PROSPECTS

IN PHARMACEUTICAL SCIENCES

Prospects in Pharmaceutical Sciences, 23(1), 80-88
https://prospects.wum.edu.pl/

Review

CARNOSIC ACID IN CARCINOGENESIS: FROM THEORY TO
PRACTICE

Magdalena Wojtczuk' and Agnieszka Dominiak*%3

! Student Scientific Association, Department of Biochemistry and Pharmacogenomics, Faculty of Pharmacy,
Medical University of Warsaw, 02-097 Warsaw, Poland.

2 Department of Biochemistry and Pharmacogenomics, Faculty of Pharmacy, Medical University of Warsaw,
02-097 Warsaw, Poland.

3 Centre for Preclinical Research, Medical University of Warsaw, 02-097 Warsaw, Poland.

* Correspondence, e-mail: agnieszka.dominiak@wum.edu.pl

Received: 05.12.2024 / Accepted: 10.01.2025 / Published: 27.02.2025

ABSTRACT

In light of the steadily increasing number of cancer diagnoses, there is a growing urgency to identify
effective methods for prevention and anti-cancer therapy. Notably, approximately 50% of all clinical
drugs are derived from natural sources, thus phytochemicals emerge as a promising option. One such
candidate is carnosic acid, a phenolic diterpenoid compound richly found in rosemary (Rosmarinus
officinalis L.). Over the past decade, there has been a significant increase in the number of in vitro and
in vivo studies on the biological activities of carnosic acid and its derivatives. Carnosic acid has been
shown to enhance antioxidant defense, inhibit the activity of proteolytic enzymes, block epithelial-
mesenchymal transition and reduce cell adhesion and migration, as well as prevent tumor invasion and
metastasis. Finally, it promotes tumor cell death through apoptosis and autophagy. Its effectiveness
as a chemopreventive, antiproliferative, and anti-invasive agent in human cell lines and syngeneic cancer
models, coupled with its synergistic effects when used in combination with chemotherapeutic drugs, low
cost, and relatively simple acquisition, underscores the potential of carnosic acid in cancer treatment.
However, despite promising preclinical findings, clinical validation is still lacking. Several areas remain
to be explored, such as the pharmacokinetics of carnosic acid in the human body, the need for dosage
adjustments, and safe exposure durations. Before carnosic acid can be used in patients, a comprehensive
safety assessment is essential and the individual metabolic profiles should be taken into account. While
carnosic acid-containing functional foods seem to be a promising strategy to reduce the global cancer
burden, clinical trials using carnosic acid in oncology are still fully justified.
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1. Wstep

Nowotwory sa jednym z gtéownych problemow
zdrowotnych wspoétczesnego spoteczenstwa. Wptywaja nie
tylko na zdrowie fizyczne, ale takze na psychiczne i
emocjonalne dobro pacjentow i ich bliskich. W obliczu stale
rosnacej liczby przypadkéw rozpoznania nowotworéw na
Swiecie oraz coraz pilniejszej potrzeby wprowadzenia
skutecznych  metod zapobiegania jak i terapii
przeciwnowotworowej, badacze wciaz intensywnie
poszukuja zwiazkow o takim dziataniu. W ciagu ostatnich lat
przeprowadzano wiele badan nad wprowadzeniem nowych
substancji, ktore bytyby bezpieczna i skuteczna alternatywa

dla istniejacych juz terapii. Poszukuje sie zwiazkow
o zadowalajacej skutecznosci, ktorych efekty uboczne nie
beda tak silne jak te towarzyszace klasycznej
chemioterapii,  ktére ponadto nie beda indukowac
mechanizméw wielolekoopornosci i charakteryzowac
bedzie je synergizm dziatania z innymi lekami.

Dane statystyczne wskazuja, ze wsrod wszystkich
nowotworow az okoto 20-25% stanowia nowotwory dieto-
zalezne [1, 2]. Odkrycie powigzan miedzy sktadnikami
diety a zachorowalnoscia na nowotwory sktonito do
przypuszczen, ze substancje chemiczne pochodzenia
roslinnego, mimo czesto znikomych wartosci odzywczych,
wywieraja istotne efekty chemoprewencyjne.
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Randomizowane badania populacyjne potwierdzaja, ze
fitochemikalia zawarte w warzywach, ziotach i zbozach
moga zmniejszac zagrozenie zachorowania na tzw. choroby
cywilizacyjne, w tym chroni¢ przed rozwojem raka,
a dodatkowo na wzgledzie nalezy mie¢, ze chemoprewencja
z wykorzystaniem sktadnikow diety jest niewatpliwie
stosunkowo tatwym do wdrozenia dziataniem [3-6].

Zwiazki pochodzenia roslinnego o wtasciwosciach
antyproliferacyjnych daja nadzieje na opracowanie nowych
lub  modyfikacji  istniejacych  schematow  terapii
nowotworow. Wydaje sie, ze kwas karnozowy (z ang.
carnosic acid, CA) ze wzgledu na jego szerokie wtasciwosci
biologiczne, w tym antyoksydacyjne, antiadipogenne,
przeciwzapalne i przeciwbakteryjne, nalezy zaklasyfikowac
réwniez do tej grupy [7, 8].

