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PREHLEDY A ODBORNA SDELENI

Genistein: sPubna molekula modulujuca rast nadorov a hojenie ran?

Genistein: a promising molecule modulating tumour growth and

wound healing?
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Suhrn

Aj ked’ bola v réznych Stadiach popisana stimulacia
hojenia ran po estrogénovej substitucnej terapii, mnohé
vedlajsie ucinky tejto hormonalnej suplementacie
zabraiuji jej vyraznému rozsireniu v klinickej praxi.
Na druhej strane sa fytoestrogén genistein (selektivny
modulator estrogénovych receptorov patriaci do skupiny
izoflavonov) dostal uz do klinického skuSania pri
liebe nadorovych ochoreni a experimenty naznacuju,
ze by mohol mat pozitivny vplyv aj na hojenie ran.
Medzi hlavné a doteraz objasnené mechanizmy ucinku
patri indukcia apoptézy, zastavenie bunkového cyklu,
inhibicia angiogenézy a tyrozin kinazovej aktivity, ako
aj chemoprevencia nadorovych ochoreni a zmiernenie
klimakterickych tazkosti. Zial' nie vSetky mechanizmy
jeho posobenia pri biologickych procesoch zapojenych
do hojenia ran a rastu nadorov su plne objasnené. Z tohto
dovodu tato prehl'adova praca sumarizuje doposial’ zname
vplyvy genisteinu na biologické procesy sledované na
roznych modeloch hojenia ran a na jednotlivych nadoroch.
KPiacové slova: genistein * tkanivova reparacia
a regeneracia * karcinom ¢ koza

Summary

Although it has been shown that oestrogen replacement
therapy is able to improve wound healing, several side

P. Mitrengova, P. Mucaji
Katedra farmakognozie a botaniky, Farmaceuticka fakulta, Univerzita
Komenského, Bratislava, SR

V. Perzelova
Referat biomedicinskeho vyskumu, Vychodoslovensky ustav
srdcovych a cievnych chordb, a.s., Kosice, SR

E. Dosedla
Gynekologicko-pbrodnicka klinika, Univerzita Pavla Jozefa Safarika a
Nemocnica Kogice-Saca a.s., 1. sukromna nemocnica, Kosice-Saca, SR

RNDr. Peter Gal, Ph.D., MBA (I<)

Vychodoslovensky ustav srdcovych a cievnych chordb, a.s.

Ondavska 8, 040 66 Kosice, SR

e-mail: pgal@vusch.sk

Ustav farmakologie, Lekarska fakulta, Univerzita Pavla Jozefa
Safarika, Kosice, SR

effects of this replacement therapy have precluded its
common use in clinical practice. On the other hand, the
phytoestrogen genistein (the selective oestrogen receptor
modulator belonging to the group of isoflavones) has
been introduced into several clinical trials to improve
cancer treatment efficiency and experiments suggest its
positive effect on wound healing. The main mechanisms
of action, which have been elucidated so far, include
induction of apoptosis, cell cycle arrest, inhibition of
angiogenesis and tyrosine kinase activity as well as
cancer chemoprevention and reduction of climacteric
symptoms. Unfortunately, all underlying mechanism in
the modulation of biological processes involved in wound
healing and tumour growth are not yet fully understood.
Therefore, the present review summarizes the effects
of genistein on biological processes in different wound
healing models and selected tumours.

Key words: genistein  tissue repair and regeneration °
carcinoma ° skin

Uvod

Vzhl'adom na niektoré negativne UCinky hormonalnej
substitucnej terapie sa v poslednom obdobi zvySuje
dopyt po alternativnych produktoch zalozenych na pri-
rodnej baze. Tu sa uplatiuju fytoestrogény (FE), neste-
roidné zluceniny rastlinného poévodu, ktoré Struktirou
a funkciou napodobnuju ucinky l'udskych estrogénov
a pripisuju sa im mnohé prospesné vlastnosti v prevencii
a terapii nddorovych a kardiovaskuldrnych ochoreni, ako
aj menopauzalnych priznakov a osteopordzy". FE vyka-
Zuju estrogénne aj antiestrogénne ucinky (podobne ako
selektivne modulatory estrogénovych receptorov (SERM
— selective estrogen receptor modulator), v zavislosti
na koncentracii cirkulujicich endogénnych estrogénov
a expresii estrogénovych receptorov (ER)?. Velkou
prednostou SERM-ov je moznost’ dosiahnut’ prospesny
efekt estrogénov v cielovom tkanive a zadroven minima-
lizovat’ ich skodlivé/neziadtce ucinky na ostatné organy/
tkaniva®. Podobne ako estrogény, aj FE sa viazu na ER
a zvysuju syntézu globulinu viazuceho sexualne hormo-
ny (SHBG - sex hormone binding globuline) v peéeni?®,
ale ako antiestrogény napr. inhibuji aromatazovu aktivi-
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tu a proliferaciu nadorovych buniek prsnika?. Klinicky
najznamej$im predstavitelom FE je genistein (GEN).
GEN sa zarad’'uje medzi prirodné SERM a mo6ze mat’ na-
priklad pozitivny vplyv na hojenie rdn u postmenopau-
zéalnych zien bez neziadtcich estrogénnych ucinkov na
prsnik a/alebo maternicu®. Okrem toho sa ukazalo, Ze
GEN vykazuje aj antioxidacné vlastnosti regulaciou ak-
tivity antioxida¢nych enzymov ako superoxiddizmutazy
(SOD), heme oxygenase-1 (HO-1) a glutationperoxidazy
(GPx)?, ¢im sa podiela na neutralizacii reaktivnych kys-
likovych radikéalov (ROS).

