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Opis wynalazku

Przedmiotem wynalazku jest zastosowanie a-ketoglutaranu do wytwarzania leku hamujgcego
niekontrolowane namnazanie komoérek nowotworowych glejaka C6.

Obecna onkologia nie posiada ,zlotego srodka” do leczenia przyczynowego nowotwordw, czyli
hamowania niekontrolowanego namnazania sie komoérek nowotworowych w organizmie cziowieka.
Naturalna i zaprogramowana $mier¢ komorki to apoptoza. Komérki nowotworowe nie wykazujg cech
apoptozy i wiasnie lek, ktéry wyzwoli apoptoze w komorkach nowotworowych i zapobiegnie tym sa-
mym rozwojowi nowotworu bedzie ,zlotym Srodkiem”, hamujgcym rozwdj nowotworu na poziomie
molekularnym.

Dostepne sa leki przeciwnowotworowe o strukturze antybiotykéw antracyklinowych, na przyktad
doksorubicyna; leki o charakterze immunosupresyjnym, na przyktad cyklofosfamid (endoksan), win-
krystyna - pochodna alkaloidéw, aktynomycyna - cytostatyk produktéw metabolizmu promieniowca
Streptomyces parvulus i wiele innych, ale leki te nie dziatajg wybiérczo na konkretny rodzaj komoérek
nowotworowych lecz wptywajg na caty organizm powodujgc dramatyczne w skutkach objawy uboczne
chemioterapii.

W niektorych typach nowotworéw mozna stosowac przeciwciata monoklonalne skierowane
przeciwko konkretnej komorce nowotworowej, ale jest to terapia bardzo droga i stosowana wybidrczo.

Endogenny a-ketoglutaran, czyli kwas a-ketoglutarowy (AKG) jest substancjg bioracqg udziat
w cyklu Krebsa w zywym ustroju, podczas ktérego powstaje energia potrzebna do pracy komorek.
Egzogenny alfa-ketoglutaran jest obecnie stosowany w leczeniu m. in. osteoporozy.

Z opisu zgtoszenia patentowego nr WO 2006 075 924 Al jest znane zastosowanie preparatu
przeciwnowotworowego zawierajgcego a-ketoglutaran do profilaktyki choréb nowotworowych.

Zastosowanie wediug wynalazku polega na tym, ze a-ketoglutaran w postaci nanoproszku,
otrzymany w wyniku modyfikacji a-ketoglutaranu plazma o czestotliwosci radiowej w atmosferze me-
tanu, stosuje sie do wytwarzania leku hamujacego niekontrolowane namnazanie komérek nowotwo-
rowych glejaka C6.

Przedmiot wynalazku ilustrujg ponizsze przyktady z powotaniem sie na rysunek, na ktérym
przedstawiono wykresy ilustrujgce antyproliferacyjne dziatanie probek a-ketoglutaranu na komorki
glejaka C6.

Przyktad |

Do badan uzyto nanoproszki soli sodowej a-ketoglutaranu AKGNa, x 2H,0, otrzymane w wyni-
ku modyfikacji tej soli plazmg o czestotliwosci radiowej wytadowania jarzeniowego o r6znej mocy, przy
réznym natezeniu przeptywu metanu. Przeprowadzono préby dziatania antyproliferacyjnego probek
nanoproszku AKGNa, x 2H,0:

AKGNaz x 2H0 - 8/210

AKGNa;z x 2H,0 -10/220
AKGNaz x 2H,0 - 13/280
AKGNa; x 2H20 - 14/300
AKGNa;z x 2H20 - 16/350
AKGNaz x 2H,0 -18/350
AKGNaz x 2H20 - 20/330
AKGNay x 2H-0 - 25/300
AKGNay x 2H0 - 27/200
AKGNay x 2H0 - 27/300

Ol |N|o a0 NI

'_\
©

11. | AKGNaz x 2H20 - nie modyfikowany (kontrolny)

na komorki nowotworowe glejaka C6 wyodrebnione ze szczuréw. Nr 11 oznaczono prébke AKGNa, x
2H,0 nie zmodyfikowang w procesie plazmo-chemicznym, zas numerami 1-10 oznaczono probki
AKGNa, x 2H,0 (nazywane dalej nanoAKG lub AKG) zmodyfikowane przy réznych parametrach pro-
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cesu plazmo-chemicznego - réznym natezeniu przeptywu metanu i réznej mocy wytadowania jarze-
niowego (liczba przed ,/” oznacza natezenie przeptywu metanu w sccm, za$ liczba po oznacza moc
wytadowania jarzeniowego w W).