Liczne badania wskazuja, ze CA moze wptywac na
kluczowe mechanizmy w procesie nowotworzenia, takie jak
proliferacja, apoptoza, autofagia i angiogeneza [8]. Badania
in vitro dostarczaja wydaje sie mocnych dowodow na
przeciwnowotworowe wtasciwosci CA, jednak pojawiaja sie
problemy podczas jego aplikacji, wynikajace z niskiej
rozpuszczalnosci i ograniczonej biodostepnosci.

Niniejszy przeglad jest zbiorem dotychczasowej wiedzy,
ktorego celem jest wskazanie aktualnych potrzeb i
okreslenie kierunku kontynuacji badan nad wykorzystaniem
CA w onkologii.

2. Wtasciwosci fizyko-chemiczne i farmakokinetyczne
kwasu karnozowego

CA jest naturalnie wystepujacym zwiazkiem szeroko
rozpowszechnionym w roslinach z rodziny Lamiaceae,
w szczegolnosci w rozmarynie lekarskim (Rosmarinus
officinalis L.) [9]. Po raz pierwszy zwiazek ten zostat odkryty
w Salvia officinalis L. w drugiej potowie XX wieku, nastepnie
znacznie wyzsza zawartos¢, okoto 3%, stwierdzono
w suszonych lisciach Rosmarinus officinalis. Zawartos¢ CA
w tych roslinach jest warunkowana wieloma czynnikami,
w tym istotne wydaja sie warunki srodowiskowe i faza
wzrostu. CA i jego pochodne sa obecne réwniez
w powszechnie uzywanych przyprawach jak oregano, melisa
i majeranek. Stwierdza sie ich obecnos¢ w zielonych
czesciach  nadziemnych  roslin, w  szczegolnosci
w chloroplastach lisci i w ptatkach [3, 10].

Aktualnie ekstrakty z rozmarynu, bogate w CA, jako
efektywne przeciwutleniacze podlegaja masowej produkcji.
Bezpieczenstwo ich stosowania zostato potwierdzone przez
Unie Europejska z zaznaczeniem dopuszczalnego ich
dziennego spozycia siegajacego maksymalnie do 0,3 mg/kg
masy ciata. Ekstrakty z rozmarynu otrzymaty rowniez status
GRAS (Generally Recognized as Safe) od Amerykanskiej
Agencji ds. Zywnoéci i Lekéw (FDA) [11, 12]. Wobec
powyzszego coraz czesciej standaryzowane ekstrakty
znajduja  zastosowanie w przemysle przetworstwa
spozywczego, w celu konserwacji zywnosci, gdzie ich
obecnos¢ sygnowana jest jako E392, oraz w przemysle
kosmetycznym.

CA (Ryc. 1) to zwiazek diterpenowy o wzorze CyoH2304,
zawierajacy dwie grupy hydroksylowe w pozycji C11 i C12
[9, 13]. Charakterystyka CA wskazuje, ze jest to krystaliczny
proszek w kolorze od bezbarwnego do jasnozottego,
nierozpuszczalny w wodzie, za to tatwo rozpuszczalny
(30 mg/ml) w rozpuszczalnikach organicznych [9]. Jest dos¢
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nietrwaty zwtaszcza w roztworach i pod dziataniem
wysokiej temperatury (powyzej 60°C) ulega utlenieniu.

CH
OH 3
HO
CH,
HOOC

Ryc. 1. Wz6r kwasu karnozowego

Wykazano, ze CA po podaniu doustnym szczurom
wchtania sie w jelicie cienkim i jego stezenie krazace
utrzymuje sie na poziomie 0,39 pg/ml przez okres 4 godzin
[14]. Metabolizm CA obejmuje glukuronidacje, utlenianie
oraz metylacje. Jego pochodne glukuronidowe wykryto
W 0S0CZU szczura juz po 25 minutach po podaniu doustnym.
Wykazuje on rowniez zdolnosc przenikania przez bariere
krew-mozg [15, 16]. Po podaniu doustnym za pomoca
sondy udowodniono, ze CA wchtania sie gtownie w katnicy
i okreznicy myszy. Biodostepnos¢ CA wynosi 40,1% po
6 godzinach od podania doustnego w dawce 64,3 mg/kg.
Obecnos¢ kwasu wykazano w tresci jelitowej, watrobie,
tkance miesniowej brzucha oraz w konczynach szczura po
doustnym podaniu, a gtdwna droga eliminacji jest kat [17].
Z drugiej strony, Yan i wsp. oszacowali biodostepnosc¢ CA
na poziomie 65% po podaniu dozylnym i dozotadkowym
w dawce 90 mg/kg [18]. Analiza powyzszych danych
jednoznacznie wskazuje na brak ich spéjnosci. Dodatkowo,
szczegdtowe informacje na temat charakterystyki
wchtaniania, metabolizmu oraz jego dystrybucji tkankowej
w organizmie ludzkim pozostaja nieznane. Istotna wydaje
sie ocena roli mikrobioty jelitowej w procesach
metabolizmu CA.

Na drodze utlenienia, CA ulega przeksztatceniu
w pochodne jak karnozol, zwiazek z 2 grupami
hydroksylowymi w pozycjach C-11 i C-12 oraz reszta
laktonowa. Proces ten ma miejsce np. podczas gotowania,
ale moze rowniez prowadzi¢ do powstania szeregu innych
pochodnych fenoli i chinondw. Utlenianie CA moze
alternatywnie prowadzi¢ do powstania rozmanolu.
Karnozol moze by¢ przeksztatcony w epirosmanol na
drodze hydroksylacji przy C-7 pierscienia laktonowego,
podczas gdy metylacja grupy karboksylowej CA prowadzi
do powstania metylokarnostanu [19, 20].

