstvi symptomd, které mohou poukazovat na nadorové onemocnéni
prsu, lze zjistit pfi domacim samovySetfenim prsni tkan¢. Hlavnim znakem nadorového
loziska je pfitomnost tvrdé, nepohyblivé 1éze s nepravidelnymi okraji. Mizeme déle
pozorovat zménu velikosti a tvaru prsu, retrakci bradavky, bolest prsu ¢i vytok
z bradavky. Progredujici onemocnéni se projevuje axilarni adenopatii nebo koznimi
nalezy jako je vyskyt erytému, ztlusténi pokozky ¢i tzv. peau-d'orange. Na zakladé
pfitomnosti alespont jednoho z téchto symptoma by mélo dojit k vyhledani odbornika a
podstoupeni dalSich vySetfeni. Vyskyt koznich ptiznakii poukazuje na zanétlivy nador
prsu. Pokud dojde k rozsifeni do jinych organti, miizeme nalézt §ir§i mnozstvi projeva.
Nejcastéji dochazi ke vzniku metastaz v kostech, které¢ se manifestuji bolesti nebo
citlivosti kosti. V pfipadé metastdz do plic mizZe dojit k bolesti na hrudi, kasli nebo
dusnosti a v pfipad¢ rozsifeni do jater dochazi k nevolnosti, bolesti biicha a zloutence

(Adam et al. 2010; Joe 2022).
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2.2.7 Stadia onemocnéni

Podstatou stagingu je urCeni stadia nddorového procesu. Nejvice vyuzivanym
systétmem stagingu je tzv. Tumor-Node-Metastasis (TNM), ktery urcuje progndzu
nadorového onemocnéni na zaklad¢ charakteristiky primarniho nadoru (T), postizeni
regionalnich miznich uzlin metastazi (N) a pfitomnosti/neptitomnosti vzdalenych
metastaz (M). Dalsi uplatnéni nachazi napt. pfi planovani nasledujici 1écby nebo pii
zhodnoceni prob¢hlé 1éCby. Jednotlivé kategorie TNM obsahuji podkategorie, které
odrazi charakter nddorového onemocnéni. Klasifikace TNM pro nador prsu je zobrazena

v Tabulce 3 (Cserni et al. 2018).
Tabulka 3 TNM klasifikace pro nador prsu (Brierley et al. 2022)

T — PRIMARNI NADOR

X Primarni nador nelze hodnotit
TO Bez znamek primarniho naddoru
Tis Karcinom in situ
Tis (DCIS) Duktélni karcinom in situ
Tis (LCIS) Lobularni karcinom in situ
Tis (Paget) Pagetova choroba bradavky bez spojeni s invazivnim

karcinomem a/nebo s karcinomem in situ (DCIS a/nebo LCIS)
nachazejicim se v prsnim parenchymu. Karcinomy prsniho
parenchymu spojené s Pagetovo chorobou jsou klasifikovany na
zaklad¢ velikosti a vlastnosti onemocnéni prsniho parenchymu, 1

kdyz ptitomnost Pagetovy choroby by méla byt uvedena

T1 Néador do 2 cm v nejvétsim rozméru
Tlmi Mikroinvaze do 0,1 cm v nejvétSim rozméru
Tla Vétsi nez 0,1 cm, do 0,5 cm vcetné v nejvétsim rozméru
T1b Vétsi nez 0,5 cm, do 1 cm véetné v nejveétsim rozmeru
Tlc Vétsi nez 1 cm, do 2 cm véetné v nejveétsim rozmeru
T2 Nédor vétsi nez 2 cm, do 5 cm véetné nejvetsiho rozméru
T3 Nédor vétsi nez 5 cm v nejveétsim rozmeéru
T4 Nador jakékoliv velikosti s pfimym S§ifenim do stény hrudni

a/nebo do kiiZe (ulcerace nebo kozni uzly)

24



T4a Sifeni do stény hrudni (nezahrnuje pouhé postizeni m. pectoralis)

T4b Ulcerace, stejnostranné satelitni kozni uzly, nebo edém kize
(vCetné peau d orange)

T4c Ob¢ vyse uvedena kritéria 4a a 4b soucasné

T4d Inflamatorni karcinom

N — Regionalni mizni uzliny

NX

Regionalni mizni uzliny nelze hodnotit (napt. diive odstranéné)

NO

Regionalni mizni uzliny bez metastaz

N1

Metastazy v pohyblivé stejnostranné axildrni mizni uzliné

(uzlinach) I. a II. etaze

N2

Metastazy ve stejnostranné axilarni mizni uzling (uzlinach) I. a II.
etaze, které jsou klinicky fixované nebo srostlé (paket); bez
pfitomnosti klinicky zjevnych metastdz v axilarnich miznich

uzlinidch

N2a

Metastazy v axilarnich miznich uzlinach, fixovanych mezi sebou

navzdjem nebo k jinym strukturdm

N2b

Metastazy pouze klinicky ziejmé ve vnitini mamarni mizni uzliné
(uzlinach), bez pfitomnosti klinicky zjevnych metastaz

v axilarnich miznich uzlinach

N3

Metastazy ve stejnostranné infraklavikularni mizni uzliné
(uzlinéch) s nebo bez postizeni 1. a II. etaze axilarnich miznich
uzlin; nebo metastazy ve stejnostranné supraklavikularni mizni
uzlin¢ (uzlinach), s nebo bez postiZzeni axilarnich ¢i vnitinich

mamarnich miznich uzlin

N3a

Metastazy v infraklavikularni mizni uzlin€ (uzlinach)

N3b

Metastazy ve vnitfnich mamarnich a axilarnich miznich uzlinach

N3c

Metastazy v supraklavikularni mizni uzlin€ (uzlinach)

M — Vzdalené metastazy

MO

Bez vzdalenych metastaz

Ml

Vzdalené metastazy
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Na zaklad¢ klasifikace TNM dochézi k zatazeni kategorii TNM do jednotlivych
klinickych stadii. Tato stadia spojuji jednotlivé kategorie TNM podle schopnosti pteziti.
Klinicka stadia jsou znazornéna v Tabulce 4. Obecné plati, ze naddory lokalizované v tkani
svého piivodu jsou zatazeny ve stadiu I a I1. Ve stadiu III jsou zafazeny nadory zasahujici

do regionalnich miznich uzlin a stadium IV sdruzuje néddory se vzdalenymi metastdzami

(Brierley et al. 2022).

Tabulka 4 Klinicka stadia nddoru prsu (Brierley et al. 2022)

STADIUM 0 Tis NO MO
STADIUM IA T1* NO MO
STADIUM IB TO, T1* Nlmi MO
STADIUM IIA TO, T1* N1 MO

T2 NO MO
STADIUM IIB T2 N1 MO

T3 NO MO
STADIUM IITA TO, T1*, T2 N2 MO

T3 N1, N2 MO
STADIUM I1IB T4 NO, N1, N2 MO
STADIUM IIIC jakeékoliv T N3 MO
STADIUM 1V jakékoliv T jakékoliv N M1
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2.2.8 Moznosti 1é¢by

Lécba casného nadoru prsu je komplexni a zahrnuje kombinaci lokalnich,
systémovych intervenci a podptrnych opatfeni. Mezi lokalni postupy se fadi chirurgické
a radioterapeutické vykony, systémova léCba zahrnuje chemoterapii, hormondlni terapii

a cilenou terapii (Cardoso et al. 2019).

Postup 1é¢by je zaloZzen na stddiu onemocnéni podle klasifikace TNM. Mezi
standardni postupy charakterizace nadoru prsu patii urceni exprese ER, PR, HER2 a Ki67
(Cardoso et al. 2019). Postup 1écby je zaloZen na stadiu onemocnéni podle klasifikace
TNM. Nasledna terapie se lisi podle stadia onemocnéni, kdy pro stadia IA a B nebo mensi
ITA je indikovéan primarné operacni vykon s naslednou adjuvantni terapii. Stadia ITA ¢i
[IB, IHA-IIIC, nddory HER2+ a triple negativni nadory nad 2 cm nejsou zpocatku
operabilni, a proto se pfistupuje nejdiive k neoadjuvantni terapii a az posléze

k chirurgickému zakroku. Strategie 16¢by je znazornéna na Obrazku 2 (Cmejlova 2020).

{ v v

Tumor mendi nez Tumu.r -.f§[£|' nez 2 uv., ne.z.:;ela up:ir?'al.né Prs zachovévajici
2cm”, optimalné aperabilni, prs zachovdvajicl operaéni vykon vykon neni
operabilni, kromé pa zmenéeni velikosti tumoru optimalné maoZny,

agresivnich typd

. piani pacientky,
nadaort **

HER2+/triple negativni tumary vatsl nez 2 cm il et
: 3 : ; 4 kromé agresivnich
a/nebo s pozitivnim uzlinovym nalezem bez ohledu typl nadoni™*

na proveditelnost aperaénich vykonu

v 1

Uspokojiva lécebna Medostatena lécebna
odpovéd odpovéd

nddaory (triple negativni, HER2 pazitivnl, luminal B-like), kde je nutno posoudit madnou lédebnou odpovéd
a progndzu je indikovdna pledoperadni chemoterapie; *® - agresivil fenotypy: TNBC nebo HER2 pozitivnl tumo-
ry; 1 = pokud je pldnovdna chemoterapie, méla by byt poddna kompletné jako necadjuvantni; 1 - konkomitani-
nf pooperaénf radioteraple, pooperadni hormondini lédba

Obrazek 2 Strategie 16¢by ¢asného karcinomu prsu (Cmejlova 2020)
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Chirurgické feSeni je v pfipad¢ operabilnich nddorG primarnim terapeutickym
pfinosem. Operuje se nadorova oblast prsu s cilem eliminovat tumor a zabranit progresi
onemocnéni. Soubézné¢ dochazi k chirurgickému vykonu v axile za ucelem urceni
rozsahu postizeni miznich uzlin. V dnesni dob¢ se preferuje zachovné operace prsu (tzv.
parcialni mastektomie) s vySetfenim sentinelové uzliny. Totalni mastektomie je volena
na prani pacientky nebo pokud je parcidlni mastektomie nedostacujici. Pokud nejsou pred
chirurgickym vykonem axilarni uzliny postizeny, je upfednostnéna biopsie sentinelové
uzliny ptred axilarni disekci. Zavedeni biopsie sentinelové uzliny na tkor axilarni disekce
snizilo nezadouci projevy jako lymfedém horni konéetiny nebo parestézie (Cmejlova

2020).

