APVV-16-0207: Genistein a estrogénova signalizacia: sfubna molekula zlepSujtca hojenie ran u
postmenopauzalnych zien? (Genistein and estrogen signaling: promising molecul improving

tissue repair in post-menopausal women?)

Genistein patri medzi prirodné selektivne
modulatory estrogénovych receptorov (SERM).
SERM su schopné dosiahnut prospesny efekt
estrogénov a zaroven minimalizovat
Skodlivé/neziadice Uc€inky estrogénov na
ostatné organy/tkaniva. Klinicky najznamej$im
predstavitelom pridodnych SERM-vo je
fytoestrogén genistein (Obr. 1).
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Obr. 1 Chemicka Struktara genisteinu.

a) Genistein a endotelova bunka - in vitro

Pre objasnenie mozného mechanizmu ucinku
genisteinu na endotelové bunky (HUVEC) sme
sledovali expresny profil vybranych génov
zapojenych do angiogenézy v pritomnosti
(Tabulka 1) a nepritomnosti VEGF (Tabulka
2). Z 84 analyzovanych génov, 9 génov
ukazalo vyznamnu up-regulaciu u HUVEC
inkubovanych s genisteinom (100 nM) v
pritomnosti VEGF a Zziaden zo sledovanych
génov nebol down-regulovany. Avsak bez
pritomnosti VEGF sme pozorovali len dva
down-regulované a Ziaden up-regulovany gén.

Tabulka 1. Zmena expresie (fold change) génov u
HUVEC vystavenych genisteinu (100 nM) v pritomnosti
VEGF (25 ng/ml) v porovnani s éistym VEGF.

Symbol Nazov génu Genistein+VEGF
génu vs. VEGF
Collagen Type XVIII
COL18AL Alpha 1 Chain 22

Connective  Tissue
CTGF Growth Factor 24
C-X-C Motif
CXCL5 Chemokine Ligand 5 2.8
IL-6 Interleukin 6 2.1
ITGB3 I3ntegr|n Subunit Beta 26
Matrix
MMP-14 Metallopeptidase 14 2.4
TIMP
TIMP-2 Metallopeptidase 2.2
Inhibitor 2
TIMP
TIMP-3 Metallopeptidase 2.2
Inhibitor 3
VEGE-A Vascular Endothelial , ,

Growth Factor A

Tabulka 2. Zmena génovej expresie u HUVEC po
pridani genistinu (100 nM) v porovnani s kontrolou.

Symbol Nazov génu Genistein vs.
génu kontrola
CXCL10 C-X-C Motif 27

Chemokine Ligand 10

SERPINF1

Serpin Family F Member
1 2.1

Estrogény vykazuju protektivny ucinok na
ischémiu koZe aj cestou up-regulacie anti-
apoptotického proteinu Bcl-2 (Toutain et al.
Circ Res. 2009;104(2):245-54). V nasej praci
sme ukazali, Ze genistein tiez up-reguluje Bcl-2
(Obr. 2) o mbze viest k podobnému efektu na

modeli koZného laloka ( ).
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Obr. 2 Western-blot analyza expresie Bcl-2 v
endotelovych bunkach po pridani genisteinu.

b) Genistein a epitelova bunka - in vitro
Cielom naSich dalSich experimentov bolo zistit
ako vybrané rastlinné extrakty obsahujice
fytoestrogény a genistein reguluju diferenciaciu
normalnych keratinocytov (HaCaT) a
nadorovych  buniek  (estrogén  pozitivhy
karcinom prsnika, MCF-7). Ukazali sme, ze
genistein a extrakt dateliny (Trifolium pratense
L.) indukuju expresiu keratinu-8 (luminalny a
prognosticky znak pri karcinéme prsnika) len u
MCF-7 buniek (Obr. 3). Tento efekt sme
nepozorovali u extraktu séje (Glycine max L.
Merr.) a ani u linie keratinocytov HaCaT (Obr.
3). Z tohto pohladu bude eSte potrebné
uskutoCnit dalSi vyskum ¢&i je bezpecné
konzumovat so6ju u pacientov s estrogén
pozitivnym karcinbmom prsnika.
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Obr. 3 Expresny profil keratinocytov HaCaT a
nadorovych buniek MCF-7 po stimuléacii s vybranymi
extraktmi obsahujticimi fytoestrgény a genisteinom.