Nieliczne doniesienia wskazuja na niezadowalajace
wtasciwosci farmakokinetyczne CA [21, 22]. W zwiazku
z tym opracowywane sa efektywne systemy dostarczania
CA, w tym nanoemulsje, liposomy czy nanoczasteczki,
dzieki ktorym mozliwe bedzie pokonanie bariery stabej
rozpuszczalnosci [23, 24].

3. Wtasciwosci biologiczne kwasu karnozowego

Kwas karnozowy jest znany z szerokiego zakresu
wtasciwosci biologicznych, ale wciaz kluczowa kwestia jest
poznanie w petni jego mozliwosci i wykorzystanie ich
w praktyce medycznej.



3.1. Dziatanie przeciwutleniajace i przeciwzapalne

Kwas karnozowy jest przyktadem naturalnego zwiazku
posiadajacego ugrupowanie fenolowe w swojej strukturze.
Wykazuje wtasciwosci przeciwutleniajace i przeciwzapalne;
wychwytuje on reaktywne formy tlenu (ROS) oraz wzmacnia
obrone antyoksydacyjna. Udowodniono, ze zmiata rodniki
hydroksylowe, DPPH [25] oraz sol amonowa kwasu
2,2- azynobis(3etylobenzotiazolino-6-sulfonianowego) [10].
Kwas karnozowy wptywa na wzrost poziomu glutationu
w komoérkach oraz wzmacnia aktywnos¢  enzymow
antyoksydacyjnych takich jak dysmutaza ponadtlenkowa
(SOD), katalaza (CAT) oraz peroksydaza glutationowa (GPx).
Mechanizm dziatania przeciwzapalnego CA opiera sie na
modulacji wielu szlakéow sygnatowych stanu zapalnego,
m.in. NF-kB, MAPK, Nrf2 czy szlaku SIRT i inflamasomu
NRLP3. Poprzez tak rdzne sciezki sygnatowe CA obniza
ekspresje cytokin prozapalnych, czasteczek adhezyjnych,
prostaglandyn oraz chemokin, prowadzac do tagodzenia
odpowiedzi immunologicznej [26]. Wykazano, ze CA
hamowat ekspresje syntazy prostaglandyny E-1 (mPGES-1),
indukowanej syntazy tlenku azotu (iNOS) i cyklooksygenazy-
2 (COX-2) u szczurdw z zapaleniem stawow [27].

Doniesienia literaturowe potwierdzaja, ze ekstrakty
zrozmarynu posiadaja  przeciwzapalne  wtasciwosci
odgrywajace istotng role w chorobach ptuc, jelit, skory,
nerek, serca, neurondw oraz srodbtonka, a takze wykazano,
ze tagodza proces zapalny towarzyszacy cukrzycy i otytosci
[26].

3.2. Dziatanie neuroprotekcyjne

Kwas karnozowy wptywa na ochrone neuronéw poprzez
szereg roznorodnych i ztozonych mechanizmow, ktére nie sg
jeszcze w petni wyjasnione. Po pierwsze, udowodniono, ze
zapobiega neurodegeneracji wywotanej odktadaniem
ztogow B amyloidu (AB) w strukturach moézgu. Istotnie
redukuje toksycznos¢ AB, dzieki temu moze zapobiegac
uszkodzeniom neuronéw [28, 29].

Kolejnym istotnym mechanizmem jest indukcja
autofagii, procesu homeostatycznego, ktory pozwala na
usuwanie uszkodzonych biatek i organelli w komérkach
nerwowych. Dysregulacja tego procesu lub catkowita jego
utrata towarzyszy chorobom neurodegeneracyjnym.
Przeprowadzone badania wykazaty, ze autofagia
indukowana przez CA za posrednictwem kinazy biatkowej
aktywowanej przez AMP (AMPK) jest istotnym regulatorem
metabolizmu  komoérkowego. AMPK aktywuje proces
autofagii w celu ochrony przed stresem oksydacyjnym i
dysfunkcja  mitochondriow, co  podkresla  wptyw
terapeutyczny CA wobec toksycznosci B-amyloidu [30].

Dodatkowo, CA tagodzi stres oksydacyjny w neuronach
poprzez modulacje ekspresji enzymow przeciwutleniajacych,
a nadmiar ROS moze prowadzi¢ do uszkodzen komorkowych
i przyspieszaé procesy obumierania [31]. Chi-Rei i wsp.
udowodnili, ze CA chroni przed toksycznoscia
6-hydroksydopaminy (6-OHDA) w modelu indukowanej in
vivo choroby Parkinsona [32].

3.3. Dziatanie hipoglikemiczne

Zainteresowanie hipoglikemiczna rolg CA pozostaje na
réwni z zainteresowaniem jego wtasciwosciami przeciw-
nowotworowymi. Mechanizm korzystnego wptywu na
homeostaze glukozy nie jest oczywisty, mimo to pojawia sie
coraz wiecej doniesien, ktére udowadniaja jego korzystny
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efekt. Wykazano, ze suplementacja tym zwiazkiem
zmniejsza przyrost masy ciata oraz glikemie na czczo,
a takze poprawia wrazliwos¢ komorek na insuline. Wyniki
badan potwierdzaja korzystny wptyw CA w przewlektych
schorzeniach, takich jak cukrzyca typu 2 oraz otytosc [33].
Zrozumienie mechanizmu blokowania adipogenezy przez
CA wydaje sie by¢ kluczowe w nowym jego zastosowaniu:
zapobieganiu i/lub leczeniu otytosci [34]. CA stymuluje
transport glukozy z tkanek obwodowych, miedzy innymi
z miesni szkieletowych [33]. Wykazano, ze suplementacja
CA obniza poziom powstawania dialdehydu malonowego i
koncowych  produktow  procesow  glikacji  [35].
Dziewiecdziesieciodniowa kuracja herbata rozmarynowa
obnizyta poziom hemoglobiny glikowanej o 15% [36].