Genistein

GEN (4°,5,7-trihydroxyizoflavon) patri medzi polyfe-
noly-izoflavony”. Je to lipofilny Zltkastobiely svetlocit-
livy krystalicky praSok horkej chuti®, s nizkou solubi-
litou vo vode, avsak dobrou rozpustnost'ou v metanole,
etanole” 19 a dimetylsulfoxide”. GEN sa v najvyssej
koncentracii nachadza v s6ji a s6jovych produktoch
(okrem sdjovej omacky), a to najmé vo forme glykozi-
dickych konjugatov'D. Najcastejsie sa vyskytuje vo for-
me biologicky aktivneho B-glukozidu genistinu, pricom
fermentaciou alebo travenim sdje a sdjovych produktov
sa z neho uvol'nuje molekula sacharidu a vznika samot-
ny GEN'D. Zakladna $truktaru jeho planarnej moleku-
ly'? tvori flavonové jadro zloZené z dvoch benzénovych
kruhov spojenych cez heterocyklicky pyranovy kruh'®,
Molekula GEN je podobna Strukture 17-B-estradio-
lu (E2) (obr. 1)'. Presna pozicia a po¢et hydroxylo-
vych substituentov v molekule izoflavonu determinuje
viazbovu aktivitu k ER. Prikladom méze byt vysoka
viazbova afinita GEN k ER-f, avSak eliminécia jedne;j
hydroxylovej skupiny (daidzein, biochanin A) alebo
dvoch hydroxylovych substituentov (formononetin)
sposobuje velku stratu vizbovej aktivity'®. Na druhej
strane adicia acetylovanych sacharidovych hydroxylov
s C=C viézbou v molekule sacharidu a a-glykozidickou
viazbou v polohe C7 GEN je dolezita pre cytotoxicku
aktivitu vo¢i nadorovym bunkam'®. Ak je pritomna
dvojita viazba v molekule sacharidu viazaného priamo
k aglykoénu, zvysuje sa toxicita, ale ked’ je pritomny
v disacharidovej forme, aktivita a aj selektivita k na-
dorovym bunkam sa zlepSuje'”. Zmeny Struktary a na-

slednej funkénosti molekuly GEN st schematicky zob-
razené na obrazku 2.

Biologicka dostupnost’

Hoci je GEN rychlo absorbovany v tenkom ¢reve, ma
nizku biologicku dostupnost’ kvoli zlej rozpustnosti vo
vode'® a efektivne nie je ani zvySenie davky®. Miesto
najintenzivnej$icho metabolizmu GEN je tenké ¢revo
a pecen, pricom jeho hlavnymi metabolickymi drahami
st glukuronidacia a v mensom rozsahu sulfonacia® '*
9. Niektoré d’alSie tkaniva (obli¢ky, srdce, pl'ica) maji
takisto vysoku hladinu expresie glukuronyltransferazy
a sulfotransferazy, ¢o umoziuje jeho metabolizovanie”.
Z uvedenych dovodov je preto efektivnejSie podavat
GEN parenteralne®.

Signalizacia

Hlavny farmakologicky mechanizmus u¢inku GEN je
kompetitivna vdzba k ER. V in vitro podmienkach sa uka-
zalo, ze GEN inhibuje tyrozin kinazy, topoizomerazu II,
trombocyty aktivujtci faktor (PDGF) a EGF (epidermalny
rastovy faktor) indukovanu expresiu c-fos, diacylglycerol
syntézu a angiogenézu'>2). Mechanizmus G¢inku GEN
d’alej spociva v indukcii apoptdzy a zastaveni bunkové-
ho cyklu v G,/M faze v naddorovych bunkach®” a ochrane
LDL cholesterolu pred jeho oxidaciou a nasledny atero-
protektivny u¢inok??. Zaujimava je koncentraéna zavis-
lost’ ucinku, pricom GEN pri vyssich koncentraciach napr.
inhibuje aktivitu tyrozin-$pecifickych proteinovych kinaz
(PTK) spojenych s EGF receptorom?, no na druhej strane
pri niz8ich koncentraciach vykazuje estrogénne u¢inky??.
Medzi dblezité protinddorové ucinky GEN patri aj induk-
cia diferenciacie malignych nadorovych buniek, vychy-
tavanie volnych kyslikovych a dusikovych radikalov®
a prevencia aktivacie NF-«kB transkripéného faktora v na-
dorovych bunkach?.

Genistein a angiogenéza
Angiogenéza je tvorba ciev z uz existujucich ciev puca-

nim. Tento biologicky proces je klI'aicovy pri tvorbe nové-
ho tkaniva ¢i uz pri raste nadorov, alebo hojeni ran. GEN
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Obr. 1. Struktiira estradiolu (E2) a genisteinu (GEN)
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Obr. 2. Zmeny v Struktire molekuly genisteinu (GEN) vedui k zmenam funkcnosti/iicinnosti

moduluje rast a pucanie endotelovych buniek, tvorbu
kapilar a niektoré signalne drahy zapojené do angioge-
nézy?”. Vaskularny endotelovy rastovy faktor (VEGF) je
dolezity regulator angiogenézy a inhibicia jeho sekrécie
alebo blokada jeho receptorov sa spaja s potlacenim tvor-
by krvnych ciev?”. Ukazalo sa, Ze GEN?® inhibuje ex-
presiu VEGF v zavislosti od davky, a to za hypoxickych
aj normoxickych podmienok. V inej $tadii* zase GEN
v davkach 10-50 uM tlmil rast endotelovych buniek izo-
lovanych z pupocénika po stimulécii s VEGF a inhiboval
ako bazalnu, tak aj hypoxiou-indukovanu (cez HIF-1 —
hypoxiou indukovany faktor) expresiu VEGF v nadoro-
vyh a endotelovych bunkach?”.

