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Summary

Vychodiskd: Celistvé rastlinné potraviny su bohatym zdrojom Sirokého spektra bioaktivnych
funkénych substancii - fytochemikalii, s rozsiahlym aditivnym a/alebo synergickym posobenim
v ramci procesu karcinogenézy. Vdaka rasticemu poctu dokazov z predklinickych studii o ich
ucinnosti a relativne bezpecnom toxikologickom profile je ich mozné povazovat za vhodnu
stratégiu prevencie ¢i doplnkovej terapie naddorovych ochoreni. Cielom nasej studie bolo po-
rovnat protinddorovu kapacitu rozlicnych zmesi fytochemikalii obsiahnutych v celistvych ras-
tlinnych funkénych potravinach, konkrétne v 3alvii (Salvia officinalis L.), arénii (Aronia melano-
carpa L.) a rakytniku (Hippophae rhamnoides L.), a to v chemopreventivnom modeli rakoviny
prsnika u samic potkanov. Materidl a metédy: Fytofarmakd boli zvieratdm podavané v potrave
v ramci troch nezavislych experimentov v dvoch koncentraciach - 1) v nizsej - 0,1% alebo 0,3%
(skupina 0,1 alebo 0,3), a 2) v 10-ndsobne vyssej — 1% alebo 3% (skupina 1 alebo 3). V tretej
skupine fytofarmaka zvieratdm podavané neboli, sltzila ako kontrola (KONT). Po ukonceni kaz-
dého experimentu bola uskuto¢nena analyza zakladnych parametrov experimentélnej mamar-
nej karcinogenézy a komplexna analyza dobre validovanych prognostickych, prediktivnych
a diagnostickych biomarkerov pouzivanych v onkologickej praxi aj v predklinickom vyskume.
Vysledky: Komplexnd analyza mechanizmu ucinku rastlinnych funkénych potravin potvrdila
ich signifikantné protinadorové ucinky v nami pouzitom experimentdlnom modeli karcinému
prsnika, ktoré boli vak Specifické od pouzitého fytofarmaka. Fytofarmaka signifikantne zlepsili
parametre mamarnej karcinogenézy invivo — incidenciu, frekvenciu, latenciu nddorov, a/alebo
pomer HG/LG karcinémov. Statisticky vyznamne zlepsili expresiu markerov apoptézy, proli-
ferdcie, angiogenézy, nadorovych kmenovych buniek a onkogénnych/tumor-supresorovych
miRNA. Naviac, chemoprevencia viedla k vyznamnej moduldcii chemickych zmien histénov
a poklesu metylacie prométorovych oblasti tumor-supresorovych génov. Zdver: Porovnanim
ucinnosti fytofarmak sme dospeli k zaveru, ze pritomnost Specifickych dominantnych rastlin-
nych metabolitov méze priaznivo ovplyvnit prognézu mamarnej karcinogenézy. Na potvrde-
nie tychto zisteni je vsak nevyhnutny dalsi predklinicky a klinicky vyskum, vratane posudenia
potencialu tychto latok ako adjuvantnej terapie popri standardnej onkologickej lie¢be.
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Summary

Background: Whole plant foods are a rich source of a wide range of bioactive functional substances - phytochemicals, with extensive addi-
tive and/or synergistic effects within the process of carcinogenesis. Thanks to the growing body of evidence from preclinical studies on their
effectiveness and relatively safe toxicological profile, they can be considered a suitable strategy in the prevention or adjuvant therapy of cancer
diseases. Our study aimed to compare the antitumor capacity of various mixtures of phytochemicals contained in whole plant functional foods,
namely in salvia (Salvia officinalis L.), aronia (Aronia melanocarpa L.), and sea buckthorn (Hippophae rhamnoides L.), in a chemopreventive model
of breast cancer in female rats. Material and methods: Phytopharmaceuticals were administered to animals through the diet in three indepen-
dent experiments using two concentrations: 1) a lower of 0.1% or 0.3% (Groups 0.1 or 0.3), and 2) a 10-fold higher of 1% or 3% (Groups 1 or 3).
In the third group, serving as a control (CONT), no phytopharmaceuticals were administered to the animals. After completing each experiment,
an analysis of the basic parameters of experimental mammary carcinogenesis and a comprehensive evaluation of well-validated prognostic,
predictive, and diagnostic biomarkers used in oncological practice and preclinical research were performed. CS/LC-MS or LC-DAD/MS analysis of
phytopharmaceuticals was performed to detect the presence of dominant phytochemicals. Results: A comprehensive analysis of the mechanism
of action of plant-based functional foods confirmed their significant antitumor effects in our experimental breast cancer model, which were,
however, specific to the phytopharmaceutical used. Phytopharmaceuticals significantly improved parameters of mammary carcinogenesis
invivo — incidence, frequency, latency of tumors, and/or ratio of HG/LG carcinomas. They statistically significantly improved the expression of
markers of apoptosis, proliferation, angiogenesis, cancer stem cells, and oncogenic/tumor-suppressor miRNAs. In addition, chemoprevention
led to significant modulation of histone chemical modifications and a decrease in methylation of promoter regions of tumor-suppressor genes.
Conclusion: By comparing the efficacy of phytopharmaceuticals, we concluded that the presence of specific dominant plant metabolites may
favorably influence the prognosis of mammary carcinogenesis. However, further preclinical and clinical research is necessary to confirm these