Ponadto, w oparciu o dokowanie molekularne
wykazano, ze CA moze wigza¢ sie z resztami
aminokwasowymi glukozydazy = poprzez  wiazanie
wodorowe i sity van der Waalsa, co w konsekwencji moze
zmienia¢ konformacje tego enzymu i tym samym obnizaé
jego aktywnos¢. Hamowanie aktywnosci a-glukozydazy
jest jedna z metod dziatania dostepnych na rynku lekow
przeciwcukrzycowych [37]. Dotychczasowe wyniki badan
in vitro i in vivo wskazuja jednoznacznie na
przeciwcukrzycowy potencjat CA i konieczna wydaje sie
weryfikacja tych wtasciwosci w warunkach klinicznych.

3.4, Dziatanie przeciwbakteryjne

Kwas karnozowy, jako naturalny zwiazek, poddawany
jest szerokiemu spektrum badan, aby méc w petni
wykorzysta¢ jego prozdrowotne wtasciwosci. Kolejnym
przyktadem takiego dziatania jest udowodniona aktywnos¢
przeciwdrobnoustrojowa. Sugeruje sig, ze jego chemiczna
struktura, podobnie jak innych diterpenow fenolowych,
pozwala na przedostawanie si¢ do btony bakteryjnej i
tworzenie wiazan wodorowych oraz/lub modulowanie
potencjatu btonowego, zmieniajac w ten sposob
przepuszczalnosc bton [38, 39]. Zatem najprawdopodobniej
dziatanie CA polega na uszkadzaniu btony komdrkowej
patogendw. Inne doniesienia sugeruja jego wptyw na
unieczynnianie enzymow komorkowych. Badania wykazaty
rowniez, ze CA az 16-krotnie zwieksza efektywnosc¢
wybranych antybiotykdw: erytromycyny i tetracykliny.
Wskazuje to zatem, ze CA, poza bezposrednim dziataniem
antybakteryjnym, moze dziata¢ synergistycznie z innymi
substancjami przeciwdrobnoustrojowymi i tym samym
zwigksza¢ skutecznos¢ terapii [10]. Udowodniono, ze
ekstrakt metanolowy z rozmarynu (30% kwasu karnozowego,
16% karnozolu i 5% kwasu rozmarynowego) byt
najskuteczniejszym Srodkiem przeciwdrobnoustrojowym
przeciwko bakteriom Gram-dodatnim, podczas gdy
ekstrakty wodne charakteryzowaty sie wybiorczymi
wtasciwosciami przeciwdrobnoustrojowymi; wykazano ich
aktywnos¢ tylko wobec S. aureus. Analogiczne wyniki
uzyskano z zastosowaniem czystego kwasu rozmarynowego
[7].

3.5. Dziatanie przeciwnowotworowe

Kwas karnozowy i jego pochodne posiadaja szereg
udowodnionych korzystnych wtasciwosci w walce z
nowotworami. Dziatanie przeciwutleniajace i przeciwzapalne
CA pozwala istotnie ogranicza¢ rozprzestrzenianie sie
komorek nowotworowych. Udowodniono, ze redukuje on
poziom wolnych rodnikow, wzmachia obrone
antyoksydacyjna i zmniejsza stan zapalny w organizmie.
Zwiazek ten posiada zdolnosci antyproliferacyjne, dzieki
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czemu moze powstrzymywac niekontrolowane namnazanie
sie komorek nowotworowych, a takze wykazuje dziatanie
hamujace migracje komodrek poprzez modulowanie
aktywnos¢ enzymow degradujacych macierz
zewnatrzkomorkowa [11, 13]. W literaturze znalez¢ mozna
szereg przyktadow aktywnosci przeciwnowotworowej
ekstraktow z rozmarynu, wskazujace na ich wtasciwosci
chemoprewencyjne, antyproliferacyjne i antyinwazyjne.
Doniesienia te potwierdzaja, ze CA i jego pochodne
wywieraja dziatanie na kazdym etapie zaawansowania raka.
Przeprowadzono szereg eksperymentow w warunkach
in vitro badajacych wptyw CA na rdézne typy nowotworow,
w tym raka piersi, ptuc, watroby, zotadka, mozgu, prostaty,
jelita grubego i w biataczkach [11, 40-45]. Nalezy jednak
zauwazy¢, ze w powyzszych badaniach grupe kontrolng
stanowity wytacznie komorki nowotworowe nie poddane
traktowaniu badanymi zwiazkami; brakuje odniesienia do
komorek nieobjetych kancerogeneza i tym samym istnieje
koniecznos¢ oceny wptywu CA na przezywalnos¢ komorek
prawidtowych.