Na druhej strane v in vivo experimentoch aplikacia
GEN vyrazne redukovala tvorbu mikrokapilari®32,
Tieto antiangiogénne vlastnosti sa pripisuju inhibi-
cii proangiogénnych faktorov ako rastovy faktor od-
vodeny od trombocytov (PDGF), tkanivovy faktor
(TF), urokindza (uPA), matrix metaloproteinazy-2 a -9
(MMP-2, a MMP-9)*® a up regulacii antiangiogén-
nych faktorov (inhibitor aktivatora plazminogénu-1,
endostatin, angiostatin a thrombospondin-1). Avsak
publikovana bola aj praca, ktora ukazala, ze GEN ne-
blokuje aktivitu MMP-2 a -939,

Genistein a rakovina prsnika

Viac ako 50 % nadorov prsnika sa vyskytuje v rozvinu-
tych krajinach, najmd v Severnej Amerike a Europe, kym
v Azii, kde je vysoka konzumacia sojovych produktov
uz od tutleho veku, je dlhodobo pozorovana najnizsia in-
cidencia®®. Toto pozorovanie je dnes vysvetlované tzv.
chemoprevenciou. Tato teéria je podlozena aj skuto¢nos-
tou, ze azijské Zeny, ktoré sa prestahovali do USA, maja
v druhej generacii uz podobnu incidenciu rakoviny prsni-
ka ako americké Zeny*>. Chemopreventivne u¢inky GEN
su zalozené na zvysSeni maturacie/diferenciacie buniek
prsnika s naslednou redukciou proliferacie buniek prsnej
zlazy, a tym aj nizs§im rizikom rozvoja rakoviny prsnika,
predovsetkym v dospelosti**=9. Tento proces mdzeme po-
zorovat’ napr. aj pri posobeni tehotenskych hormonov*®.
Na animalnom modeli nedospelych potkanov GEN upre-
guloval expresiu receptorov pre EGF (EGFR), ¢o mohlo
indukovat’ skoru diferenciaciu buniek mlieénej zl'azy. Vy-
sledkom je pravdepodobne menej aktivna EGF signalna
draha v dospelosti, ¢o vedie k potlaceniu rozvoja rakoviny
prsnika’?. Dolezité je vSak spravne na¢asovanie podavania
terapie. Ked’ je estrogén podavany esSte pred maturaciou
prsnej zl'azy a iniciaciou karcinogenézy, pocet nadorov
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bude pravdepodobne nizsi, avSak ked je estrogén poda-
vany po rozvoji estrogén-dependentného nadoru, jeho rast
bude stimulovany?®.

V nadvéznosti na uc¢inky GEN zavislé od jeho koncentracie
sa ukazalo, ze GEN pri nizkych koncentraciach (< 10 uM)
stimuluje rast buniek v ER-pozitivnych nadoroch prsnika
in vitro, ako aj v xenografickych zvieracich modeloch®*-3#),
priCom tieto in vivo ucinky su inhibované tamoxifé-
nom (TAM)3?. Na druhej strane pri koncentraciach nad
10 uM GEN inhiboval proliferaciu ER-pozitivnych,
(MCF-7)% 40 ako aj ER-negativnych MDA-MB-231
nadorovych buniek prsnika’®), pri¢om v poslednych me-
novanych zarovei redukoval hladinu cyklinu B1, CDK1
(cyklin dependentné kinazy) a Cdc25 C*® a inhiboval
aktivitu PTK?®. Usudzuje sa teda, Ze liecba GEN moze
spdsobit’ zastavenie bunkového cyklu redukciou aktivi-
ty CDK1/cyklin B kindzového komplexu®® a inhibiciou
fosforylacie tyrozinu®®3”4), GEN sa viaze na ER-f pri
koncentraciach nizsich, nez je potrebné na aktivaciu
ER-a a jeho aktivacia mé inhibi¢ny ti¢inok na rast bunky:.
Selektivna aktivacia ER-f v bunkach moze teda sluzit
na potlacenie rastu estrogén-dependentnych nadorovych
buniek®”. Ak je ER-f pritomny spolu s ER-a, pdsobi pro-
ti jeho proliferaénym ucinkom na nadorové bunky prsnej
zlazy*?. ER-B pozitivne nadory st lepSie lieCitelné/maja
lepsiu prognézu nez ER- negativne kvoli antiproliferac-
nym u¢inkom tohto receptora. AvSak mnozstvo ER-f kle-
sé pri nadoroch prsnika, a tym sa zhorsuje aj ich prognoza.
Na druhej strane expresia ER-a podporuje rozvoj rezisten-
cie proti antineoplastikam*?.

Inaktivacia Akt a NF-«kB signalnych drah sa podiel’a na
zvySeni apoptodzy nadorovych buniek. V MDA-MB-231
bunkach predlie¢enych GEN (50 uM) pocas 72 h pred
stimulaciou EGF doslo k ruseniu EGF a Akt-indukova-
nej aktivacii NF-kB. GEN teda nielen inhibuje NF-kB
DNA vézbovu aktivitu za nestimulovanych podmienok,
ale tiez inhibuje EGF-indukovana NF-kB aktivitu*®.
Synergické ucinky GEN boli pozorované v kombindcii
s viacerymi protinadorovymi lie¢ivami*> 9. Napriklad
kombinacia GEN (25 uM) a tamoxifénu (TAM) (5 pM)
v BT-474 nadorovych bunkach prsnika synergicky indu-
kovala apoptdzu, potencovala inhibi¢ny tGc¢inok na rast
nadoru a zastavenie bunkového cyklu v G1 faze, znizova-
la expresiu survivinu a down regulovala expresiu EGFR,
HER2 a ER-0*). No nie vSetky $tadie preukazali pozi-
tivny ucinok FE v kombinacii s TAM. Napriklad nizke
davky GEN rusili inhibiény u¢inok TAM v humannych
MCF-7 a T47D nadorovych bunkach prsnika, priCom pri
vysSich davkach tento efekt pozorovany nebol?" 7. Za
rovnakych podmienok vSak nebol pozorovany ani uc¢inok
na ER-negativne bunky MDA-MB-43547.