Tri mesiace po ovarektomii bol na potkanoch
realizovany experiment s prezivanim kozného
laloka po liecbe s genisteinom (Obr. 4).

Obr. 4 Rozmery a rozdelenie (do 4 casti, F1-F4, pre
potreby histolégie) kozného laloka (flap) na chrbte
potkana.



Makroskopicka analyza koznych lalokov
ukazala, Ze systémova lieCba genisteinom je
schopna vyznamne zvysit prezivanie koznych
lalokov u samic potkanov. Najvy$Sia miera
viability bola pozorovana v skupine zvierat
OVX-G3 (zaciatok lieCby s genisteinom 3 dni
pred vytvorenim laloka u ovarektomizovanych
(nelieGena ovarektomizovana kontrola) (Obr.
4b). Napriek tomu, Ze obojstranna analyza
rozptylu neodhalila signifikantné rozdiely medzi
kontrolnou a ovarektomizovanou (Obr. 4a)
skupinou zvierat, porovnanie samotnej lieCby
jasne naznaCuje, Zze protektivny uc€inok
genisteinu na ischémiu koZe je ucinny len
vtedy, ak lie€ba zac&ina tri dni pred chirurgickym
zdkrokom a nie az v deh vytvorenia laloka
(Obr. 4e).
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Obr. 4 Analyza makroskopického hodnotenia
prezivania koznych lalokov u ovarektomizovanych
potkanov po liecbe s genisteinom.

(f)

Histologicka analyza bola vykonana za u¢elom
porovnania  makroskopicky  pozorovanych
ischemickych 1ézii so Struktirou koZe.
Ovarektémia zvySila hustotu aj velkost
mazovych Zliaz a hrubku koZe ako aj vyskyt
tukového tkaniva. Proximalna cast (F1)
vSetkych lalokov nevykazovala Ziadne znamky
ischémie (Obr. 5 F1). Dve stredné Casti lalokov
(F2 a F3) vykazovali rozdielny stupen

poskodenia. Tu boli najdené rozdielne
lokalizované oblasti bohaté na neutrofily
tvoriace demarkacny lem. Zatial ¢o u
nelie¢enych skupin boli vidiet demarkacné linie
v druhej casti lalokov (Obr. 5 F2), liecba
genisteinom zvySila viabilitu a posunula
demarkacny lem do tretej Casti (F3) laloka.
Demarkacné linie u zvierat, u ktorych sa lieCba
zacCala 3 dni pred operaciou, boli umiestnené
dokonca az medzi tretou a Stvrtou ¢astou (F3 /
F4) lalokov. Degeneracia tkaniva smerom k
nekréoze bola prominentna v medialnych
Castiach (F3), hlavne vo vlasovych folikuloch,
mazovych zfazach a v samotnej epidermis, €o
naznacCuje pritomnost’ tzv. "ghost cells" (Obr. 5
F3: detail na epidermis [a] , vlasovy folikul /
mazova zlaza [b] a kolagénova Struktara [c]).
Podobny obraz bol pozorovany aj v distalnych
Castiach koznych lalokov z potkanov lie€enych
genisteinom (Obr. 5 F4). AvSak distalne Casti
(F4) lalokov boli u vSetkych skupin uUplne
poskodené so stratou integrity tkaniva vo
vSetkych vrstvach koze.
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d) Klinicky vyznam

V suéasnosti je genistein v klinickom
testovani a testy naznacuju, ze jeho
systémové uzivanie je efektivne a bezpeéné
pri. prevencii a liecbe vybranych
onkologickych ochoreni (Khan et al. Cancer
Prev Res 2012; 5():309-19; Lohr et al.
Pancreatology 2016; 16(): 640-5). Z tohto
pohladu mézeme predpokladat, ze jeho
testovanie ako molekuly zrychlujucej
hojenie ran u post-menopauzalnych zien by
mohlo byt tiez bezpecné a efektivne. Pokial
by sa nam podarilo najst’ vhodny nosi¢ pre
jeho lokalnu aplikaciu (bez nutnosti
systémovej liecby vo forme napr. aktivheho
krytia ran), zasadnym spoésobom by sme
tak zvysSili a zjednodusili jeho klinicku
aplikovatelnost.