4. Przeciwnowotworowe mechanizmy kwasu karnozowego

Szlak Nrf2 jest coraz czesciej wskazywany jako istotny
punkt uchwytu w terapii jak i profilaktyce nowotworow [46,
47]. Nrf2 (ang. nuclear factor erythroid 2-related factor 2)
jest jadrowym czynnikiem transkrypcyjnym pochodzenia
erytroidalnego typu 2, kontrolujacym ekspresje genow
zwiazanych z ochrona antyoksydacyjna  komorek.
W warunkach  fizjologicznych  Nrf2  jest  zwiazany
w kompleksie z biatkiem Keap1 i zawieszony w cytoplazmie.
W takim stanie czynnik ten jest nieaktywny. W momencie
ekspozycji na stres oksydacyjny dochodzi do modyfikacji
tego kompleksu i czynnik transkrypcyjny zostaje uwolniony,
po czym przedostaje sie do jadra komoérkowego inicjujac
transkrypcje genow, ktore kontroluja ekspresje wielu biatek
cytoprotekcyjnych, m.in. oksygenazy hemowej 1 (HO-1),
sestryny-2, S-transferazy glutationowej (GST), reduktazy
glutationu  (GR), reduktazy tioredoksyny (TR) i
peroksyredoksyny (Prx). Badania wykazaty, ze CA w stezeniu
20 pM lub ekstrakt z rozmarynu w stezeniu 20 pg/ml
pobudzaja ekspresje Nrf2 w komorkach raka jelita grubego,
sprzyjaja jego dojadrowej migracji i interakcji z elementem
odpowiedzi antyoksydacyjnej (ARE) prowadzac ostatecznie
do neutralizacji kancerogendw, w tym wolnych rodnikow.
Strategia ta moze by¢ wykorzystana w celu zahamowania,
a takze odwrocenia procesow nowotworzenia w jego
poczatkowych stadiach [48, 49].

Sugeruje sie, ze dziatanie przeciwnowotworowe CA
(Ryc. 2) zwiazane jest z hamowaniem Sciezki MAPK. Szlak
ten stanowi duza rodzina aktywowanych przez mitogeny
kinaz serynowych/treoninowych, ktore wyzwalaja kaskade
fosforylacji prowadzaca do specyficznych odpowiedzi
komorkowych, w tym indukcji enzymow proteolitycznych
[50, 51]. Doniesienia ostatnich lat po raz kolejny
potwierdzaja wspomniany mechanizm dziatania CA
(10-40 pM). Hamuje on przerzuty i inwazje komorek
ludzkiego raka ptaskonabtonkowego przetyku
prawdopodobnie przez supresje szlakow sygnatowych trzech
rodzin kinaz MAP: pERK, pJNK i p-38 [52].

Mechanizm dziatania CA (Ryc. 2) zwiazany jest rowniez
zmodulacja ekspresji genow kodujacych biatka przeciwzapalne
i przeciwutleniajace [11, 53]. Cyklooksygenaza-2 (COX-2)
jest jednym z enzymow przeciwzapalnych stymulujacych
produkcje  prostaglandyn, czasteczek  sygnatowych
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bioracych udziat w reakcjach zapalnych. Enzym ten
aktywowany jest w odpowiedzi na uszkodzenie tkanek,

i R v Hamowanie
tywacja A rzerzutow
autofagii \ -ERK, P
~ LAk/mTor JMapk: Nk
Q Sestrin-2/LKB1/AMPK -p-38
C
\ OH | "
| Bax, Bad HOOC, [ " o
R e N : o
’ ( ) ——— Neutrali
Aktywacja ‘ Nrf2 - eutra |zac|?
L | - kancerogenéw
apoptozy N
HC  CH
E-kadheryna W Oy \ \ 3
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1 MMP-9 \ *
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Ryc. 2. Przeciwnowotworowe mechanizmy dziatania
kwasu karnozowego. Udowodniono, ze CA istotnie
ogranicza aktywnosci enzymow proteolitycznych, blokuje
przejscie nabtonkowo-mezenchymalne, adhezje i migracje
komorek oraz zapobiega inwazji i przerzutowaniu
nowotwordw, stymulujac w tym samym czasie
neutralizacje kancerogendw. Ostatecznie CA aktywuje
smier¢ komorek nowotworowych na drodze apoptozy i
autofagii.

infekcje czy inne procesy wywotujace stan zapalny [54].
W badaniach na réznych modelach nowotworowych linii
komorkowych wykazano nadekspresje tego enzymu. COX-
2 wykazuje dziatanie promujace wzrost zmutowanych
komorek, tworzenie nowych naczyn krwionosnych i
powstanie przerzutow. Natomiast prostaglandyny,
produkowane w wyniku jego aktywacji, moga promowac
podziaty komorkowe i wspiera¢ przetrwanie komorek
nowotworowych [55, 56]. Badania udowodnity, ze CA
obniza COX-2 na poziomie mRNA i biatka oraz promuje
apoptoze komorek nowotworowych jelita grubego. Okoto
50% obnizenie ekspresji COX-2 obserwowano po
24 godzinnym traktowaniu komoérek CA w stezeniu
24-48 pM, znacznie silniejszy efekt uzyskano przy stezeniu
96 pPM. Wykazano rowniez jego hamujacy wptyw na
adhezje i migracje badanych linii [57].