V $tadii realizovanej na bunkovej linii MDA-MB-231
mal GEN silny antiproliferacny ucinok zavisly od davky
a Casu podania. Tento ucinok bol sprostredkovany inhi-
biciou NF-kB signalnej drahy prostrednictvom Notch-1
expresie®®. Hladiny NF-kB ciel'ovych proteinov — cyklinu
B1, Bcl-2 (B cell lymphoma 2), Bel-xL (Bcl-2-associated
X protein) boli tiez znizené*®. Naopak, v MCF-7 bunkach
GEN zvysoval expresiu antiapototické¢ho Bcl-2 a proapop-

totickych proteinov p53 a Bax*?. GEN indukoval apopté-
zu v MCF-7 bunkéch aj prostrednictvom Ca?" uvolnova-
ného z endoplazmatického retikula, co malo za nasledok
aktivaciu calpain-kaspaza 7 kaskady aj aktivaciu ASKI
(apoptosis signalig kinasel) a p38 MAPK (mitogen-activa-
ted protein kinase)*.

TrxR (thioredoxin reductase) up regulacia a GPx
(glutathione peroxidase) down regulacia st spajané s pro-
gresiou rakoviny prsnika®”. GEN (100 uM) selektivne
indukoval bunkovu smrt’ v MCF-7 bunkach nezavisle
od aktivacie ER tym, ze redukoval expresiu CuZnSOD,
MnSOD a TrxR a zvySoval GPx s naslednym nérastom
proapoptického pomeru BAX/Bcl-2 a so sucasnou down
regulaciou antiapoptického survivinu. Vysledkom bola
nerovnovaha v antioxida¢nom systéme, ¢o mdze podpo-
rovat’ oxidac¢ny stres v MCF-7 bunkach s naslednou in-
dukciou apoptdzy a autofagie™.

Genistein a rakovina vajec¢nikov

Rakovina vaje¢nikov patri medzi najzhubnejsie gyne-
kologické nadorové ochorenia s najvyssou incidenciou
medzi 55. az 64. rokom Zzivota. Asi iba 46 % postihnu-
tych zien sa doziva 5 rokov od prvotného stanovenia
diagnodzy, a to predovsetkym kvoli neskorej diagnostike
a pokro¢ilému $tadiu ochorenia®?.

Ukéazalo sa, ze GEN inhibuje rast nadorovych buniek
vajeénika OVCAR-3 a expresiu VEGF*?. Avsak proli-
feraciu HO-8910 buniek ovaridlneho karcinému s niz-
kym metastatickym potencialom GEN inhiboval len
pri vysokych koncentraciach (50 a 100 uM) a naopak
pri nizkych koncentraciach (1, 10 a 25 uM) ich pro-
liferaciu zvySoval®®. Zaroveii v rozpiti 10-100 uM
indukoval poskodenie DNA linedrne s narastajicou
koncentraciou. Pozitivny tc¢inok na indukciu apopto-
zy a zastavenie bunkového cyklu v G,/M bol v danej
stadii pozorovany len pri koncentracii 100 uM>. Ina
Stadia porovnavajuca ucinok GEN, G8CG (genistein-
8-C-glukozidu) a ich kombinacie preukazala inhibi¢ny
efekt oboch FE na bunkovu proliferaciu estrogén de-
pendentnych nddorovych buniek vaje¢nikov SK-OV-3,
ako aj zvySenie apoptézy v zavislosti od davky, avSak
apopticky ucinok GEN bol slabsi nez i¢inok G8CG pri
pouziti rovnakych koncentracii>®.

Taktiez sa ukazalo, ze GEN potlacal epitelovo-mezen-
chymovy prechod (EMT) a migracnu schopnost BG-1
buniek rakoviny vaje¢nikov zvySent uéinkom E2
a inych xenoestrogénov antagonizovanim ER signali-
zéacie. Mechanizmus ucinku bol spojeny s inhibiciou
expresie vimentinu a zvy$enim expresie E-kaderinu'®.

Genistein a rakovina hrubého ¢reva

Tretim najcastejsie diagnostikovanym nadorovym ocho-
renim u muzov aj zien je kolorektalny karcindém. V&cSi-
na pripadov sa zacina z nezhubnych polypov vznikaji-
cich na vnutornej strane sliznice ¢reva a rozvija sa pocas
niekol’kych rokov®. Animalne experimenty na potka-
noch®® demonstrovali, Ze expozicia s6jovym izoflavonom
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pocas maternicového aj postnatalneho vyvoja posobi pro-
tektivne pred azoxymetanom indukovanou karcinogené-
zou hrubého ¢&reva (HC). Této praca poukazuje na fakt,
ze sojové izoflavony obmedzuji rast nadoru zvySenim
expresiec ER-B, pricom mechanizmus uc¢inku je zaloze-
ny na tvorbe komplexu s ER-B, ¢o vedie pravdepodobne
k indukcii apoptézy a inhibicii proliferacie nadorovych
buniek®®. ZvySena expresia ER-B a nasledny pokles Zi-
vych buniek po terapii sdjovymi izoflavonmi pozorovali
aj u ER-P pozitivnych DLD-1 buniek kolorektalneho kar-
cindmu’®.

V Tudskych nddorovych bunkich HC je zvysena expre-
sia a aktivita EGFR, ¢im dochadza k zoslabeniu tumor
supresorovej aktivity FOXO3 cez PI3K/Akt drahu, ¢o ve-
die k zvysenej proliferacii. Ukazalo sa, ze GEN u HT-29
buniek kolorektalneho karcinomu inhibuje EGF-induko-
vani FOXO3 disociaciu z p53(mut), ¢o d’alej podporu-
je FOXO3 aktivitu a vedie k zvySenej expresii p27kipl
inhibitora bunkového cyklu s naslednou inhibiciou pro-
liferacie nadorovych buniek HC’". Okrem toho doslo
k zoslabeniu aktivity PI3K/Akt signalnej drahy, ktora je
dolezita v regulacii progresie kolorektalneho karcino-
mu’”.