Nasledné po chirurgickém odstranéni nadoru je indikovana adjuvantni terapie,
pfesny charakter je zavisly na proménnych typu rozsahu onemocnéni, radikalité
opera¢niho vykonu, anebo histologickému vysetieni. Uéelem adjuvantni terapie je Giplné
zahubeni nddorovych bun¢k a nésledné vylé€eni pacientky. V ramci adjuvantni terapie se
uplatiiuje cytostaticka 1écba, biologicka terapie a 1é¢ba hormonalni, vyuZzivé se i nasledné
indikovani radioterapie. Podle pouzitého typu adjuvantni terapie se odviji i délka pouzité
aplikace. Chemoterapie se podava 3-6 mésicii, cilena anti-HER?2 terapie po dobu 1 roku
a nejdéle se uzivd hormondlni terapie, kterd se aplikuje po dobu 5-10 let v zavislosti na
riziku recidivy onemocnéni. Adjuvantni chemoterapie je indikovana hlavné u TNBC,
HER2+ a pacientek s luminalnim nddorem s vyskytem dalSich rizikovych faktora relapsu
onemocnéni. Indikuji se chemoterapeutické rezimy zalozené na kombinaci antracyklint,
cyklofosfamidu a taxand. Chemoterapie u premenopauzalnich pacientek vyvolava
menopauzu. Ochrana ovaridlni funkce je zajiSt€éna pouzitim syntetickych analog
gonadoliberinli pfed podanim chemoterapie. U pacientek HER2+ je standardnim
lé€ebnym  postupem podani anti-HER2  protilatky spolecné s indikovanym
chemoterapeutickym reZimem zahrnujicim antracyklin s taxany. Nasledné¢ po
chemoterapeutickém reZimu se u hormon-dependentnich nadorti pokracuje s hormonalni

1é&bou. Farmakoterapeutické schéma je zobrazeno v Tabulce 5 (Cmejlova 2020).
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Tabulka 5 Farmakoterapeutické doporuceni pro adjuvantni 1écbu dle podtypt

karcinomu prsu (Novotny et al. 2019)

Podtyp Lécba Poznamky
Luminalni A Hormonalni CHT lze zvazit u N>3 a u rizikovych
N+ pacientek dle Oncotype Dx.
Luminélni B Hormonalni+CHT Zvazit podle pozitivity receptorti a

(HER2-negativni)

rizika relapsu.

Luminélni B

(HER2-negativni)

CHT+anti-HER2+hormonalni

Vynechani CHT se nedoporucuje.

HER2+

(nelumindlni)

CHT+anti-HER2

Pacientky pT1a NO mohou byt pouze

sledované.

TNBC (duktalni)

CHT

Medularni a adenoidné cysticky

karcinom NO muze byt pouze sledovan.

CHT, chemoterapie

U hormon-dependentnich nadort by méla byt adjuvantni hormonalni terapie
indikovana za vSech okolnosti. Lékem volby jsou 1é¢ivé ptipravky obsahujici antagonistu
estrogenovych receptorti nebo inhibitory aromatas. U premenopauzalnich pacientek je
terapie kombinovana s ovaridlni supresi zprosttedkovanou analogy hormonu
uvoliiujicitho luteinizacni hormon (LHRH) nebo provedenim chirurgické kastrace.
V ptipad€ podani goserelinu, ktery je analogem LHRH, je terapie indikovéana po dobu 5
let. Nevyhodou tamoxifenu z hlediska bezpecnostniho profilu je riziko endometridlnich
proliferacnich zmén, v krajnich pfipadech aZ manifestace karcinomu endometria

(Cmejlova 2020).

Podavani bisfosfonatli v adjuvantni terapii prokazalo vliv na sniZeni rizika recidiv
kostnich metastdz. Nejvétsi prospéch se predpoklada u vice rizikovych nadorh typl
TNBC, HER2+ a N+. Nejvice dilkkazi mame pro 3-5leté podavani klodronatu a

zolendronatu (Cmejlova 2020).

V piipad€, Ze nador prsu neni operabilni, pfistupuje se k neoadjuvantni 1écbe.
Neoperabilni nadory prsu jsou podle klasifikace TNM stadia I[ITA-IIIC. V ptipadé, Ze lze
dosahnout u stadia IIA-IIB zachovné operace prsu, 1ze indikovat neoadjuvantni terapii i
zde. U nadortt HER2+ au TNBC velikosti nad 2 cm Ize neoadjuvantni 1é¢bu zvazit taktéz.

Cilem pfistupu je umoznit operabilitu nadoru, snizit mnozstvi chirurgickych vykont a u
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agresivnich forem snizit riziko metastatického postizeni. Idedlnim disledkem
neoadjuvantni 1é¢by je dosazeni kompletni patologické remise. V ptipadé neoadjuvantni
chemoterapie se pouzivaji rezimy zaloZzené na antracyklinech a taxanech. U pacienti
s HER2+ nadorem je v piipad¢ neoadjuvantni 1é¢by indikovany chemoterapeuticky rezim
spole¢né s transtuzumabem (monoklonalni latka proti HER2) doplnénym na zakladé
biologického urceni nadoru hormonalni 1écbou. U pacientek s neoperabilnim nadorem
exprimujicim ve zvySené mife hormonalni receptory je podédna hormonalni terapie.
Zaroven je 1éCba vhodna pro starsi a morbidné zatizené€jsi pacientky, diky svému uzkému
spektru nezadoucich ucinkl. V dnesni dobé je prokazéna vétsi efektivita inhibitor
aromatasy pred tamoxifenem. Operacni vykon navazujici na ukonceni neoadjuvantni
1é¢by by mél byt uskuteénén nejdéle do 6 tydnil po ukonceni neoadjuvantnini terapie. Ve
vétsSingé piipadl se odstraiiuje zbytkovd nadorova tkan po ukoncené neoadjuvantni
proceduie. Dalsi postup po opera¢nim vykonu se fidi fenotypem nadoru a rozsahem

onemocnéni (Cmejlova 2020).

Radioterapie je zahajena nejdéle 6 mésici po chirurgickém vykonu. Po vykonu
zachovavajici prs se aplikuje na oblast celé tkan¢ prsu a spadova lymfatika. Pii zvySeném
riziku rekurence je mozna aplikace tzv. ,,boost davky“ na oblast primarniho nadoru.
Alternativou k ,,boost radioterapii“ je brachyterapie, kterd se s vyhodou indikuje u
pacientek s objemngj$imi prsy a uloZenim tumoru v hloubce prsu. Radioterapie po
mastektomii se indikuje u tumort T3 a T4 s pozitivnimi okraji a pozitivnim nalezem

v axile (Cmejlova 2020).
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2.3 Prenylflavonoidy

Flavonoidy jsou derivaty 2-fenylchromanu (flavanu) a patii k nejrozsirencjsi
skupin¢ sekundarnich metabolitii rostlin. Z uvedené molekuly dochazi k odvozeni dalsich
strukturnich podtypt: flavanond, flavanonolt, flavont, flavandiol, flavonolt, flavanolt
a anthokyanidinti. V ptirod¢ se vyskytuji bud’ volné jako tzv. aglykony nebo vazané na
cukerny zbytek ve formé tzv. glykosidu. Rozdil mezi strukturou chalkont a flavonoidu je

uveden na Obr. 3 (Opletal 2016).

O )

Chalcone Flavanone
Obr. 3 Porovnani struktury chalkond a flavonoidt (Venturelli et al. 2016)

Zakladni strukturu flavonoida tvoii systém dvou benzenovych kruhti spojenych
pyranovym heterocyklem. Nahrazenim vodiku na zakladnim skeletu prenylovym
zbytkem (dimethylallyl) odvodime prenylchalkony a prenylflavonoidy (Venturelli et al.
2016). Disledkem prenylace je zvySena lipoflita molekuly, coz umoziuje vyssi prinik
do tkéni a silngj$i biologickou odezvu. Diky zvySené lipofilité dochéazi u prenylovanych
derivath k niz8i stfevni absorpci a zvySené kumulaci v bunikach. Rychlost vylouceni
z bun€k je podminéna rychlosti glukuronidace molekuly, ktera je zavisla mimo jiné na
rozsahu prenylace flavonoidu. Dusledkem je schopnost prenylace pozitivné zvySovat

tkanovou kumulaci (Mukai 2018).
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2.3.1 Vyskyt

Humulus  lupulus (Cannabaceae) je jedinenym zdrojem piirodnich
prenylovanych flavonoid jako jsou XN jeho izomer IX, 8PN a 6PN. Uvedené latky (Obr.
4) vykazuji napi. antioxidacni, antidiabetickou, protizanétlivou a estrogenni aktivitu.
Vyzkumy ukézaly, ze XN a dalsi prenylflavonoidy vykazuji téz aktivitu protinadorovou
u mnoha typt nadort, jako je kolorektalni karcinom, karcinom prsu, glioblastom a nadory
slinivky bfi$ni. Mechanismus jejich protinddorového pisobeni zahrnuje indukci apoptozy
nadorovych buné€k a inhibici angiogeneze. Struktury prenylovanych flavonoidii jsou

znazornény na Obr. 4 (Ambroz et al. 2019a).