Komorki nowotworowe wysiewano na 96-dotkowe mikroptytki (Nunc) przy gestosci 0,5 x 10*,
Nastepnego dnia pozywki usunieto i komorki poddano dziataniu nanoAKG w postaci proszku zawie-
szonego w wodzie destylowanej.

Proliferacje komoérek oceniano po 96 godzinach za pomocg metody MTT, podczas ktérej zotta
sol tetrazolowa (MTT) jest metabolizowana przez zywe komérki do purpurowych krysztatéw formaza-
nu. Komoérki nowotworowe inkubowano przez 3 godziny z roztworem MTT w soli tetrazolowej forma-
zanu o stezeniu 5 mg/ml.

Krysztaty formazanu rozpuszczano przez noc w buforze SDS (10% SDS w 0,01N HCI) i ilos¢
produktu oceniono spektrofotometrycznie poprzez pomiar absorbancji przy 570 nm za pomocg czytni-
ka Biotek Elx 800. Wyodrebniono te prébki, ktére wykazywaty najwieksze dziatanie toksyczne na wy-
brang linie komoérek nowotworowych. Nastepnie, za pomocg metody immunologicznej Western-Blot
scharakteryzowano aktywnos$¢ wybranych protein (biatek) bioracych udziat w odpowiedzi nowotworo-
wej tych komoérek.

Stwierdzono antyproliferacyjne, czyli hamujace rozwdéj nowotworu na poziomie in vitro, dziatanie
nanoAKG na poziomie dysregulacji podziatu komaorki nowotworowej z fazy G1 mitozy (poczatek po-
dziatu) do fazy S (aktywnej syntezy biatek nowotworowych).

W ponizszej tablicy przedstawiono antyproliferacyjne dziatanie badanych prébek w komoérkach
glejaka C6 (ICso - stezenie hamujgce), ktéry zmniejsza proliferacje komoérek o 50%, za$ r oznacza
odchylenie standardowe.

Prébki nanoproszku AKG ICso [mg/ml] r
1. AKG 8/210 5,1[3,4-7,7] 0,97
2. AKG 10/ 220 7,7 [5,0-11,7] 0,92
3. AKG 13/280 4,3 [2,5-7,5] 0,94
4. AKG 14/300 5,8 [3,5-9,7] 0,78
5. AKG 16/350 3,3[2,2-5] 0,90
6. AKG 18/350 4,4[3,1-6,3] 0,98
7. AKG 20/ 330 4,6 [3,5-6,1] 1,00
8. AKG 25/300 4,7 [3,3-6,8] 0,98
9. AKG 27/ 200 4,1 [2,6-6,6] 0,95
10. AKG 27/300 5,2 [3.6-7,6] 0,97
11. control AKG 9,1[6,8-12,2] 0,99

Antyproliferacyjne dziatanie badanych prébek na komoérki glejaka C6 ilustrujg wykresy zamiesz-
czone na fig. 1 rysunku.

Przyktad ll

Cyklina D1 jest jedng z gtéwnych cyklin (biatek) nalezacych do kompleksu CDKs cyklin zalez-
nych od kinaz i powoduje w cyklu komérkowym przejscie z fazy G1 rozpoczynajacej cykl komorkowy
do fazy S, w ktérej dochodzi do wzrostu i namnazania komérek. Dwie komérkowe proteiny p21 i p27
stanowig punkt regulacyjny cyklu komérkowego hamujgc aktywno$é cyklinozaleznych kinaz, w tym
cykliny D1.

Przeprowadzono takze, za pomoca cystometrii przeptywowej, analize cyklu komérkowego ko-
morek glejaka C6 traktowanych prébkami nanoAKG1 i nanoAKG10.

Z wykresow przedstawionych na fig. 2 rysunku oraz ponizszej tablicy wynika, iz nanoAKG indu-
kuje zatrzymanie podziatu komdrek C6 glioma w fazie G z jednoczesnym zmniejszeniem ich liczby
w fazie S.
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% zywych komoérek
faza GO/G1 faza S faza G2M
kontrolna 54,69 29,37 15,94
nanoAKG |
5 mg/ml 60,05 26,83 13,10
nanoAKG |
10 mg/ml 63,78 23,48 12,70

Przyktad Il potwierdza wptyw nanoAKG na podziaty komérkowe i mozliwo$¢ hamowania nam-
nazania komorek nowotworowych in vitro.

Zastrzezenie patentowe

Zastosowanie a-ketoglutaranu w postaci nanoproszku otrzymanego w wyniku modyfikacji
a-ketoglutaranu plazma o czestotliwosci radiowej w atmosferze metanu, do wytwarzania leku hamuja-
cego niekontrolowane namnazanie komérek nowotworowych glejaka C6.
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