Pool-Zobel a kol. potvrdili koncentraénu selektivi-
tu GEN vo¢i nadorovym bunkam HC, pricom zistili,
ze koncentracie 12,5-100 pM indukujii zlomy DNA
v HT29 (klon 19A) bunkach, avSak koncentracie do
50 uM neindukovali zlomy alebo oxidaciu baz v nor-
malnych epitelovych bunkach HC®. Pogkodenie DNA,
blokadu bunkového cyklu v G,/M féze a iniciaciu apo-
ptozy na HCT-116 a SW-480 bunkach kolorektalneho
karcinomu po terapii GEN (25-100 uM) pozorovali aj
ini autori®®. Tieto procesy boli primarne sprostredkova-
né up regulaciou p53/p21wafl/cipl, GADD45a a down
regulaciou cdc2 a cdc25A%9,

Genistein a rakovina prostaty

Rakovina prostaty (PC) je po rakovine koze druhym
najcastejSie diagnostikovanym nadorovym ochorenim
umuzov v USA. Spravidla sa vyskytuje po 50. roku Zivo-
ta a ma relativne dobru prognézu prezitia, ak je diagnos-
tikovana vo vEasnom §tadiu ochorenia a bez metastaz®”.
EGFR a EGF podobné peptidy st casto nadmerne expri-
mované¢ v l'udskych karcindmoch a st schopné induko-
vat’ bunkovu transformaciu®”. Dalu a kol. preukazali, ze
GEN pritomny v strave méze down regulovat’ expresiu
a inhibovat’ fosforylaciu EGFR aj ErbB2/Neu recepto-
ra lokalizovanych na karcindémovych bunkéch prostaty
u potkanov bez vedl'ajsich toxickych ucinkov na hosti-
tela'?.

Je zname, ze bunky v G,/M féze bunkového cyklu st ra-
diosenzitivnejSie nez bunky v inych fazach cyklu. Z toho
dovodu predliecenie PCa buniek GEN spdsobovalo za-
stavenie rastu v G,/M faze cyklu. Tymto mechanizmom
sa moze zvysSovat' ich radiosenzitivita a nasledné usmr-
covanie buniek. Pokles cyklinu Bl a narast p21,, ., po
kombinacii GEN/radiacia, ma takisto za nasledok zasta-
venie rastu v G,/M faze a mdze byt’ spojeny s inhibi-

ciou NF-kB DNA vizbovej aktivity®”. Zaujimavé boli
vysledky stadie, v ktorej GEN (100 uM) zvySoval gluta-
tionperoxidazovu aktivitu v LNCaP aj PC3 bunkéch bez
vyraznych zmien aktivit inych antioxida¢nych enzymov
ako napr. CAT a SOD v porovnani s kontrolou a nizSou
testovanou davkou GEN (5 uM). V LNCaP bunkach
bola navySe down regulovanad expresia mnohych d’al-
Sich génov vratane survivinu (inhibitor apoptézy), DNA
topoizomerazy II, CDC6 a MAPK 6. Z tohto pohl'adu
mdzeme usudzovat’, ze aktivacia glutationperoxidazy je
jeden z dolezitych mechanizmov uc¢inku genisteinu na
bunky karcinomu prostaty®.

V in vitro §tadii GEN a B-lapachon (LP) sposobili za-
stavenie bunkového rastu, apoptézu a nekréozu v PC3
a LNCaP bunkach v zavislosti od davky v monotera-
pii aj v kombinovanej terapii GEN a LP. Pri nizsich
koncentracidach GEN a LP v oboch bunkovych liniach
spdsobovali smrt” apoptozou, pri vyssich koncentraciach
sa progresivne zvysSovala incidencia nekrézy. Avsak
prechod z apoptézy k nekroze moze byt €iastoéne spod-
sobeny aj toxicitou testovanej latky pri vyssich koncen-
traciach. MozZeme vSak konstatovat’, ze bunkova linia
PC3 bola na kombinovant aj monoliecbu citlivejsia nez
LNCaP. Ukazalo sa, Ze LP zastavuje bunkovy rast v G,
a S faze bunkového cyklu, kym GEN indukuje zastave-
nie v G,/M faze. Z tychto vysledkov mdzeme vyvodzo-
vat’ efektivnejsiu inhibiciu delenia buniek za pouzitia
lie¢iv, ktoré reguluju rézne kontrolné body bunkového
cyklu®®. V LNCaP bunkich GEN aktivoval kaspazu-3
a -9 a indukoval apoptézu, pricom t€inok bol omnoho
silnejsi v kombindcii s topotekanom (inhibitor topoizo-
merazy )%,

Genistein a rakovina pecene

Hepatocelularny karcinom (HCC) patri medzi najzaker-
nejSie nadorové ochorenia kvoli velkej chemorezistencii
k sucasne dostupnym antineoplastikdm. Z tohto dovodu
je najucinnejsie chirurgické odstranenie nadoru. Vysoka
incidencia metastaz je vSak najcastejSou pricinou imrtia
pacientov s HCC, preto je potrebné ziskat’ nové, protina-
dorovo a antimetastaticky Gcinné lie¢iva®.

Potencionalne chemopreventivne aj chemoterapeutic-
ké ucinky GEN proti rakovine pecene naznacili viaceré
in vitro stadie. Ukézalo sa, ze GEN indukuje apoptdzu
v réznych bunkovych liniAch HCC, napr. Bel 7402,
HuH-7%7, Hep3B®® a HepG2%. Dalej moZe ovplyvnit’ pro-
gres HCC regulaciou bunkového cyklu, pricom tc¢inkuje
ako sl'ubny inhibitor metastatickych procesov® °®. Napr.
v studii realizovanej na bunkovej linii HepG2 s TPA
(12-O-Tetradekanoylforbol-13-acetat) indukovanou kar-
cinogenézou, GEN efektivne potlacal expresiu MMP-9
supresiou MAPK/AP-1 a PI3K/AKT/NF-«B kaskad, ¢o
nasledne viedlo k potlaceniu metastatického potencialu
a invazivity buniek. Terapeuticky zaujimava je aj schop-
nost’ GEN inhibovat EMT indukovany TGF-f (transfor-
mujuci rastovy faktor beta), ktory je spajany s procesom
metastazovania. Antimetastaticky ucinok GEN v liecbe
HCC spociva aj v inhibicii NFAT1 (nuklearny transkripcny
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faktor aktivovanych T-buniek, dolezity v malignite a pro-
gresii tumoru) zapojeného do aktivacie EMTY.