| | OH
HO OH OH HO o) “\\©/
L O
c O O O
H;C

HaC™
XN IX
(xanthohumol) (isoxanthohumol)
| OH OH
HO o] ©/ HO o) ©/
-
OH O OH O
8PN 6PN
(8-prenyl naringenin) (6-prenyl naringenin)
Obr. 4 Struktura hlavnich prenylflavonoida obsazenych ve

standardizovaném chmelovém extraktu (Mukai 2018)

Soucasti samicich chmelovych hlavek jsou lupulinové zlazy, které produkuji
kromé hotkych kyselin smés prenylovanych, geranylovanych, oxidovanych nebo
cyklizovanych chalkonti a flavanonli. Pfitomnost volné hydroxylové skupiny v
chalkonech umoziuje izomerizaci na flavanony, které se vyskytuji v chmelovych

hlavkach v nizSich koncentracich. Produktem izomerizace XN je IX a produktem
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izomerace desmethylxanthohumolu je diky ptitomnosti dvou hydroxylovych skupin smés
6PN a 8PN (Karabin et al. 2014). Konecnym produktem biosyntetickych drah jsou podle
soucasnych poznatki chalkony, zatimco flavanony vznikaji chemickou izomerizaci

v ptirod¢ se vyskytujicich prekurzorii chalkona (Bolton et al. 2019).

XN je nejkoncentrovangjsi fenolickou slozkou chmele. Tak jak mizeme vidét na
Obr. 5, vSechny chmelové prenylflavonoidy jsou chemicky interkonvertibilni, v disledku
¢ehoz se ziskané chmelové extrakty 1iSi pomérem zastoupeni jednotlivych sekundarnich
metabolitl, coz je dano pouzitym technologickym postupem ptipravy (Bolton et al.

2019).

OH
cyclization
—— HO

Xanthohumol Isoxanthohumol
(XH) 32% (1X) 0.99%
gut bacteria, gut bacteria,
P450 ? CYP1A2
- | 1 I
S IH OH OH
| cyclization cyclization

OH O OH O
Desmethyl 8-Prenylnaringenin
6-PN) 1.29% xanthohumol (8-PN) 0.33%

Obr. 5 Prenylflavonoidy obsazené v chmelu a jejich vzajemné pfemeény mezi sebou

(Bolton et al. 2019)

2.3.2 Biologické u¢inky prenylflavonoidii

Prenylflavonoidy jsou jedinecnou tfidou pfirozené se vyskytujicich flavonoidi,
které¢ hraji vyznamnou roli v obranné strategii rostliny. Prenylace zakladniho skeletu
flavonoidi zvySuje bioaktivitu molekuly, proto maji prenylované flavonoidy vétsi
potencidl pro vyvoj novych 1éCiv ¢i potravnich doplikl a vyuziti v podpoie lidského

zdravi (Chen et al. 2014).
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Zda se, ze ptiznivé ucinky prenylflavonoidii souviseji s riznymi biologickymi a
protinadorové, estrogenni vlastnosti. Prenylace ovliviiuje biodostupnost jednotlivych

prenylflavonoidi vlivem zvySené tkanové akumulace a snizené absorpce (Mukai 2018).

Miranda et al. (2000) studovali antioxida¢ni a prooxidac¢ni vlastnosti
prenylovanych a neprenylovanych chalkoni a flavanoni in vitro. Vysledky studie
prokazaly, ze prenylované chalkony jsou schopné v koncentracich 5 a 25 uM zabranit
oxidaci lipoproteind s nizkou hustotou (LDL) zptisobenou Cu?*. Napiiklad XN vykazoval
spole¢né s a-tokoferolem uplnou inhibici oxidace LDL. Prenylflavanony vykazovaly
antioxidacéni aktivitu v mensi mife. Zminéné slouceniny jsou spolu s dal§imi fenolickymi
latkami jako jsou glykosidy kempferolu a kvercetinu, zodpovédné za antioxidacni
aktivitu piva, kterd u testovanych vzorki byla vétsi nez antioxidacni ti¢inky zeleného caje.
Zminény ucinek se vSak bude lisit podle typu jednotlivych piv a technologie ptipravy. Za
antioxidacéni ucinek jsou zodpoveédné hydroxylové a methoxylové skupiny navazané na

zakladni skelet flavonoidu.

-----

Flavonoidy, zejména prenylflavonoidy jsou schopné ovlivnit Ginek prostaglandint,
oxidu dusnatého (NO) a transkripcniho jaderného faktoru kB (NF-kB). Prenylflavonoidy
ovliviuji produkei prostaglandinii prostfednictvim inhibice genové exprese genl pro
cyklooxygenasu-1 (COX-1) a cyklooxygenasu-2 (COX-2). Timto mechanismem ucinku
se profiloval hlavné¢ XN. IX protizanétlivy Uc¢inek nevykazoval (Karabin et al. 2014).
Dalsim testovanym byl jest¢ 8PN, ktery podle studie Paoletti et al. (2009) inhiboval
hlavné genovou expresi COX-2, dale zasahoval do procesu zanétu ovlivnénim produkce
NO. Bylo prokazano, ze XN je schopny inhibovat iNOS a tim snizovat produkci NO
v zénétu. Prenylflavonoidy byly schopny inhibovat transkripci NF-kB, tento transkripéni
faktor je hlavni regulator genti koédujicich COX-1 a COX-2 (Karabin et al. 2014).

Prenylflavonoid kubraflavon B izolovany z Morus alba (moruSovnik bily,
Moraceae) prokdzal silnou protizdnétlivou odpovéd vin vitro modelu
lipopolysacharidem vyvolané zanétlivé reakce v lidskych makrofazich. Tento efekt je
pfisuzovan vice mechanismim. Pisobenim pies inhibici translokace NF-xB do jadra
doslo ke snizeni transkripce genti pro COX-1 a COX-2, jejichz produkty se uplatiuji pii

zanétlivé odpoveédi. Kudraflavon B inhiboval také enzymovou aktivitu obou
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cyklooxygenas. Siln¢j$i inhibi¢ni aktivitu, ktera byla srovnatelnd s plisobenim
nesteroidniho antiflogistika indometacinu, vykazoval viici COX-2, coz je klicovy enzym
zanétlivé odpovédi. Byl vSak zaznamenan také inhibi¢ni vliv této latky na COX-1.
Aktivita cyklooxygenas byla stanovovana pomoci méteni produkce prostaglandinu E»

metodou enzymové imunoanalyzy (Hosek et al. 2011).

Z bunécnych linii karcinomu prsu patii mezi TNBC napf. linie MDA-MB-231 a
Hs578T, ve kterych XN piisobil cytotoxicky, branil proliferaci a invazivité in vitro
(Kim et al. 2013). Schopnost XN inhibovat riist in vitro byl prokazan i u bun¢k MCF-7,
které maji exprimovany ER i PR. V in vivo studii na athymickych nahych mysich
s implantovanymi butikami MCF-7 byl per-oraln€ podavan XN, ktery vyvolal centralni
nekrozu v nadorové tkani, snizil pocet zanétlivych bunék, snizil hustotu mikrocév a
zvysil procento apoptickych bunck. XN téz vykazal Gcinnost u bunééné linie
MCF-7/ADR, kter¢ je charakteristickd svou multirezistenci k chemoterapeutikiim.

V zévislosti na davce indukoval XN apoptozu, snizoval Zivotaschopnost bun¢k a
zastavoval bunéény cyklus. XN byl schopny v této linii zvySovat odpoveéd’ na

radioterapii a terapii doxorubicinem (Jiang et al. 2018).

XN ma protektivni u¢inek vici mutagenni aktivité prokarcinogenil 2-amino-3-
methylimidazo[4,5-f]chinolinu (IQ) a benzo(a)pyrenu (BaP). XN v téchto buiikéch
ucinné branil aktivaci 1Q a BaP lidskym cytochromem P450 1A2 a inhiboval vazbu
metaboliti IQ a BaP na DNA a proteiny. XN je rovnéz induktorem a antioxidacnich
enzyml, které se pravdépodobné podileji na chemoprotektivnim a antimutagennim

ucinku XN (Plazar et al. 2007).

Dulezitym prvkem pro rist a metastazovani nadoru je podpora angiogeneze a tim
1 dodéani nezbytnych Zivin do nadorovych bunék. XN piimo ovliviioval n¢kolik krokt
v procesu angiogeneze v bunikdch karcinomu pankreatu, kromé toho také inhiboval
produkci angiogennich faktori napt. vaskuldrniho endotelového riistového faktoru
(VEGF) nebo interleukinu-8 (IL-8). K inhibici produkce VEGF a IL-8 doslo
pravdépodobné vlivem inhibice transkripce NFkB (Liu et al. 2015).