Inwazja nowotworowa  jest  skomplikowanym
procesem, ktory wymaga udziatu wielu réznych czynnikow
pozwalajacych komérkom nowotworowym oderwac sie od
miejsca pierwotnego guza i migrowac do innych tkanek.
Jednym z takich czynnikow jest wydzielanie enzymow
proteolitycznych, ktére odpowiadaja za degradacje
macierzy zewnatrzkomoérkowej. Wsréd nich znajduja sie
metaloproteinazy macierzy pozakomodrkowej (MMP) oraz
proteazy serynowe [58]. Zalezne od CA (o stezeniu 12-96 uM)
hamowanie migracji komorek miato zwiazek z obnizeniem
aktywnosci enzymow proteolitycznych takich jak MMP-9,
MMP-2 oraz urokinazowego aktywatora plazminogenu uPA
[57].

Uwaza sig, ze zjawiskiem sprzyjajacym powstawaniu
przerzutow jest przejscie nabtonkowo-mezenchymalne
(EMT) [59]. Jest to proces nabywania przez spolaryzowane
komorki nabtonkowe fenotypu komorki mezenchymalnej.
Przejscie to warunkuje zwiekszona zdolnos¢ migracyjna
i inwazyjnos$¢ komorek nowotworowych, ale takze pozwala
na uzyskanie opornosci na apoptoze [60, 61]. Komorki po
EMT charakteryzuja sie zmniejszona ekspresja genow
nabtonkowych, kodujacych takie biatka jak E-kadheryny i
okludyny, na korzys¢ nabywania markerow



mezenchymalnych, w tym wimentyny i fibronektyny [62].
Soi wsp. wykazali, ze traktowanie komdrek czerniaka
B16F10 CA (w stezeniu 10 pmol/L) powoduje zwiekszong
ekspresje E-kadheryny oraz zmniejszenie ekspresji
wimentyny. Obserwacje te sugeruja zalezng od CA inhibicje
EMT w komorkach czerniaka [63]. Zrozumienie dynamiki
procesu rozprzestrzeniania sie komorek nowotworowych
jest kluczowe w poszukiwaniu nowych celow terapii, ktore
zahamuja przerzuty raka i ostatecznie doprowadza do
Smierci tych komorek [60].

Wiele badan donosi, ze indukcja apoptozy jest istotnym
mechanizmem dziatania zwiazkéw potencjalnie przeciw-
nowotworowych. Programowana $mieré prowadzi do
usuwania uszkodzonych, niepotrzebnych komoérek bez
wywotywania stanu zapalnego i towarzyszy procesom
fizjologicznym oraz ma miejsce w patologii. W przypadku
choréb nowotworowych mamy do czynienia z ostabieniem
procesow apoptozy, co skutkuje kumulacja uszkodzonych
komorki z defektami molekularnymi [64]. W badaniach na
ludzkich liniach komoérkowych raka szyjki macicy CaSki i
SiHa udowodniono, ze CA hamuje wzrost komorek w sposob
zalezny od dawki (10-100 pM) i czasu ekspozycji (24-72
godziny). Przebieg apoptozy jest zalezny od szlaku
sygnatowego, w ktorym posrednicza kaspazy, ktore
ostatecznie degraduja biatka komorkowe. W badaniach na
liniach komoérkowych raka szyjki macicy traktowanych CA
(10 uM) przez okres 24 godzin odnotowano wyzsze stezenia
biatek proapoptycznych, takich jak Bax, Bad, oraz
obserwowano obnizenie poziomu biatka antyapoptycznego
Bcl-2 w poréwnaniu do grupy kontrolnej. Ponadto,
wykazano rowniez wzrost ekspresji i poziomu biatka kaspazy
31 9. Udowodniono zatem, ze CA (10 uM) indukuje $mierc
komédrek nowotworowych na drodze aktywacji szlaku
sygnatowego apoptozy (Ryc. 2) [65]. Podobnie, indukcje
apoptozy  zaobserwowano podczas  eksperymentow
prowadzonych na linii komorkowej raka zotadka AGS
i MKN-45; CA stosowano w stezeniu 20 i 25 pg/mL [45].
Nalezy zauwazy¢, ze ograniczeniem chemioterapii
u pacjentow jest czesto uodpornienie sie komorek
nowotworowych na indukowany proces apoptozy. Wydaje
sie zatem, ze terapie ukierunkowane na rozne rodzaje
Smierci  komorki sa znacznie bardziej atrakcyjne
z onkologicznego punktu widzenia [66].

W ostatnim czasie, poza aktywacja apoptozy, autofagia
takze zostata przedstawiona jako kolejny mechanizm
Smierci komorki, aktywowany przez CA [66]. Efektem
autofagii jest degradacja elementow cytoplazmy oraz biatek
w niej wystepujacych, ktoére ulegty uszkodzeniu lub sa
zbedne. Proces autofagii regulowany jest przez wiele
szlakow, miedzy innymi poprzez Akt/mTOR, ktory z reguty
podlega konstytutywnej aktywacji w komorkach wielu
rodzajow nowotworéw [67]. Badania na linii komorkowej
raka watroby HepG2 wykazaty, iz CA (80 pM) indukowat
w nich $mier¢ komorek na drodze autofagii. Efekt ten
wywierat poprzez hamowanie szlaku Akt/mTOR [66].
U podstaw przeciwnowotworowego dziatanie CA (50 pM)
wobec raka ptuc lezy indukcja autofagii poprzez kaskade
sygnalizacyjng Sestrin-2/LKB1/AMPK. Aktywacja kinazy
biatkowej aktywowanej przez AMP (AMPK) jest kojarzona ze
zwiekszonym przezyciem u pacjentdw z niedrobno-
komadrkowym rakiem ptuca [68].