FAK (focal adhesion kinase) je cytoplazmaticka tyrozinki-
naza asociovana s bunkovym rastom, bunkovou adhéziou
a motilitou. Up reguldcia FAK je spojend s onkogenézou,
na druhej strane nizka expresia je spojena s poklesom bun-
kovej migracie, stratou bunkového uchytenia a indukciou
apoptdzy. Ukazalo sa, ze GEN down reguloval p125FAK,
¢o naznacuje, ze moze sluzit' ako protinddorové agens
v progresii HCC blokovanim FAK signalnych drah®.
U MHCC97-H® a Bel 7402 buniek HCC doslo po po-
dani GEN k zastaveniu bunkového cyklu v G /G, a G,/M
faze a indukcii apoptdzy. GEN navyse redukoval aj adhe-
zivne vlastnosti MHCC97-H buniek®.

Genistein a rakovina zaludka

Je dobre zname, ze naddorové kmenové bunky st zodpo-
vedné za relaps ochorenia. Vynimkou nie st ani kmenové
bunky nadoru zalidka (GCSC — gastric cancer stem cells).
Zistilo sa, ze GEN je schopny inhibovat’ niektoré kl'u¢ové
vlastnosti GCSC ako schopnost’ sebaobnovy ¢i rezistencie
voci liecivam. Navyse GEN inhibuje aj invazivitu a mi-
graénu schopnost’ nadorovych buniek zaltdka’™ ™. Tieto
zmeny boli spojené s inibiciou expresie ABCG2 (ATP-bin-
ding cassette subfamily G member 2) transportné¢ho pro-
teinu, inhibiciou aktivity ERK'2 7 a down regulaciou
expresie Glil™.

V preklinickych stadiach bol GEN (20 mM) schopny
indukovat’ apoptézu u nadorovych buniek izolovanych
zo zalidka znizenim expresie Bcl-2 a up regulaciou
Bax’™. V humannej bunkovej linii BGC-823 nadoru
zaludka GEN inhiboval bunkovu proliferaciu a induko-
val apoptdzu v zavislosti od Casu a davky™. V tomto
modeli molekula FE vykazovala zna¢ny inhibi¢ny efekt
na aktivaciu transkripéného faktora NF-«xB, sposobuju-
cu redukciu koncentracie COX-2 proteinu™. V inej in
vivo $tudii bola u potkanov indukovana karcinogenéza
pomocou N-metyl-N’-nitro-N-nitrézo guanidinu. Na-
sledne boli potkany lie¢ené GEN (30 mg/kg), ¢o vied-
lo k znizeniu mitotickej aktivity a po¢tu ciev antralnej
mukoézy, signifikantnej redukcii incidencie nadorov
zaludka, indukcii apoptdzy a znizeniu angiogenézy uz
existujucich nadorov™®.

Genistein a rakovina pankreasu

Rakovina pankreasu, predovsetkym jeho exokrinnej
zlozky, patri medzi najzhubnejSie nadory vobec a do-
sahuje v zavislosti od Stadia ochorenia extrémne vy-
soki mortalitu’”. Stadia vykonana za hypoxickych
podmienok na bunkovych liniach I'udského adenokar-
cindmu pankreasu Capan-1, Capan-2, AsPc-1, PANC-1
a Mia PaCa-2 preukazala inhibi¢ny efekt GEN na se-
kréciu VEGF a aktivaciu HIF-1, ¢im doSlo k inhibicii
angiogenézy’.

Na druhej strane™ samotny GEN neindukoval apoptozu
a autofagiu nadorovych buniek, ale signifikantne zvySoval
oba tieto procesy indukované 5-fluorouracilom (cytosta-

tikum) spojenu s poklesom expresie bcl-2. Podobne sa
ukazalo, ze GEN potencuje ucinky aj inych protinado-
rovych lie¢iv. Napr. kombinacia erlotinibu (inhibitor
receptorovych tyrozin kinaz) a GEN viedla k znizeniu
prahu pre indukciu apoptézy u BxPC-3, CAPAN-2,
a AsPAC-1 bunkovych 1inii*®. Rovnaky vplyv mala aj
trojkombinacia GEN, erlotinib a gemcitabin (cytosta-
tikum) na nadorové bunky COLO-357. PredlieCenie
GEN blokovalo aj aktivaciu NF-«kB netoxickymi davka-
mi antineoplastik dexecatelom alebo cisplatinou v na-
dorovych bunkach pankreasu (BxPC-3) a podiel’alo sa
na inhibicii bunkového cyklu a indukcii apoptozy®.
No nie na vSetky bunkové linie mal GEN rovnaky sy-
nergicky ucinok. V BxPC-3 bunkach GEN potencoval
down regulaciu survivinu indukovanu erlotinibom, ale
nie v liniich HPAC alebo MIAPaCa. V bunkovej linii
COLO-357 bola inhibicia NF-kB aktivacie po pridani
GEN spojend so zvySenym apoptickym ucinkom erlo-
tinibu a gemcitabinu, ako aj s down regulaciou EGFR,
survivinu a Bel-xL*.

Je zname, ze karcinomy v ktorych je vysoky podiel bu-
niek, ktoré presli EMT, maju vyrazne horsiu prognozu.
Z tohto dévodu je cielom modernej terapie zvratit’ tento
nepriaznivy stav procesom zvanym MET (mesenchymal-
-epithelial transition). Ukazalo sa, ze kombinacia GEN
a miR-223 (MicroRNA-223) viedla k vyraznejSiemu
zvrateniu EMT k MET v pankreatickych nadorovych
bunkéach AsPC-1 GR a BxPC-3 GR v porovnani so sa-
motnym GEN alebo samotnym miR-223. Liecba dalej
inhibovala bunkovtl motilitu a invazivny potencial bu-
niek a zvysSovala ich citlivost’ voc¢i gemcitabinu omnoho
vyraznejsie nez monoterapia danymi zlozkami®?.