Protinadorova aktivita XN je zprostiedkovana inhibici proliferace a indukci
apoptozy v nadorovych buiikdch. Navozeni apoptdzy bylo pozorovano u riznych typt
nadorovych bunék, jako jsou leukemické bunky, buiiky karcinomu prostaty, ovarialniho

karcinomu, hepatoceluldrniho karcinomu, karcinomu prsu a lidského maligniho
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glioblastomu. Uginek jednotlivych prenylflavonoidi je ovlivnén typem zékladniho
flavonoidniho skeletu a modifikaci prenylové skupiny, ale 1i$i se 1 v riznych nadorovych
bunécnych liniich, coz napovidd, Ze se uplatiuje vice mechanismii G¢inku a
molekularnich cili. Apoptéza indukovand XN souvisi hlavné s up-regulaci anti-
apoptotickych proteini, down-regulaci pro-apoptotickych proteinti, aktivaci kaspas,
receptord smrti a mitochondridlni apoptoézy. Na apoptoze indukované XN se podili téz
oxidacni stres a stresova reakce endoplazmatického retikula. K indukci apoptozy ptispiva
1 inhibice aktivace NF-xB a dal$i mechanismy, jako napi. inhibice aromatasy a

topoisomerasy I (Liu et al. 2015).

XN zvySuje citlivost rezistentnich nddorovych bunék k radio- a chemoterapii,
pomoci kterych dochazi k apoptéze bunck. Byla popséna jeho schopnost zvySovat
citlivost bunééné linie MCF-7/ADR na radia¢ni 1é¢bu. Spole¢né s IX,6PN a 8PN je
inhibitorem efluxniho transportniho proteinu BCRP/ANCG2 (breast cancer resistence

protein), ktery se podili na vzniku rezistence bunc¢k na chemoterapeutika (Liu et al. 2015).

Hlavni latkou obsazenou v chmelu, ktera ma estrogenni aktivitu, je 8PN. Svym
ucinkem se fadi mezi nejsilngjsi fytoestrogeny. VEtsi afinitu ma k estrogennimu receptoru
a, ke kterému ma pouze 70x slabsi afinitu nez 17B-estradiol. U enantiomerii nebyla
pozorovana odli$né afinita k estrogennim receptoriim. V porovnani s naringeninem ma
mnohonésobné siln€jsi vazbu na estrogenni receptor a. Za tuto vazbu je zodpovédna
prenylace naringeninu v poloze 8 a s tim souvisejici zvySeni hydrofobicity molekuly,
ktera se uplatni v posileni vazby v lipofilni kapse ERa. Struktury estradiolu, isoflavonu a

8PN jsou uvedeny v Obr. 6 (Tronina et al. 2020).

Obr. 6 1) Chemicka struktura estradiolu, 2) Chemicka struktura isoflavonu, 3) Chemicka

struktura 8PN (Tronina et al. 2020)

Standardizovany chmelovy extrakt sobsahem 8PN byl schopny snizit
klimakterické potize zen. AvSak pfi testovani 8PN in vivo na prase¢im modelu doslo

k ovlivnéni zrani oocytli. Tento jev muize vést aZ k neplodnosti. Vzhledem k malé

36



velikosti vzorku nemusi byt vysledky objektivni a k uréeni bezpecnosti a ucinnosti u
chmelovych extrakti pfi zmirnéni menopauzy budou zapotiebi dalsi klinické studie

(Tronina et al. 2020).

2.3.3 Farmakokinetika

Pfi podani standardizovaného extraktu chmelu byla prokézéana cyklizace XN na
IX, ktery byl prostiednictvim stfevni mikroflory zastoupené Eubacterium limosum a
cytochromu P450 1A2 pfeménén na 8PN procesem demetylace. Teoreticky mozna je téz
O-demetylace XH na desmetylxanthohumol, ktery by rychle cyklizoval na 6PN nebo
8PN, avSak u lidskych subjektli nebyla pozorovédna ptfitomnost metabolitu 6PN. To
znamena, ze O-demetylace XH a nasledna cyklizace na 6PN, neni hlavni metabolickou

drahou u lidi (Bolton et al. 2019).

Prenylované fenoly z chmelu jsou po per-oradlnim podani absorbovany stfevnim
epitelem. 8PN prochézi stievni sliznici rychleji nez XH. Pti prichodu stfevni sliznici
muze dojit ksulfataci a glukuronidaci prenylflavonoidi. Produkty druhé faze
metabolismu pfevazovaly a nasledné¢ dochazelo k vyluCovani téchto metabolitt
pfechodem do Zluce a fekdlni eliminaci ven ztéla. Pfi vyluCovani se uplatnil
enterohepatalni obéh. Maximalni sérové koncentrace byly zavislé na davce a objevily se
vintervalu 1-7 hodin, za 4-5 hodin byly pozorovany sekundarni vrcholy sérové
koncentrace zprostiedkované enterohepatalnim obéhem. S ohledem na pomalou absorpci
a na enterohepatalni ob¢h se biologicky poloc¢as prodlouzil na cca 20 hodin (Bolton et al.

2019).
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2.4 Nadorova bunéc¢na linie MCF-7

Bunééna linie MCF-7 byla izolovana z pleurdlniho vypotku 69leté Zeny
s metastatickym onemocnénim karcinomu prsu. MCF-7 je akronymem nazvu organizace
Michigan Cancer Foundation, kde byla tato linie v roce 1973 zavedena. Bunécna linie je
zobrazena na obr. 7. Na zdklad¢ molekularné genetickych parametra se fadi do kategorie
lumindlnich A karcinomi prsu. Bunécna linie je charakteristickd zvySenou expresi
estrogenového a progesteronového receptoru. Spolecné s nimi se na rastu bunék podili
HER?2. Prezentuje se men$i agresivitou, neinvazivnim potencidlem a malou schopnosti
tvorby metastdz. Diky niz§i syntéze vaskuldrniho endotelidlniho rdstového faktoru
dochazi k mensi aktivaci autokrinni signalizace a podpofe invaze/migrace bun¢k (Comsa

etal. 2015).

Obr. 7 Snimek bunécné linie MCF-7 pod mikroskopem

I kdyZ se na bunécnou linii MCF-7 pohlizi a zachazi jako s jednou entitou, sklada se
z velkého poctu samostatnych fenotypt, z nichz vétSina tvofi jen malou ¢ast celkové
populace. Jednotlivé fenotypy se 1isi expresnim profilem gent, expresi receptort a
signalnimi cestami. Jednotlivé fenotypy disponuji odliSnou rychlosti proliferace, avSak
pfi kultivaci se mezi jednotlivymi fenotypy udrzuje rovnovaha, zfejmé diky urcité forme
signaliza¢ni kooperace. Vlivem rtiznych specifickych podminek ristu mizeme vyvinout
selekéni tlak na upfednostnéni daného fenotypu. Napiiklad prostfednictvim obsahu
estrogenu ve fetdlnim bovinnim séru miiZzeme selektovat buniky se zvySenym mnoZstvim

ER (Comsa et al. 2015).
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3 Cil prace
Cilem diplomové prace bylo zjistit cytotoxicky potencial semisyntetickych
derivati prenylflavonoida v tkéni prsniho karcinomu reprezentovaného bunécnou linii

MCEF-7. V experimentalni ¢asti byly pouzity nasledujici ukony:

e Rozmrazeni bunék MCF-7, pocitani bunék v Biirkerové komtrce, pasazovani,
nasazeni a kultivace bun¢k a ovlivnéni bunck testovanymi latkami

e Urceni cytotoxicity pomoci testu s neutralni ¢erveni

e Analyza zmén apoptdzy a nekrdzy ovlivnénych bunek

e Analyza morfologickych zmén bunék sledovanych konfokalnim mikroskopem

e Stanoveni mitochondrialniho membranového potencialu
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4 Experimentalni ¢ast

4.1 Biologicky material a chemikalie
Bunééna linie MCF-7 (ATCC, USA)
Dimethylsulfoxid-DMSO (Sigma-Aldrich, CR)
Doxorubicin (Sigma-Aldrich, CR)
Eagle's minimal essential medium-EMEM (Sigma-Aldrich, CR)
Fetalni bovinni sérum inaktivované-FBS (Lonza, CR)
Fosfatem pufrovany fyziologicky roztok-PBS (Sigma-Aldrich, CR)
Neutralni gerveti (Sigma-Aldrich, CR)
Penicilin/streptomycin (Lonza, CR)
5,57,6,6 -tetrachloro-1,1",3,3 -tetraethylbenzimi-dazolocarbocyanine iodid (JC-1)
(Sigma-Aldrich, CR)
Trypanovéa modi (Biotech, CR)
Trypsin-EDTA (Lonza, CR)

Bézné chemikalie Cistoty p.a.

4.1.1 Testované latky

Dr. Hubert Chapui spole¢né s Mgr. Jakubem Kernalem nasyntetizovali testované
derivaty naringeninu na University of Lorraine. Strukturni vzorce jednotlivych sloucenin
je mozné vidét na Obr. 8. Vzorek G obsahoval naringenin vyextrahovany z kvasinkové
kultury bez obsahu prenyltransferas. Vzorek H obsahoval smés naringeninu a jeho
prenylovanych derivatl, které byly ziskané zkvasinkové kultury obsahujici

prenyltransferasu AtaPT (4Aspergillus terreus aromaticka prenyltransferasa).