Poza bezposrednim dziataniem przeciwnowotworowym
(Ryc. 2) samego CA, istotne jest takze jego wspotdziatanie
z innym zwigzkami/lekami stosowanymi w terapii i
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chemoprewencji. Istnieja przypuszczenia, ze CA bedzie
wykazywat synergizm dziatania w schematach terapii
skojarzonej i zapobiegat opornosci wielolekowej, z uwagi
na hamujacy jego wptyw na glikoproteine P, ktora
odpowiada za wypompowanie lekéw z cytozolu komorki
[69]. Mozna doszuka¢ sie coraz wiecej prac na to
wskazujacych [70], wsrod nich jest skojarzenie CA
z temozolomidem (TMZ), lekiem pierwszego rzutu
w leczeniu glejaka. Czestym problemem monoterapii TMZ
jest rozwiniecie chemioopornosci, co jest rownoznaczne
Z niepowodzeniem leczenia. W badaniu na dwdch liniach
komorkowych glejaka U251 oraz LN229 zaobserwowano,
ze podawanie CA (10 uM) i TMZ wywiera znacznie silniejsze
efekty hamujace wzrost komorek guza. CA wzmocnit
indukowanga przez TMZ apoptoze. Dodatkowo, wykazano,
ze potaczenie tych zwiazkoéw indukowato autofagie
w komdrkach nowotworowych [71]. Inna grupa badawcza
udowodnita, ze ekstrakt z rozmarynu (20 pg/mL) wykazuje
zalezne od dawki dziatanie przeciwnowotworowe
iwywiera efekt synergistyczny w  potaczeniu
z 5-fluorouracylem (5-FU) wobec komdrek raka jelita
grubego. Dowiedziono rowniez, ze ekstrakt uwrazliwia
oporne komorki na 5-FU [72].

Aktywna forma witaminy D3, 1,25(0H)2D3, ma silne
dziatanie stymulujace réznicowanie i moze by¢ skuteczna
w leczeniu ostrych biataczek szpikowych. Niestety,
stosowanie aktywnej formy witaminy D w skutecznych
dawkach jest obarczone ryzykiem groznej hiperkalcemii
[73]. Badania na liniach komorek ludzkiej biataczki
szpikowej (HL60, U937) oraz na syngenicznym modelu guza
biataczki wykazaty wzmocnione dziatanie antyprolifera-
cyjne i roznicujace 1,25(0H)2D3 w potaczeniu z 10 uM CA
lub 1% ekstraktem z rozmarynu. W badaniu tym stosowano
niskie dawki 1,25(0H)2D3 i dzieki temu wyeliminowano
mozliwos¢ rozwiniecia hiperkalcemii [74].

5. Kwas karnozowy w badaniach klinicznych

W bazie ClinicalTrials.gov nie ma doniesien na temat
prowadzonych badan klinicznych z  bezposrednim
zastosowaniem CA u pacjentow onkologicznych. Doszukac
sie mozna badan, w ktorych stosowano rozmaryn
w réznych formulacjach.

Z uwagi na to, ze neuropatia obwodowa jest jednym
Z najczestszych ciezkich dziatan niepozadanych
wywotanych chemioterapia, prowadzona jest ocena
skutecznosci  miejscowego stosowania 10% olejku
zrozmarynu w tej grupie chorych (NCT05855044).
Pacjenci aplikowali go na dtonie i stopy raz dziennie przez
okres 24 tygodni. Efekt stosowania olejku zostanie
oceniony przy pomocy kwestionariusza EORTC QLQ-CIPN20
stuzacego do pomiaru nasilenia bdlu i objawow
czynnosciowych. W  podobnym  badaniu zostanie
przetestowana hipoteza zaktadajaca, ze mieszanka
olejowa, w ktorej sktadzie jest m. in. Rosmarinus
officinalis, Curcuma longa, Piper nigrum, Pelargonium
asperum, Zingiber officinale, Mentha x piperita i
Simmondsia chinensis zmniejsza objawy neuropatii
obwodowej wywotanej chemioterapia i poprawia jakos¢
zycia pacjentow z rakiem piersi (NCT03449303).

Badaniu podlega rowniez wptyw szesciotygodniowego
podawania suplementu na bazie diterpendw z Rosmarinus
officinalis i alkiloglicerolami na parametry immunologiczne,
regulacje ekspresji genow zwiagzanych z immunomodulacja



i stanem zapalnym oraz reakcja na stres oksydacyjny
wgrupie 60 zdrowych ochotnikow (NCT03492086).
W ubiegtym roku rozpoczeto réwniez prdbe kliniczna nad
oceng profilu farmakokinetycznego ekstraktu z rozmarynu
podawanego jako suplementu zdrowym  dorostym
ochotnikom (NCT05931341).

Na polskim rynku farmaceutycznym dostepnych jest
zaledwie kilka nutraceutykow, w ktorych sktadzie obecny
jest ekstrakt z rozmarynu (Rosmarinus officinalis L.)
zawierajacy, jak wskazuje producent, 10% CA. Zalecane jest
jego stosowanie w celu wspierania funkcjonowania drog
moczowych, uktadu trawiennego i wydalniczego.