Genistein a rakovina plic

Aj v dnesnej dobe patri malobunkovy karcindm pluc
medzi najhorSie formy rakoviny s fatdlnym koncom.
Ukazalo sa, ze GEN vykazuje protinadorové ucinky na
bunkovu liniu H446 malobunkového karcindému pltc,
kde indukoval zastavenie bunkového cyklu v G/M faze
a apoptozu, deregulaciu FoxM1 (Forkhead box proteinu
M1) a jeho cielovych génov (Cdc25B, cyklin B1 a survi-
vin a i.)¥». Na druhej strane v nemalobunkove;j linii A549
doslo uc¢inkom GEN k inhibicii proliferacie, indukcii
apoptozy a aktivacii kaspazy 3 a 9 prostrednictvom regu-
lacie miR-27 (MicroRNA-27) a MET®.

Niektoré stadie poukazuju aj na synergické ucinky GEN,
napr. v A549 bunkidch GEN (5-10 mM) zosiliioval apo-
ptézu a antiproliferaény efekt indukovany trichostatinom
A (TSA — inhibitor histonovych deacetylaz)®. V kombina-
cii s ATRA (all-trans retinoic acid) zase vyrazne inhiboval
invazivitu A549 buniek in vitro, ¢o bolo spojené so znizenim
expresic MUCI1 a ICAM-1 a so zmenou expresie proteinov
regulujucich bunkovy cyklus (CDK4, Rb a p-ERK1/2)
a apoptozu (Bax a Bcl-2)%. Synergické ucinky vykazoval
aj v kombinacii s gefitinibom (inhibitorom EGFR) na bun-
kovej linii H1975 s EGFR s mutaciami L858R a T790M
indukciou apoptdzy a inhibiciou regulatorov rastovych sig-
nalnych drah Akt, EGFR a mTOR®.
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Genistein a nador mozgu

Glioblastom je najagresivnejsi a najcastejsie sa vyskytu-
juci zhubny nador mozgu. Vac¢sina pacientov umiera do
2 rokov od diagnostikovania napriek kombinacii agre-
sivnej chemoterapie, operacie a radioterapie®. Ukazalo
sa, ze GEN (50 uM) znacne zvySoval expresiu p21 v ra-
diosenzitivnych bunkach ludského glioblastomu A172
a Pudského meduloblastému ONS76. ZvySena expresia
p21 spolu so znizenou expresiou cyklinu B1 a CDK1
indukovala zastavenie bunkového cyklu®”. AvSak v ra-
diorezistentnych bunkovych liniach KNS60 a U251MG
tento inhibi¢ny u¢inok nebol pozorovany™.

Inhibicia telomerazovych enzymov je Specialne ciele-
na na terapiu nadorov, pretoze telomerazové enzymy su
pritomné v nadorovych bunkach a absentuju v normal-
nych somatickych bunkdch. GEN (50 uM) sposobuje
pokles expresiec TERT (telometazové reverzné tran-
skriptazy, katalyticka podjednotka telomerazy) v na-
dorovych bunkovych liniach A172, ONS76, KNS60
a U251MG, ¢o vedie k poklesu aktivity telomerazy.
I ked’ GEN ovplyviiuje telomerazovu aktivitu, nevedie
to ku skrateniu telomér, ¢o naznaduje, Ze GEN ma skor
cytostatické nez cytotoxické G¢inky na nadorové bunky
mozgu®). Zaujimavé bolo pozorovanie, ze GEN zniZuje
kaspazovu aktivitu v bunkach l'udského meduloblasto-
mu (D283Med) s naslednou inhibiciou cytotoxickych
(a teda terapeutickych) ucinkov cisplatiny®®. Okrem
toho nie je ani vhodné senzitivizujuce agens na C6
gliomové bunky potkanov v kombindcii s As,O, (oxid
arzenity), lebo pocas kombinovanej terapie doslo iba
k aditivnej inhibicii rastu indukovanej As,O,. Senzitivi-
ta C6 buniek k apoptdze alebo zvysena produkcia ROS
nebola po kombinovanej terapii pozorovana®?.

GEN monoterapia GH3/B6/F10 buniek nadoru hypofy-
zy s vysokou expresiou ER-a a bez ER- sice zvySovala
bunkovu proliferaciu, av§ak ked’ bol GEN (v dietetic-
kych davkach) podavany spolu s E2, pdsobil chemopre-
ventivne a inhiboval prolifera¢ny G¢inok E2°%.

Genistein a hojenie ran

Uz v roku 1986 opisal Harold Dvorak vo svojom ¢lan-
ku ,,Nadory: rany, ktoré sa nehoja“ velku podobnost’
biologickych vlastnosti spojivového tkaniva v ranach
a nadoroch®. DalSie §tidie, ktoré porovnavali tkanivovii
regeneraciu/reparaciu s malignitami preukazali, Ze tieto
dva procesy maju vel'a spolo¢ného®9. Rozdiel je vSak
v tom, Ze hojenie ran charakterizuje skor nedostatok kme-
novych buniek a ich predCasna diferenciacia, co moze
proces predlzovat’ a v niektorych pripadoch viest’ k tvor-
be rozsiahlych jaziev. Vzhl'adom na protikladné ucinky
SERM-ov v réznych tkanivach bolo spravne predpokla-
dat, ze GEN by mohol mat’ pozitivny vplyv na hojenie
ran. Ukazalo sa, 7ze’” GEN urychl'uje hojenie viacerymi
mechanizmami. Zrychlenie migracie keratinocytov, fib-
roblastov aj makrofagov patria medzi tie zakladné. Zau-
jimavé bolo predovsetkym pozorovanie, Ze reepitelizacia
bola urychlena po lie¢be s GEN este vyraznejSie ako po