findings, including assessing the potential of these agents as adjuvant therapy alongside standard oncological treatment.
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Uvod

Rakovina prsnika patri dlhodobo medzi
najcastejsie diagnostikované nadorové
ochorenia u zien [1]. Predklinické $tu-
die naznacuju, Zze zvyseny prijem ce-
listvych rastlinnych potravin bohatych
na bioaktivne fytochemikalie moéze
byt spojeny so znizenym rizikom jej
vzniku [2-5]. Cielom nadej Studie preto
bolo analyzovat protinadorovy poten-
cidl troch rastlinnych funkénych potra-
vin — Salvie (Salvia officinalis L.), arénie
(Aronia melanocarpa L.) a rakytnika (Hip-
pophae rhamnoides L.) - v chemopre-
ventivnom modeli karcindmu mlie¢nej
Zlazy u samic potkanov. Na zéklade do-
stupnych poznatkov sme predpokladali,
Ze uvedené rastlinné funkcéné potraviny
budu vykazovat protinadorovy ucinok
prostrednictvom synergického pdsobe-
nia ich fytochemickych zloziek na para-
metre nddorového rastu, diferenciacie
a molekulové regula¢né drahy suvisiace
s progresiou nadoru.

Material a metody

Experimenty boli schvalené Etickou ko-
misiou JLF UK (EK1860/2016, EK1860/
2022) a SVPS SR. Panenské samice pot-
kana kmena Sprague-Dawley (Charles
River Laboratories, Nemecko) boli na-
hodne rozdelené do troch skupin po

25 zvierat. Mamarna karcinogenéza bola
indukovand i.p. aplikdciou N-metyl-N-
-nitrozourey (50 mg/kg) na 42. postna-
télny den, ¢im sa modeloval premeno-
pauzalny stav u Zien s vysokym rizikom
rakoviny prsnika. Fytofarmaka boli po-
davané v potrave (SSNIFF, Nemecko)
v koncentraciach 0,1/0,3 % (nizsie
davky) a 1/3 % (vy3sie davky), kontrolnd
skupina (KONT) lie¢bu nedostavala. Dav-
kovanie vychédzalo z klinickych odpo-
racani a predchdadzajucich experimen-
tov [6-9]. V pripade Salvie bol do formy
fytofarmaka spracovany prasok z viate
Salvia officinalis L. (Calendula, Nova Lu-
bovnia, Slovensko; miesto povodu: seve-
rovychodné Slovensko), v pripade ostat-
nych fytofarmak to bol prasok zo supiek
plodov Aronia melanocarpa L. a Hippo-
phae rhamnoides L. (Zamio, Michalovce,
Slovensko; pévodom z regidnu Zem-
plin) [10-12]. Experiment trval 15 tyz-
drov. Po eutanazii boli nddory odobraté,
zmerané a fixované vo formaline alebo
RNAlateri na histologické a molekuldrne
analyzy. Hodnotila sa incidencia, frek-
vencia, latencia a pomer HG/LG karciné-
mov. Imunohistochemické stanovenie
markerov apoptozy, proliferacie, angio-
genézy, CSCs a histénovych modifikacii
sa realizovalo pomocou Autostainer Link
48 a komer¢nych protilatok (Thermo Fis-

her, Abcam, Dako a i.), vizualizacia pre-
biehala cez systém EnVision s DAB sub-
stratom. Morfometria bola vykonana
v softvéri QuickPhoto Micro 3.0. Expre-
sia miRNA sa stanovovala RT-PCR (Tag-
Man testy, AB7500) alebo pomocou
microarray analyzy (Agilent). Methyla-
cia tumor-supresorovych génov sa hod-
notila pyrosekvenaciou (PyroMark, Qia-
gen). Dominantné fytochemikdlie boli
identifikované LC-DAD/MS a LC-MS ana-
lyzou. Statistické vyhodnotenie zahffalo
ANOVA, Kruskal-Wallis a Mann-Whit-
neyov test.