Potaczenie N-palmitoiloetanoloamidu ze standaryzo-
wanymi ekstraktami z Rosmarinus officinalis, Commiphora
mirrha i Piper nigrum w formulacji IdrOilMatrixTM jest
dostepne od 2019 roku we Wtoszech jako suplement diety
(Noxiall®) pod postacia tabletek (kod wtoskiego rejestru
suplementow 88326). Wykazano, ze podanie Noxiall®,
pregabaliny lub gabapentyny znaczaco ostabito wywotang
allodynie mechaniczna. Skutecznosc dziatania Noxiall® byta
porownywalna do lekow pierwszego wyboru w leczeniu bolu
neuropatycznego. Dodatkowo, udowodniono skutecznosc
addytywna Noxiall®; jednoczesne jego podawanie
z nieskutecznymi  dawkami  pregabaliny  skutkowato
Znaczacym zmniejszeniem bolu [75]. Noxiall® okazat sie
rowniez efektywny u pacjentow geriatrycznych; notowano
u tych chorych zmniejszenie intensywnosci bolu
mieszanego/nocyceptywnego, jak i neuropatycznego oraz
poprawe zdolnosci funkcjonalnych i jakosci ich zycia. Dane
te nalezy jednak traktowac jako wstepne i wymagajace
potwierdzenia w badaniach randomizowanych na licznej
grupie [76].

6. Podsumowanie

Prognozy przewiduja az 70-procentowy wazrost
zachorowan na nowotwory w najblizszych dwoch dekadach.
Wobec powyzszego, potrzeba wprowadzenia na rynek
farmaceutyczny skutecznych zwiazkéw o dziataniu
przeciwnowotworowym jest niezaprzeczalna. Jak donosza
statystyki, ponad 80% zatwierdzonych przeciwnowotworowych
lekow w latach 1981-2010 jest produktami naturalnymi lub
ich syntetycznymi odpowiednikami, a az 50% wszystkich
lekow klinicznych ma pochodzenie naturalne [77, 78]. Duza
nadzieja wobec tego sa naturalne zwiazki wystepujace
w roslinach, ktére moga zapobiega¢, hamowac, a nawet
odwraca¢  progresje  powstatych zmian. Swiatowe
zainteresowanie CA nieustannie rosnie, a jego korzystne
efekty sa odkrywane na nowo. W ostatnich 10 latach
nastapit znaczny wzrost liczby badan dotyczacych
aktywnosci  biologicznych CA i jego pochodnych,
publikowane byto srednio okoto 50 prac rocznie z tendencja
wzrostowa kazdego roku, jak wskazuja dane z bazy PubMed.
W rzeczywistosci przeprowadzono liczne eksperymenty
in vitro dotyczacych cytotoksycznosci karnozolu i kwasu
karnozowego na ludzkich liniach nowotworowych, w tym na
HepG2, COLO 205, AGS, MKN-45, CaSki, SiHa, HL-60
iinnych. W cytowanych pracach brakuje jednak odniesien
do prawidtowych ludzkich linii komoérkowych. Efektywnos¢,
synergizm dziatania z lekami chemioterapeutycznymi oraz
niskie koszty i stosunkowo tatwe pozyskanie dodatkowo
poteguja potencjalne zastosowanie CA w leczeniu raka.
Nalezy jednak miec¢ na uwadze potrzebe standaryzacji jego
zrodet i technik ekstrakcji.

-85 -

Prospects in Pharmaceutical Sciences, 23(1), 80-89. https://doi.org/10.56782/pps.329

Bogate zaplecze badan przedklinicznych nie znalazto
jednak jeszcze potwierdzenia w klinice. Droga od
identyfikacji zwiazku do wprowadzenia go w lecznictwie
jest dtuga i wyboista. Dotychczasowe przedkliniczne
doniesienia dotyczace CA sa obiecujace, ale nie
pozbawione ograniczen, ktére w naszej opinii moga
znalez¢ rozwiazania. Wiele pytan na dzien dzisiejszy
pozostaje bez odpowiedzi, wsrod nich te podstawowe:
jaka jest farmakokinetyka CA w organizmie ludzkim, czy
zastosowanie formulacji obejmujacych nanoczasteczki
lipidowe, nanoemulsje, cyklodekstryny i innych
modyfikacji podania jest konieczne, jakie nalezy stosowac
dawki i jaki jest bezpieczny czas ekspozycji, az w koncu
czy opisane dotychczas aktywnosci biologiczne CA na
modelach in vitro zostang potwierdzone u chorych. Nalezy
podkresli¢, ze nowoczesne strategie podania zwiazkow
moga istotnie zwiekszy¢ biodostepnos¢ CA i tym samym
spotegowac korzystne efekty dziatania przeciwnowo-
tworowego przy nizszych dawkach.

W naszej ocenie dotychczasowe doniesienia w petni
uzasadniaja konieczno$c rozszerzenia badan
przedklinicznych, w szczegélnosci prowadzonych na
modelach zwierzecych i rozpoczecia badan klinicznych nad
CA. Przed planowanym zastosowaniem CA u chorych
nalezy jednak w petni ocenic¢ jego profil bezpieczenstwa i
uwzgledni¢ ograniczenia wynikajace ze zmiennosci profilu
metabolicznego. Nalezy réwniez zwroci¢ uwage na
potrzebe uzupetnienia danych dotyczacych
bezpieczenstwa dtugoterminowego stosowania CA. Aby
zmaksymalizowa¢  korzysci  terapeutyczne  ptynace
z zastosowania CA, warto rozwina¢ takze badania
pozwalajace na okreslenie jego interakcji z mikrobiota
jelitowa.
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