O

X

HO O 0

X

OH O
4-(5,7-dihydroxy-4-oxochroman-2-yl)phenyl (Z)-3,7-dimethylocta-2,6-dienoate
Derivat A
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OH @]

4-(5.7-dihydroxy-4-oxochroman-2-yl)phenyl (£)-3,7-dimethylocta-2,6-dienoate

Derivat B

OW\ AN
HO @] (@]

OH 0

4-(5,7-dihydroxy-4-oxochroman-2-yl)phenyl 3,7-dimethylocta-2.6-dienoate

Derivat C

OW
HO 0 0
OH O

4-(5,7-dihydroxy-4-oxochroman-2-yl)phenyl 3-methylbut-2-enoate

Derivat D
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5-hydroxy-2-(4-((3-methylbut-2-enoyl)oxy)phenyl)-4-oxochroman-7-yl 3-methylbut-2-enoate

Derivat E

OH

HO O

OH O

5.7-dihydroxy-2-(4-hydroxyphenyl)chroman-4-one
Derivat F — naringenin

Obr. 8 Strukturni vzorce jednotlivych testovanych sloucenin.
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4.2 Pomicky a pristroje

4.2.1 Pomuicky

Jednorazové Spicky, kahan, pinzeta, jednokanalové a multikanalové pipety,
sterilni jednordzové pipety, 6 a 96jamkové desticky, kadinky, Biirkerova komurka,
mikrozkumavky, zkumavky, kultivaéni lahve (T-75), vanicky, nitrilové a latexové

jednorazové rukavice, stojan na zkumavky

4.2.2 Piistroje
Centrifuga (Eppendorf 5810 R)
CO; inkubétor (Heraeus HeraCell 150)
Konfokalni mikroskop s kamerou (Nikon Al+)
Laminarni box (BioAir AURA 2000 M.A.C.)
Mikroskop (Nikon Eclipse TS 100)
Pritokovy cytometr (SONY SA3800)
Spektrometr (Tecan Infinite M200)

Vodni lazenn (Memmert)
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4.3 Metody

4.3.1 Kultiva¢ni médium

Pro kultivaci linie MCF-7 bylo pouzito médium EMEM suplementované 10 %
FBS s ptidavkem penicilinu a streptomycinu (pen/strep-50000 U/50mg).

4.3.2 Rozmrazovani bunék

Zkumavku se zmrazenymi buiikami jsme rozehtivali asi 1-2 min ve vodni 1dzni
vytemperované na 37 °C. Déle jsme si pfipravili 15ml zkumavku s cca 12 ml kultivaéniho
média, do které jsme napipetovali rozehfatou suspenzi bunék, a obsah jsme pipetou
zhomogenizovali. Nasledovala centrifugace trvajici 5 minut pfi 70xg za laboratorni
teploty. Odsali jsme supernatant a sediment jsme resuspendovali v 15 ml nového
kultivaéniho média, které jsme napipetovali do kultivacni lahve T-75 a vlozili do
inkubatoru (37 °C, 5 % CO»). Dalsi den jsme vyménili kultivacni médium a pokracovali

pasazovanim bunck.

4.3.3 Pasaz bunék

Poté, co bunky v inkubatoru dosahly 70-80 % konfluence, pfislo na fadu jejich
pasdzovani. Tento tkon jsme provadéli kazdé 3 nebo 4 dny. Nejdiive jsme odstranili
médium z inkuba¢ni lahve. Buiiky pfirostlé k jeji stén€ jsme dvakrat oplachli 7 ml PBS.
Pufr jsme odstranili, pfidali 1 ml roztoku trypsin-EDTA a lahev dali na 2 minuty
inkubovat (37 °C, 5 % COz). Buiiky po dvou minutach zménily tvar a trhnutim jsme je
odlepili od stény lahve, pfipipetovali jsme 5 ml kultivaéniho média a zhomogenizovali.
Do nové kultivacni lahve jsme ptenesli 1,2 - 1,5 ml suspenze, ke které jsme ptidali 10 ml
cerstvého média. Kultiva¢ni lahev s buiikami jsme vlozili do inkubatoru (37 °C, 5 %

COy). Zbytek suspenze jsme pouzili pro uskuteénéni pokust.
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4.3.4 Pocéitani bunék

Pocitani bunék je diilezité¢ pro nasazeni definovaného poctu bunék do pokusu.
Proces navazuje na pasdzovani bunck. K odecteni koncentrace bunék v kultivacnim
médiu slouzi tzv. Biirkerova komtrka. V prvnim kroku jsme odebrali 9 pul homogenni
bunécné suspenze, napipetovali je do mikrozkumavky, ptidali 9 pl trypanové modii a
promichali. Z této zkumavky jsme odebrali 9 ul suspenze a napipetovali je do jedné Casti
Biirkerovy komurky. Pocitali jsme builky, které lezely uvnitt ctverce nebo se dotykaly

pravého a spodniho okraje ¢tverce, celkem v péti Ctvercich.

Vypocet bunék obsazenych v 1 ml:

__ Dpocet bunék

* 210000

o

- pocet Ctvercl
2.... fedéni bunék
10000.... ptevod na 1 ml suspenze

n.... pocet bunék v 1 ml

4.3.5 Nasazovani a ovliviiovani bunék

Po urc¢eni mnozstvi bun¢k v 1 ml média, jsme napipetovali vypoétené mnozstvi
bunétné suspenze do jednotlivych jamek 96jamkové desticky. Do kazdé jamky bylo
napipetovano 100 pl suspenze obsahujici 4000 bunék. Déle jsme destiCku s buitkami
nechali 24 hodin inkubovat (37 °C, 5 % CO»). Dalsi den jsme buiiky ovlivnili testovanymi
latkami. Do kazdé jamky jsme ptidali 100 pl roztoku, ktery se skladal z média a
zkoumane¢ latky. Jako kontrola byly pouzity buiikky ovlivnéné médiem s ptidavkem
stejného rozpoustédla a ve stejné koncentraci jako u testovanych latek, jako negativni
kontrola slouzil 10% roztok DMSO a 0,07uM roztok doxorubicinu. V prvnim pokusu
jsme pro kazdou testovanou slouceninu pouzili koncentrace 1, 10 a 100 uM. V dalSich
pokusech jsme pouzili koncentrace 1, 10, 20, 40, 60, 80 a 100 uM. Pipetovany roztok m¢l
vzdy dvojnasobnou koncentraci, nez byla koncentrace vysledna. Kazdou koncentraci
latky jsme testovali v hexaplikatu. Buiiky jsme s testovanymi latkami inkubovali po dobu
72 hodin (37 °C, 5 % CO). Nasledné jsme stanovili viabilitu buné€k pomoci testu

s neutralni ¢erveni (NRU).
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4.3.6 Test s neutralni ¢erveni

Podstatou samotné metody je kumulace neutrdlni Cervené v zivych bunkach.
Barvivo prochazi bunécnou membranou ve své neionizované formé a aktivnim
transportem se dostava do lyzosom1, kde dochazi diky kyselejSimu pH k ionizaci molekul
barviva a jeho hromadéni. Poskozené/mrtvé buiiky nejsou schopné neutralni cervenn do
lyzosomt transportovat. Po oplachnuti se z zivych bunék barvivo uvoliiuje pomoci
kyselého lyzac¢niho roztoku (1% kys. octova v 50% ethanolu). Mnozstvi uvolnéného
barviva se da urcit spektrofotometricky pii 540 nm a je ptimo umeérné poctu zivych bunék

(Repetto et al. 2008).

Po inkubaci bun¢k jsme pomoci testu NRU vyhodnotili cytotoxicky ucinek
jednotlivych studovanych latek. Nejdiive jsme vyklepli médium obsazené v jednotlivych
jamkéch desticek. Poté jsme k buiikdm ptidali 200 pl roztoku neutrdlni cCervené o
koncentraci 60 pg/ml rozpusténé v kultivacnim médiu a inkubovali 3 hodiny (37 °C, 5%
CO2). Nasledné jsme barvici roztok odstranili a pridali fixa¢ni roztok (1 g/100ml CaCl,
v 0,5% roztoku formaldehydu). Roztok jsme nechali pisobit 15 min, poté byl
vyklepnutim odstranén. Nakonec jsme ptidali 200 pl lyza¢niho roztoku, tiepali 30 minut
pii laboratorni teploté a nasledné jsme pomoci spetrofotometru Tecan métili absorbanci

pii 540 nm.

4.3.7 Piiprava vzorki pro sledovani apoptozy a nekrézy pomoci

prutokové cytometrie

Pro sledovani zmén apoptézy a nekrozy bunck byly bunky nasazeny do péti
6jamkovych desti¢ek. Do kazdé jamky jsme nasazovali 150.000 bun¢k, doplnili do
2000 pl médiem a inkubovali 24 hodin (37 °C, 5 % COz). Kultivace bungk s testovanymi
latkami probihala po dobu 2, 4, 6, 18 a 24 hodin. Po inkubaci jsme odstranili médium,
bunky jsme dvakrat oplachli PBS, a nakonec jsme k buitkdm pfidali 250 pl roztoku
trypsinu. Po probéhnuti dvouminutové inkubace jsme k bunikam ptidali 500 pl PBS a
suspenzi centrifugovali (200xg, 4 °C, 5 min), supernatant jsme poté odsali a cely proces
jesté jednou opakovali. Nakonec jsme k bunééné suspenzi ptidali 2pul annexinu (1 mg/ml)
a 2 pl propidium jodidu (1 mg/ml). Zkumavky jsme celou dobu uchovavali na ledu.

Nakonec probéhlo méteni na pritokovém cytometru.
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4.3.8 Sledovani morfologickych zmén bunék

Do jamek 6jamkové desticky jsme nasadili 150.000 bun¢k ve 2 ml média a
inkubovali po dobu 24 hodin (37 °C, 5 % CO.). Nasledujici den jsme médium odstranili
a do kazdé jamky piidali 2500 pl média s testovanou slouceninou v koncentraci
odpovidajici hodnoté ICso. Nasledné jsme desticku vlozili do temperované komory
konfokalniho mikroskopu sycené CO., kde jsme buiiky snimali po dobu 24 hodin. Poté

jsme ziskané snimky vyhodnotili.