lie¢be s E2°7- GEN navyse inhiboval fosforylaciu EGFR
a aktivaciu MAPK. Okrem toho GEN tlmil aj expresiu
prozapalovych cytokinov IL-6 (interleukin 6), MIF (mi-
graciu makrofagov inhibujuci faktor) a TNF-a (tumor
nekrotizujuci faktor alfa) v ranach ovarektomizovanych
mysi, a to dokonca v podobnom rozsahu ako E2°7.
Vekom podmienené spomalenie hojenia ran je spajané
s nizkymi hladinami TGF-B1%. V pokusoch uskuto¢-
nenych na ovarektomizovanych potkanoch sa ukazalo,
ze GEN podavany s.c. (1 a 10 mg/kg) vyrazne zvySoval
expresiu TGF-f1, TG2 (tkanivova transglutaminaza 2)
a VEGF v rane v porovnani s kontrolou, pricom nizsia
davka GEN bola ué¢innejsia®. Autori d’alej pozorovali,
ze GEN (opit’ s lepsimi vysledkami pri nizSej koncent-
racii) vyrazne zvysoval pevnost’ rany v porovnani s kon-
trolou a potkanmi dostavajucimi raloxifén alebo E2. Na
druhej strane ovarektomizované potkany lieCené s E2
mali oproti GEN takmer trojndsobne nizsiu pevnost’ ran.
Histologicky obraz ran bol charakteristicky kompletnou
reepitelizaciou, dobre formovanym granulacnym tkani-
vom a adekvatnou pritomnostou kolagénu v rane. V ingj
studii lokalna aplikdcia masti s extraktom izoflavonov
z Trifolium canescens L. a Trifolium pratense L. takisto
zvySovala pevnost’ inciznych ran a kontrakciu exciznych
ran u potkanov. Hojivy potencial 7. canescens bol vSak
vyssi nez u T pratense, o mohlo byt spdsobené vyssim
obsahom izoflavonov v testovanom extrakte!”.
Proliferacia fibroblastov, ich rezistencia k apoptdze a ne-
rovnovaha medzi syntézou a degradaciou ECM (najma
kolagénu) su charakteristické znaky vzniku keloidnych
jaziev'®: 19 CTGF (connective tissue growth factor)
je protein indukovany TGF-f1 v bunkach spojivového
tkaniva. ZvySena a najmé pretrvavajica expresia CTGF
podporuje predizena syntézu kolagénu a jeho ukladanie
a naslednu fibrozu'®Y. GEN potlacal génova expresiu
TGF-B1, B2, B3, nasledkom coho doslo pravdepodob-
ne k poklesu expresic CTGF mRNA a CTGF proteinu
v keloidnych fibroblastoch in vitro. Génova expresia
p53 a p21 ostala nezmenend, preto autori dedukuju, ze
GEN nesposobuje apoptézu v monokulture keloidnych
fibroblastov''V.

Rastové faktory ako napr. EGF, PDGF, TGF-B, FGF
a IGF podporuju proliferaciu a diferenciaciu fibroblastov
v hypertrofickych jazvach, preto zohravaju déleziti ulo-
hu v regulécii tvorby jaziev a fibrozy'*®. Vécsina tych-
to rastovych faktorov pdsobi na bunky prostrednictvom
TPK signalnej transdukcie. Stimulacia hypertrofickych
fibrobalstov s GEN (50 pmol/l alebo 100 pumol/l) po-
tlacala PDGF-stimulovanti TPK aktivaciu a signifikantne
inhibovala RTK-Ras-MAPK (ERK/p38) signalnu drahu,
ucinne inhibovala rast a syntézu kolagénu I a III, priCom
tieto procesy neboli vyrazne inhibované v normalnych
koznych fibroblastoch!®,

Okrem toho sa ukazalo, ze GEN redukoval velkost’
rany, hladinu TNF-o a NF-kB v zavislosti od davky
a zaroven znizoval expresiu Cu/Zn-SOD a Mn-SOD
v skorych fazach hojenia koze'®™ !9, Teda relativne
nizka koncentracia endogénnych enzymov s GEN bola
dosta¢ujlica na vyrovnanie sa s oxidaénym stresom'®.
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Naopak, GEN zvysSoval hladiny NLRP3 (gén kodujuci
kryopyrin) aj IL-1p, ¢im pravdepodobne urychl'oval ho-
jenie ran diabetickych mysi'®®.

Zaver

Monoterapia nadorovych ochoreni v mnohych pripadoch
nedosahuje dostato¢nu klinicku u¢innost’ liecby. Naproti
tomu kombinovanou terapiou je mozné dosiahnut’ inhi-
biciu viacerych/vSetkych délezitych regulacnych drah,
a tym efektivnejSie potlacit’ rast nadoru a znizit' jeho
metastaticky potencidl. Kombinovana terapia navyse
znizuje riziko rezistencie nadorovych buniek voci lieci-
vam, teda zvySuje pravdepodobnost’ remisie ochorenia/
uplného vyliecenia pacienta. Preto individualne navrhnu-
ta terapia komplexom antineoplastik, ktoré ovplyviiuju
vsetky fazy rastu nadoru, je rozhodujtica pre celkovy vy-
sledok lie¢by. Okrem toho je nutné vykonat’ d’alSie Stadie
zamerané na optimalne rozvrhnutie kombinacie lieciv,
¢omu sa stale nevenuje dostato¢na pozornost™®).

Na druhej strane lepsie pochopenie interakcii medzi na-
dorovymi bunkami a nadorovou strémou moze pomoct’
zlepsit’ hojenie ran podporou tvorby granulacného tka-
niva a procesu reepitelizacie rozsiahlych a chronickych
ran. Podobne ako u nadorov, monoterapia nemusi byt
dostato¢na na optimalnu liecbu ran, pretoze expresia
roznych faktorov sa meni v zavislosti od fazy hojenia
rany a Casu. Preto je dolezité do klinickej praxe zaviest’
priestorovo a ¢asovo riadené systémy dodéavania lieciv so
spravnym nacasovanim liecby, aby sa aktivovali rozho-
dujuce regeneraéné procesy'%.
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