Vysledky
V preklinickom modeli chemicky in-
dukovanej mamdrnej karcinogenézy
u potkanov preukazali celistvé rastlinné
potraviny - 3alvia, arénia a rakytnik -
protinddorové ucinky sprostredkované
modulédciou apoptdzy, proliferacie, an-
giogenézy, expresie nddorovych kme-
novych buniek a epigenetickych drah.
Podavanie vybranych rastlinnych po-
travin viedlo k znizeniu podielu nizkodi-
ferencovanych karcinémov (graf 1A), ¢o
dokazuje zlep3enie progndzy a zvyseniu
pomeru Bax/Bcl-2 (graf 1B), ¢o nazna-
Cuje aktivaciu apoptdzy. Sucasne klesla
expresia markerov Ki67 a VEGF, poukazu-
juc na potlacenie proliferacie a angioge-
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Graf 1. U¢inky fytofarmak na parametre nadorovej progresie v chemopreventivnom modeli karcinému prsnika u potkanov. (A) Po-
mer nizko a vysoko diferencovanych karcinémov. (B) Pomer proapoptotického a antiapoptotického proteinu Bax/Bcl-2. (C) Proliferacia
nadorovych buniek hodnotend expresiou Ki67. (D) Expresia vaskularneho endotelidlneho rastového faktora (VEGF). Signifikantny rozdiel

B vyssia davka

vs. kontrola (*p < 0,05; **p < 0,01; ***p < 0,001).

nézy (graf 1C,D). Tieto nalezy podporuju
hypotézu, Ze rastlinné bioaktivne latky
mozu priaznivo ovplyvnit nddorovu bio-
I6giu prostrednictvom viacerych regu-
la¢nych mechanizmov.

Naviac, chemoprevencia signifikantne
zlepsila expresiu onkogénnych/tumor-
-supresorovych miRNA, viedla k vyznam-
nej modulacii chemickych zmien histé-
nov a poklesu metylacie prométorovych
oblasti tumor-supresorovych génov,
avsak tieto data v rdmci tejto Studie ne-
boli detailnejsie analyzované [10-12].

Diskusia a zaver

Celistvé rastlinné potraviny ako 3alvia,
arénia a rakytnik preukazali vyznamny
protinadorovy ucinok v chemopreven-
tivnom modeli rakoviny prsnika u pot-
kanov, ¢o sa pripisuje synergickému po6-
sobeniu ich fytochemikalii na viaceré
bunkové drahy [4,5]. Nasa analyza kli-
nicky relevantnych biomarkerov po-
tvrdzuje, ze fytofarmakd mozu priaz-

nivo ovplyvnit prognézu karcinomu
prsnika [13,14]. Napriek slubnym vy-
sledkom ma pouzity model viaceré ob-
medzenia. Indukovand mamarna karci-
nogenéza u potkanov poskytuje cenné
poznatky, no nereflektuje plne komple-
xitu fudskej rakoviny pre rozdiely v meta-
bolizme, imunite a genetickej variabilite.
Laboratérne podmienky navyse znizuju
mikrobidlnu expoziciu, ¢o moze ovplyv-
nit lie¢ebnu odpoved. Variabilita zloZzenia
rastlinnych extraktov zavisla od pévodu
a spracovania tiez komplikuje Standardi-
zaciu a klinické vyuzitie. Hoci hlodav¢ie
modely odhaluju zakladné mechanizmy
ucinku, ich transla¢ny potencial je obme-
dzeny a vyZaduje doplnenie o pokrocilej-
Sie systémy, ako st 3D kultury ¢i PDX mo-
dely. Napriek tomu vysledky poskytuju
dolezity dokaz o biologickej aktivite rast-
linnych potravin s potencidlom ovplyvnit
nadorovu progresiu in vivo.

Vysledky tejto $tudie poukazuju na
potencial rastlinnych funkénych potra-

vin ako doplnkovej stratégie v prevencii
karcindmu prsnika a zaroven su v sulade
s vysledkami nasich predchédzajucich
studii vyuzivajucich rovnaky experimen-
talny model [6-9]. Pre ich transla¢né
uplatnenie je v3ak potrebné rozsirit vy-
skum o rézne modely, zohladnit fytoche-
mickd variabilitu a presnejsie definovat
mechanizmy UG¢inku, optimélne davko-
vanie a spdsob podavania. Ich efektivne
vyuzitie v klinickej praxi predpoklada in-
tegraciu do konceptu prediktivnej, pre-
ventivnej a personalizovanej mediciny
(3PM).

Dedikécia: Praca bola finan¢ne podporené grantom
VEGA-1/0045/23 a VEGA-1/0286/22.
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