4.3.9 Stanoveni mitochondrialniho membranového potencilu

Zkratka JC-1 je oznaceni fluorescencni sondy, kterd se selektivné hromadi
v mitochondriich. V zéavislosti na mitochondridlnim transmembranovém potencidlu
cervené¢ nebo zelené¢ fluoreskuje. Pokud nejsou mitochondrie poskozeny, dochazi
k tvorbé tzv. J-agregatli a Cervené fluorescenci. Pokud je mitochondrie poSkozena, sonda
fluoreskuje zelené. Do 96jamkovych desticek jsme do kazdé jamky nasadili 4.000 bunék
ve 100 pl kultivaéniho média a inkubovali 24 hodin (37 °C, 5 % CO»). Dalsi den jsme
pridali 100 pul testované latky v koncentraci 2x vétsi nez jeji ICso a buiiky jsme inkubovali
po dobu 24, 48 a 72 hodin. Poté jsme odstranili médium, do kazdé jamky ptidali 100 pl
roztoku JC-1 v koncentraci 4ul/ml a inkubovali 15 minut (37 °C, 5 % CO>). Nasledné
jsme médium z jamek vyklepli, buiiky se oplachly PBS, a nakonec do kazdé¢ jamky ptidali
750 ul PBS a zméfili fluorescenci pii excitacni vinové délce-514 nm a emisnich vinovych

délkach 530 nm (J-monomery) a 590 nm (J-agregaty).

4.3.10 Statisticka analyza

Viabilitu bunék jsme méfili v hexaplikatu v ramci jednoho pokusu. Pokusy byly
opakovany jednou, pouze pokus s latkami ABCE v koncentracich 1, 10, 20, 40, 60, 80 a
100 uM byl opakovan dvakrat. Vliv latek na membranovy potencidl mitochondrii (sonda
JC-1) byl méfen v hexaplikatu a dvakrat opakovan. MozZnost zopakovani pokusti byla
ovlivnéna nastupujici pandemii Covid-19. Vyhodnoceni bylo provedeno v programu
GraphPad Prism 9 pomoci one-way ANOVA s Dunnettovym post-hoc testem
(cytotoxicita) a neparovym t-testem (meéfeni mitochondridlniho membranového

potencidlu). Vysledky méteni byly povazovany za vyznamné pii p <0,05.
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5 Vysledky

5.1 Stanoveni cytotoxicity latek

Nejprve byl screeningem zjistén cytotoxicky ucinek vsech latek (A—H). Latky
byly testovany v koncentracich 1, 10 a 100 uM. Experiment byl opakovan pouze jednou.
Nejveétsi vliv na viabilitu MCF-7 bun¢k mély derivaty A a B, které v nejvyssi koncentraci

uplné snizily viabilitu bunék. Ziskané vysledky jsou prezentovany v Obr. 9.
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Obr. 9 Vliv prenylovanych derivatli naringeninu na viabilitu bunék MCF-7 po 72
hodindch inkubace — prvotni screening. Viabilita bun€k byla méfena pomoci NRU testu.
Data uvadénd jako procenta kontroly (100 %) ptedstavuji primér + SD z jednoho

experimentu. Horizontalni linie indikuje kontrolu.

U derivath s nejvyssim cytotoxickym potenciadlem (slouceniny A, B, C a E) déle
probéhlo stanoveni cytotoxicity v koncentracich 1, 10, 20, 40, 60, 80 a 100 uM. Od
ziskanych dat bylo odecteno pozadi a vysledek byl vztdhnut ke kontrole, kterou tvotila
bunéénd suspenze a rozpoustédlo, ve kterém byly buiky rozpustény. Experiment
s latkami A, B, C a E byl zopakovan 3—5x% a vysledna data byla zprimérovana. Vysledna
data byla zpracovana do grafi zobrazujicich viabilitu bunék v zavislosti na koncentraci
konkrétni zkoumané slouceniny (Obr. 10, 12, 14, a 16). U latek A, B, C a E, byly
stanoveny hodnoty 1Cso, které jsou uvedeny v Obrazcich 11, 13, 15a 17.
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5.1.1 Derivat A

U pokusi s jemnéji odstupiiovanou koncentraci latky A se projevil signifikantni
ucinek na viabilitu bun¢k uz od koncentrace 10 pM. Koncentrace 80 a 100 uM zpiisobily
vyrazné snizeni zivotaschopnosti bunék (Obrazek 10). Hodnota ICso pro latku A byla

21,2 uM (Obrézek 11).
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Obr. 10 Vliv latky A na viabilitu bunék MCF-7 po 72 hodinach inkubace. Viabilita bunék
byla métena pomoci NRU testu. Data uvadéna jako procenta kontroly (100 %) ptfedstavuji
primér + SD (n=5). Statisticky vyznamné vysledky jsou oznaceny * (hodnota p <0,05,

jednocestna ANOVA s Dunettovym post-hoc testem).
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Obrazek 11 Stanoveni ICso pro latku A. Data jsou prezentovana jako prumér + SD (n=5).

Vyhodnoceni bylo provedeno v programu GraphPad Prism 9.
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5.1.2 Derivat B

Latka B zpusobila signifikantni snizeni viability bunék v koncentracich

20-100 uM (Obrazek 12). Hodnota ICso pro latku B byla 45,7 uM (Obrazek 13).
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Obr. 12 Vliv latky B na viabilitu bun¢k MCF-7 po 72 hodinach inkubace. Viabilita buné¢k
byla méfena pomoci NRU testu. Data uvadéna jako procenta kontroly (100 %) predstavuji
pramér £ SD (n=4). Statisticky vyznamné vysledky jsou oznaceny * (hodnota p <0,05,
jednocestna ANOVA s Dunettovym post-hoc testem).
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Obrazek 13 Stanoveni ICso pro latku B. Data jsou prezentovana jako prumér + SD (n=4).

Vyhodnoceni bylo provedeno v programu GraphPad Prism 9.
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5.1.3 Derivat C

U latky C doslo k signifikantnimu snizeni viability bun€k pfi koncentracich
40-100 uM (Obrazek 14). Latka C je smési testované latky A a latky B, tudiz se daly
predpokladat podobné vysledky jako u pokusti s testovanymi latkami A a B. Hodnota ICs
pro latku C byla 47,3 uM (Obrazek 15).
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Obr. 14 Vliv latky C na viabilitu bun¢k MCF-7 po 72 hodinach inkubace. Viabilita bunék
byla métena pomoci NRU testu. Data uvadéna jako procenta kontroly (100 %) pfedstavuji
pramér + SD (n=4). Statisticky vyznamné vysledky jsou oznaceny * (hodnota p<0,05,

jednocestna ANOVA s Dunettovym post-hoc testem).
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Obrazek 15 Stanoveni ICso pro latku C. Data jsou prezentovana jako prumér + SD (n=4).

Vyhodnoceni bylo provedeno v programu GraphPad Prism 9.
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5.1.4 Derivat E

Latka E signifikantné snizila Zivotaschopnost bun¢k v koncentracich 40-100 uM,
v koncentracich 10 a 20 pM doslo rovnéz k ur¢itému poklesu viability, ale ten nebyl

statisticky vyznamny (Obrazek 16). Hodnota ICso pro latku E byla 53,4 uM (Obrazek 17).
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Obr. 16 Vliv latky E na viabilitu bunék MCF-7 po 72 hodinach inkubace. Viabilita bunék
byla méfena pomoci NRU testu. Data uvadéna jako procenta kontroly (100 %) predstavuji
primér + SD (n=3). Statisticky vyznamné vysledky jsou oznafeny * (hodnota p<0,05,

jednocestna ANOVA s Dunettovym post-hoc testem).
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Obr. 17 Stanoveni ICso pro latku E. Data jsou prezentovana jako pramér £ SD (n=3).

Vyhodnoceni bylo provedeno v programu GraphPad Prism 9.

V tabulce 6 jsou uvedeny hodnoty ICso, které byly stanoveny pro latky A, B, C a

E testu cytotoxicity, a koncentrace pouzité v dalSich experimentech (stanoveni

membranového potencialu, zmén v morfologii bunék a apoptdzy/nekrdzy).

Tabulka 6 Stanovené 1Cso pro latky A, B, Ca E

Koncentrace pro dalsi
ZkouSena latka ICso [uM] )
experimenty [uM]
A 21,2 22
B 45,7 47
C 47,3 47
E 53,4 54
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5.2 Priutokova cytometrie

Cilem méfeni bylo zjisténi, zda testované latky, které v testu cytotoxicity
snizovaly viabilitu bunécné linie MCF-7, ptlisobi pies ovlivnéni procesu apoptozy nebo
nekrozy. Testované latky byly pfidany v koncentraci odpovidajici jejich hodnoté ICso,
koncentrace pro latku A byla 22 pM, pro latky B a C 47 uM a pro latku E 54 uM.

Vysledky méfeni jednotlivych testovanych latek jsou velmi podobné méieni
kontrolniho vzorku. Kolem 98-99 % bunck se ve vSech méfeni jevi jako ,healthy*,
0,4-1,6 % se nachazi ve stadiu ,early apoptic, 0,02-0,14 % se jevi jako ,late
apoptic/necrotic a 0,12-0,36 % je identifikovéano jako ,,necrotic*. Odchylky latek A a B
u bunék identifikovanych jako ,,early apoptic nejsou z biologického hlediska vyznamné

(Obrazek 18).

100

(=]
o
|

Podil bunék (%)
E B e
[NNNNARNNNRARNNNRRNN N NN RN ]]

[=}]
1 1

Joobn
mo ® > X

z&.{o QOQ\\ ep‘ Qéovo
> ‘\@ . c}‘\ &
% &
PR
¥

Obr. 18 Vysledek méfeni testu apoptodzy po ovlivnéni bunék MCF-7 testovanymi latkami
A, B, C a E po 24hodinové inkubaci (37 °C, 5 % COz). Bunky byly obarveny roztokem
Annexinu V/propidium jodidu. ,Healthy* jsou bunky negativni na propidium
jodid/Annexin V, ,,early apoptic* jsou buiiky pozitivni na Anexin V, buniky ve stadiu ,,late
apoptic/necrotic* vykazuji pozitivitu na propidium jodid i na Annexin V a ,,necrotic* jsou

pozitivni na propidium jodid.
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5.3 Morfologické zmény po ovlivnéni latkami A, B,C a E

Zaucelem zjisténi morfologickych anomalii bylo provedeno 24hodinové snimani
bun¢k ovlivnénych testovanymi latkami (koncentrace odpovidajici ICso) konfokalnim
mikroskopem. Béhem snimani bunck nedoSlo k Zadnému zjisténi bunécné anomalie

(Obrazek 19).

A

Obr. 19 Snimky bunééné linie MCF-7 na zacatku kultivace s testovanou latkou (nalevo)

a snimek bunééné linie po 24 hodinach pisobeni latky na buiiky (napravo).
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5.4 Mitochondrialni membranovy potencial

Pomoci sondy JC-1 lze urCit membranovy potencial mitochondridlni membrany.
Metoda méla odhalit moznost piisobeni testovanych latek A, B, C a E skrze poskozeni
mitochondrialni membrany. V kazdém experimentu byly testované latky ptidany
k buiikkam v koncentraci odpovidajici ICso. Buiiky byly s testovanou latkou inkubovany
po dobu 24, 48 a 72 hodin. Z divodu nastupujici pandemie Covid—19 byl experiment
opakovan pouze 2x. U vSech studovanych latek doslo ve vSech intervalech k poklesu
poméru J-agregat/J-monomer sondy JC-1 ve srovnani s kontrolou, nicmén¢ tento pokles

nebyl statisticky vyznamny (Obrazek 20).
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Obr. 20 Vliv latek A, B, C a E na mitochondridlni membranovy potencial bunék MCF-7
po 24, 48 a 72 hodinach inkubace. Membranovy potencial byl stanoven pomoci sondy
JC-1. Vysledky piedstavuji praimér £ SD (n=2). Latky byly porovnavany vuci

kontrolnimu médiu. Horizontalni linie indikuje kontrolu.
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6 Diskuze

Podle udajii Svétové zdravotnické organizace byla nadorova onemocnéni
osob. Nadory prsu se vroce 2020 umistily u zen na 1. mist¢ podle poctu nové
diagnostikovanych piipadii a na 5. misté podle poctu tmrti (Ferlay et al. 2021). Lécba
nadord prsu zahrnuje chirurgické odstranéni, systémovou lécbu (adjuvantni Cci
neoadjuvantni chemoterapie, hormondlni terapie), cilenou biologickou 1é¢bu, radioterapii
a jejich kombinace (Cardoso et al. 2019). V 1é¢bé nadorovych onemocnéni doslo
v poslednich letech k vyraznému pokroku, pfesto existuji typy nadori, které jsou
prakticky nelécitelné. Mezi takové patii i nékteré agresivni formy karcinomu prsu. U
nckterych nadorti se navic objevuje rezistence k farmakoterapii. Proto stale pokracuje
hledani a vyvoj novych protinadorovych 1éCiv a uplatnuje se kombinac¢ni chemoterapie

(Falzone et al. 2018).

Tradi¢nim zdrojem novych léCiv je ptiroda, vice nez 50 % vSech v soucasnosti
pouzivanych 1é¢iv je inspirovano piirodnimi latkami. Pfirodni slouCeniny se casto
chemicky modifikuji (semisynteticky pfistup), syntetizuji se slouceniny mimikujici
pfirodni latky nebo se syntetizuji latky nesouci farmakofor, ktery byl odvozen od
ptirodnich latek (Atanasov et al. 2021; Sun et al. 2022). Slibnou skupinou ptirodnich latek
jsou prenylflavonoidy, coz jsou sekundarni metabolity rostlin, které maji celou fadu

biologickych u¢€inkli v€éetné protinadorovych (Bolton et al. 2019).

Prenylflavonoidy  pochazejici zchmelu otac¢ivého (Humulus lupulus,
Cannabaceae), jejichz protinddorovou aktivitu v kombinaci s nékolika bé&zné
pouzivanymi cytostatiky in vitro zkoumala 1 skupina doc. BouSové (Ambroz et al. 2019a),
jsou prenylovanymi derivaty flavonoidu naringeninu. Tento flavanon byl pouzit jako
zakladni skelet pro ptipravu semisyntetickych prenylflavonoidd, které nasyntetizovali Dr.
Hubert Chapui a Mgr. Jakub Kernal (University of Lorraine) a jejichz protinadorovou
aktivitu v bunécéné linii MCF-7 prsniho karcinomu jsem studoval v rdmci své diplomové

prace.

vvvvvv

Skalou biologickych a farmakologickych aktivit, mezi které patii i schopnost ovlivnéni

nadorovych bunék inhibici zanétlivych signdlnich drah. Mezi citlivé nddorové tkané
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patfila i prsni nddorova tkan. Naringenin také zvySoval kumulaci cytostatik doxorubicinu
a irinotekanu v nadorovych buiikdch pomoci inhibice efluxniho transportéru. Navic se
naringenin uplatioval i1 v pozd¢jSich fazich nddorového bujeni, kdy bréanil vzniku
metastaz karcinomu prsu do plic prostfednictvim modulace nadorového prostredi (Zeng
et al. 2018). V bunécné linii karcinomu prsu MDA-MB-231 zastavoval naringenin
bunécny cyklus v G2 fazi a indukoval apoptozu, tyto ucinky byly zavislé na koncentraci

(Wang et al. 2019).

Prvni ¢ast diplomové prace byla zaméfena na stanoveni cytotoxicity osmi vzorki
prenylflavonoidii a naringeninu (latky A-H), znichz 4 byly originadln¢ pfipravené
prenylflavonoidy (latky A, B, D a E), 1 vzorek byl smési cis a trans isomeru
prenylflavonoidu (vzorek C), vzorek F obsahoval naringenin a vzorky G a H byly extrakty
kvasinkov¢ kultury s/bez obsahu prenyltransferas vystavené naringeninu, v bunéc¢né linii
MCEF-7. V prvotnim screeningu vykazovaly latky A, B, C a E ve 100 uM koncentraci
signifikantni cytotoxicitu a byly vybrany pro dalsi studium. Latka D méla jen slaby Gi¢inek
na viabilitu bunék a latky F-H viabilitu neovlivnily vibec. Tyto vysledky se shoduji
s vysledky prescreeningu provedeného dr. Ambrozem v bunééné linii MDA-MB-231
prsniho karcinomu, které neexprimuji estrogenovy receptor, a také s vysledky diplomové
prace (Mgr. Katefiny Blahové 2021), kterd se ve své diplomové praci zabyvala
antiproliferacnim u¢inkem testovanych latek A-H v bunécné linii SW480 odvozené z
kolorektalniho karcinomu. V bunécnych liniich SW480 a SW620 odvozenych z
kolorektalniho karcinomu vykazoval naringenin velmi slaby cytotoxicky potencial, jeho
ICso byla vétsi nez 200 uM v obou bunéénych liniich (Ambroz a kol. 2019). Studie
zabyvajici se cytotoxickym potencidlem naringeninu v buitkdch MCF-7 se tadové lisi
udavanymi hodnotami ICso 1,3 uM ve studii Susanti et al. (2007), 18 ug/ml (66,1 uM) ve
studii So et al. (1997), 187,1 uM ve studii Bartmanska et al. (2018) a 780 uM ve studii
Kocyigit et al. (2016).

U c¢tyt sloucenin s nejsilnéjSim cytotoxickym ucinkem byla nasledné stanovena
hodnota ICso. Konkrétni hodnoty odpovidaly pro latku A 21,2 uM, pro latku B 45,7 uM,
pro latku C 47,3 uM a pro latku E 53,4 uM. V diplomové praci Mgr. Katetiny Blahové
(2021)dosahovaly naméfené hodnoty ICso v bunécné linii SW 480 pro latku A 51,5 uM,
pro latku B 54,3 uM, pro latku C 40,4 uM a pro latku E 83,7 uM. Lze tedy fici, ze buiiky
MCEF-7, které¢ exprimuji estrogenovy receptor, jsou citlivéjsi k plisobeni prenylflavonoida

nez buitkky odvozené z kolorektalniho karcinomu.
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Pfi srovndni cytotoxického potencidlu ndmi studovanych latek s jinymi
prenylflavonoidy  (napt.  xanthohumol, isoxanthohumol, 6-prenylnaringenin,
8-prenylnaringenin) lze fici, Ze isomery xanthohumol (XN) a isoxanthohumol (IX) m¢ly
v bunikach MCF-7 silngjsi ucinek (ICso kolem 11 resp. 16 uM), zatimco Uc¢innost 6-
prenylnaringeninu (6PN) a 8-prenylnaringeninu (8PN) byla zhruba srovnatelna s ndmi
testovanymi latkami B, C a E (ICso kolem 45-50 uM) (Bartmanska et al. 2018). Pti
inkubaci bunék MCF-7 s XN byla po 48 resp. 96 hodinach dosazena ICso 13,3 resp. 3,5
uM a v ptipadé IX ICso 15,3 resp. 4,7 uM. V obou piipadech byl tedy cytotoxicky ucinek
prenylflavonoidi vétsi po 96 nez po 48 hodinach inkubace. Opacny trend byl pozorovan
pfi inkubaci XN a IX s bunécnou linii A-2780 odvozenou z ovaridlniho karcinomu

(Miranda et al. 1999).

XN se na rozdil od naringeninu fadi mezi chalkony a méa ve své molekule
obsazeny prenylovy fetézec. Stejné jako naringenin se XN prezentuje vyhodnymi
farmakologickymi vlastnostmi. Jednou z farmakologickych vlastnosti je i protinddorové
pusobeni s velkou selektivitou pro nadorové bunky. Toxicita XN v nenddorovych
bunkach je nizkd. XN ptsobi prostfednictvim indukce apoptdzy, inhibice bunécné
proliferace a migrace. Téz byla popsana schopnost zastaveni buné¢ného cyklu v zavislosti
na druhu onkologického onemocnéni, v ptipadé karcinomu prsu dochazi k zastave

bunécného cyklu v S fazi (Gieroba et al. 2020).

Pro odhaleni mechanismu pozorovaného cytotoxického ucinku testovanych latek
byl v dal$i fazi experimentalni prace studovan vliv t€chto sloucenin na proces bunééné
apoptdzy. Byla pouzita metoda priitokové cytometrie a buiiky byly obarveny Annexinem
V a propidium jodidem. Urceni zdravych, apoptotickych a nekrotickych bunck je
zaloZeno na zménach v uspofadani fosfolipidi plazmatické membrany. Neapoptické
bunky maji asymetricky uspofddanou vné&jsi a vnitini stranu plazmatické membrany, kdy
fosfatidylserin je obsaZeny na vnitini strané membrany. Na zac¢atku apoptdzy dochézi
k pteklopeni fosfolipidi a vyskytu fosfatidylserinu na vné&jsi strané membrany. Toho se
vyuziva pii barveni Annexinem V, ktery se vaze na fosfatidylserin a detekuje se tak faze
casné apoptozy. Pro odliSeni nekrotickych bunék se vyuziva barvivo propidium jodid,
které prochazi pouze pies poruSenou bunéfnou membranu a interkaluje do DNA.
K poskozeni plazmatické membrany dochazi pti fazi pozdni apoptdzy nebo na zacatku

nekrozy (Pietkiewicz et al. 2015).
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Buniky MCF-7 byly vystaveny pisobeni semisyntetickych prenylflavonoida
v koncentraci odpovidajici jejich hodnotam ICsp po dobu 24 hodin. Ze ziskanych
vysledki plyne, Zze nami testované latky nevykazaly oproti kontrolnimu vzorku zadné
zmény. V pripad¢ dalSiho zkoumani testovanych latek by stalo za vyzkouseni prodlouzit
¢as inkubace latek s bunkami, pfipadné prométit bunéény cyklus. Studie zabyvajici se
strukturné blizkym prenylflavonoidem XN dosly k odliSnému vysledku. Vyzkum
zabyvajici se vlivem XN na bunécnou linii A549 lidského alveolarniho adenokarcinomu
potvrdil schopnost této latky indukovat apoptézu. U bunck oSetienych 42 uM XN a
kultivovanych 72 hod doslo ke zvétSeni frakce bunék ve stadiu ¢asné apoptodzy z 1,42 %
(kontrola) na 34,42 % a bun¢k ve frakci pozdni apoptdzy/nekrozy z 1,80 % (kontrola) na
33,27 %. V ptipad¢ pouziti XN v koncentraci odpovidajici ICso (~ 14 puM) doslo jen
k minimalnim zménam viici kontrole, frakce ¢asné apoptozy se zvySilana 2,72 % a frakce
pozdni apoptdzy/nekrdzy na 4,90 % (Yong et al. 2015). XN ve studii Sun et al. (2018)
zpisobil zastaveni bunéfného cyklu bunék MCF-7 v Go/Gi fazi a vzorky s XN
obsahovaly vy$§i mnozstvi apoptickych bunck, coz svédci o indukci apoptézy XN. Tento
mechanismus G¢inku byl pozorovany i u jinych bunéénych linii, napt. u bunéénych linii
BPH-1 a PC-3 doslo ke zvyseni podilu bun¢k ve stadiu ¢asné i pozdni apoptozy (Colgate
et al. 2007). Uvedené proapoptické pisobeni XN nebylo pozorovano u nami testovanych
latek. Diivodem by mohla byt nizka koncentrace téchto sloucenin (ani XN nezpisobil
v koncentraci odpovidajici ICso vyraznéjsi zmény v praci Yong et al. (2015)) nebo kratka

doba inkubace (24 hod x 72 hod).

Poslednim ze sledovanych mechanismil u¢inku byly zmény v mitochondrialnim
membranovém potencialu, jehoz pokles je pozorovan pii aktivaci vnitini drahy apoptozy.
Ke stanoveni mitochondridlniho membranového potencialu byla pouZita sonda JC-1, jejiz
molekuly existuji v monomerni formé a emituji zelenou fluorescenci (Aexc/Aem 488
nm/527 nm). Podle velikosti membranového potencidlu vytvaii sonda J-agregaty
s cervenou fluorescenci (Aexc/Aem 488 nm/590 nm). Pokles v poméru J-agregat/J-
monomer indikuje depolarizaci mitochondridlni membrany, kterd vede k inhibici
respirace, tvorbé reaktivnich forem kysliku a poklesu syntézy ATP. Depolarizace
mitochondridlni membrany je dulezitd pro uvolnéni proapoptotickych faktort, které
zahajuji vnitini (mitochondridlni) cestu apoptézy, z mitochondrie do cytosolu

(Pekarcikova et al. 2014).
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Buniky MCF-7 byly vystaveny pisobeni semisyntetickych prenylflavonoida
v koncentraci odpovidajici jejich hodnotdm ICso po dobu 24-72 hodin. V této diplomové
praci vykazovaly vSechny testované latky (tzn. A, B, C a E) snizeni membranového
potencialu, avSak pozorované zmény nebyly signifikantni. V bunikach potkaniho gliomu
C6 zptisobil XN signifikantni pokles poméru J-agregat/J-monomer uz po 24 hod, tento
ucinek se po 48 a 72 hod jesté prohloubil (Hou et al. 2021). V praci (Yong et al. 2015)
doslo vlivem XN ke koncentracné zdvislému snizeni mitochondridlniho membranového
potencialu v bunikkach A549, avSak pozorovany vliv koncentrace XN odpovidajici ICso
byl maly (snizeni z 91,9 % pro kontrolni vzorek na 86,1 %). Tyto vysledky koreluji

s malymi zménami pozorovanymi v poctu apoptotickych bunék.
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7 Z.avér

nize:

Vysledna data z jednotlivych méfeni provadéna v ramci této prace jsou shrnuta

Pfi prvotnim screeningu cytotoxicity prokazaly latky A, B, C a E nejvétsi
schopnost snizovat viabilitu bunék MCF-7 a to v koncentraci 100 uM. U téchto
latek byla dale stanovena hodnota ICso: 21,2 uM (A), 45,7 uM (B), 47,3 uM (C)
a 53,4 uM (E).

U c¢tyt zminénych latek byl pomoci pritokové cytometrie dale sledovan vliv na
apoptozu/nekrozu bunék. Latky v koncentraci odpovidajici ICso neprokazaly

zadny ucinek na zvySeni miry apoptozy nebo nekrozy v bunécné populaci.

Pfi porovnani bun¢k na zacatku ovlivnéni testovanymi latkami (v koncentraci
odpovidajici ICso) a po 24 hodinach pomoci konfokalniho mikroskopu se

snimacim zafizenim nebyly pozorovany zadné zmény v morfologii bunck.

Za pouziti sondy JC-1 byl sledovan vliv testovanych latek (v koncentraci
odpovidajici ICs0) na mitochondrialni membranovy potencial. Ve vSech ¢asovych
intervalech (24, 48 a 72 hodin) doSlo u vSech latek ke sniZzeni poméru
J-agregat/J-monomer (a tedy i mitochondridlniho membranového potencialu).

Tento pokles vSak nebyl signifikantni.
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8 Zkratky

BaP — benzo(a)pyren

BCRP — breast cancer resistence protein

BMI - index télesné hmotnosti (body mass index)
BRCA 1/2 — breast cancer asociated gen 1/2
COX-1/2 — cyclooxygenasa-1/2

DMSO — Dimethylsulfoxid

EGFR — epidermalni ristovy faktor

EMEM - Eagle's minimal essential medium

ER — estrogenovy receptor

ER+ — karcinom prsu pozitivni na estrogenni receptor
FBS — Fetélni bovinni sérum inaktivované

HER?2 — lidsky epidermélni ristovy faktor
HER2+ - karcinom prsu pozitivni na lidsky epidermalni riistovy faktor
CHT — chemoterapie

ICAM-1/2 — intracelularni adhezivni molekula %>
ICso — polovi¢ni inhibi¢ni koncentrace

IQ — 2-amino-3-methylimidazo[4,5-f] chinolin
IL-8 — interleukin 8

IX — isoxanthohumol

Ki67 — marker proliferacni aktivity

LDL — lipoproteiny s nizkou hustotou

LHRH — hormon uvoliujici luteinizacni hormon
NF-«B — jaderny faktor kB

NO - oxid dusnaty

NRU — cytotoxicky test s neutralni Cerveni

PBS — Fosfatem pufrovany fyziologicky roztok
6PN — 6-prenylnaringenin

8PN — 8-prenylnaringenin

PR — progesteronovy receptor

PR+ — karcinom prsu pozitivni na progesteronovy receptor
TNBC — triple negativni karcinom prsu

TNM — tumor — node — metastasis
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VCAM-2 — vaskularni bunéény adhezni molekula 1
VEGF — vaskularni endotelovy ristovy faktor

XN — xanthohumol

ZN — zhoubné nadory
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