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Kompozicia inhibujuca matrix-metaloproteindzy na liecenie

neoplastickych ochoreni

Oblast techniky

Predlozeny wvynédlez sa tyka ©pouZitia katechinovych
zluZenin v kombinadcii s dalsimi potravinovymi zlozkami pri
inhibicii matrix-metaloproteinaz. PredloZeny  vynéalez sa
predovSetkym tyka pouZitia kompozicie obsahujicej katechin,
kyselinu askorboviu, 1lyzin a prolin, na 1lieCenie neoplastic-

kych ochoreni.

Doterajsi stav techniky

Polyfenolové =zluceniny, zname tieZ ako katechiny, su
pritomné v zelenom c¢aji a zistilo sa, Ze poskytuju ochranu
proti rozmanitym chorobam, vrdtane vrakoviny (Mukhtar, H.,
Anmed, N., Am. J. Clin. Nutr. 71, 1698S - 1702S (2000)).
Sadzuka a kol. ukédzali, Ze oralne podavanie zeleného c¢aju

zvySovalo tumor-inhibujtce ucinky doxorubicinu u my$i.

Protirakovinova aktivita katechinov mbéZe stvisiet s ich
Uc¢inkami na niektoré faktory zapojené do proliferacie
rakovinovych buniek a ich metastdz. Je zname, Ze katechiny
spbsobuja zastavenie bunkcvého cyklu buniek karcindému
u Cloveka (Ahmad, N., Feyes, D. K., Nieminen, A. L., Agarwal,
R., Mukhtar, H. J., Natl. Cancer. Inst. 89, 1881 - 1886
(1997)). Ukéazalo sa, Ze polyfenolova frakcia zo zeleného cCaju

chrani proti zédpoalu a cytokinéze vyvolanej nadormi.

[*)

Polyfenolové zluleniny predstavuju 30 % sudSiny v zelenom
¢aji. Zahrnuju flavanoly, flavandioly, flavonoidy a fenolové
kyseliny. Flavanoly su spomedzi polyfenolov v zelenom <&aji
najhojnejsie a beZne su zname ako katechiny. V zelenom caji
sa vyskytuja Styri hlavné katechiny: 1) (-)-epikatechin, 2)
(=) -epikatechin-3-galat, 3) (-)-epigalokatechin a 4) (-)-epi-



calokatechin-3-galdt (EGCG). Spomedzi katechinov je  EGCG

hlavnou polyfenovou zlozkou v zelenom &aji.

EGCG je 4Uc¢inn& antioxidacnd zlucenina (J. Cell. Biochem.
265, 236-257 (1996)) a mdéZe sa jej prisudit protirakovinova
aktivita zeleného &¢aju. Uvadza sa, Ze antimetastatickd akti-
vita katechinovych zlugenin sa uplatiiuje zamedzenim procesu
angiogenézy (Cay, Y., Cao, R., Nature 398, 381 (1999)). Tiez
sa ukézalo, Ze EGCG interferuje s aktivitou urokindzy (u-
plazmninogénovy aktivétor), jednym z najastejsie exprimova-
nych enzymov pri karcinémoch u ¢loveka (Jankun, J., Selman,

S. H., Swiercz, R., Skrzypcak, J. E. Nature 387-567 (1997)).

AvsSak potvrdilo sa, Ze biologickd dostupnot polyfenolov
je u ¢loveka extrémne nizka (Chen, L., Lee, M.J., Yang, C.S.
Drug Metab. Dispos. 25, 1045 - 1050 (1997); Yang, C.S., Chen,
L., Lee, M.J., Balentine, D.A., Kuo, M. C:, S&chantz §.,
Cancer Epidemol. Biomark. Prev. 7, 351-35 (1998); Bell, J.
R., Donovan, J.L., Wong, R., Waterhouse, H., German, J. B.,
Walzem, R.L., Kasim, K., Am. J. Clin. Nutr. 71, 103-108
(2000); Sherry Chow, H.H., Cai, Y., Alberts, D.S., Hakim, I.,
Dorr, R., Shahi, F., Crowell, J.A., Yang, S.C., Hara, H.,
Cancer Epidemol. Biomark. Prev. 10, 53-58 (2001)). Uvedené
literarne odkazy su tu tymto zacdlenené v celom rozsahu. Nizka
koncentracia v tkanivéch znadne zniZuje terapeuticku hodnotu
polyfenolov, vrdtane EGCG. Pretrvava potreba najst lepSiu
kompoziciu obsahujucu polyfenoly, ktord by bola u&innad pri
lieCbe neoplastickych ochoreni. Prekvapuiico bola né&jdena
kompozicia obsahujtica katechiny, kyselinu askorbovd, prolin
a lyzin, ktord méZe wuplatiiovat Ulinnu anti-proliferacdnu

a anti-metastatickd aktivitu proti neoplastickym ochoreniam.

Podstata vynalezu

Predlozeny wvynélez sa tyka kompozicie biochemickych

latok obsahujtcej katechin, antioxidant, prolin a lyzin,



ktoré su uc¢inné pri lieleni humannych ochoreni.

PredloZeny vyndlez sa tyka kompozicie Dbiochemickych
latok obsahuiucej katechin, antioxidant, prolin a lyzin,

<toré su uéinné pri inhibicii matrix-metaloproteinazy.

PredloZeny vynalez sa tyka spbsobu lieCenia
neoplastickych ochoreni suvisiacich s nadmernou degradéaciou
extraceluldrneho matrixu, pricom toto 1lieenie zahrnuje
oodévanie u¢inného mnozstva kompozicie obsahujuce]

tatechinovi zlu&eninu, antioxidant, prolin a lyzin.

Prehlad obradzkov na vykresoch

Obrazok 1 =zobrazuje 1inhibi¢né G&inky EGCG na bunkovl

oroliferaciu rakovinovych buniek prsnika (MDA-MB 231).

Obrazok 2 zobrazuje synergické inhibiéné G&inky kombina-
cie EGCG, kyseliny askorbovej, prolinu a lyzinu na bunkovu

oroliferdciu rakovinovych buniek prsnika (MDA-MB 231).

Obrazok 3 zobrazuje synergické inhibicné ucinky
<ombindcie EGCG, kyseliny askorbovej, prolinu a lyzinu na
punkovd proliferédciu rakovinovych buniek hrubého ¢&reva (HCT

216) .

Obrézok 4 zobrazuje, Ze EGCG (20 pg/ml) inhibuje
Matrigelovla invéaziu rakovinovymi bunkami prsnika o priblizZne
25 %. Kombindcia kyseliny askorbovej, prolinu a lyzinu
inhibuje ©priblizZne 65 %. Kombinacia kyseliny askorbovej,
crolinu a lyzinu s EGCG (20 pg/ml) Uplne inhibuije (pribliZne

230 %) Matrigelovu invéaziu.

Obrézok 5 zobrazuje kombindciu kyseliny askorbovej,
prolinu a lyzinu s EGCG (20 pg/ml), ktord synergicky inhibuje
1

€2 % Matrigelovl invéaziu bunkami melandmu (A 2058).



Obrézok 6 zobrazuje =zymogram znazoriujuci zniZenie
aktivity MMP2 vyluovaned rakovinovymi  bunkami  prsnika

vplyvom EGCG.

Obrazok 7 zobrazuje normdlnu morfolégiu buniek melandmu

po skuske Matrigelove]j invéazie.

Obrazok 8 zobrazuje zmeny vyvolané kombindciou kyseliny

askorbovej, prolinu a lyzinu v morfoldgii buniek melandmu.

Obrazok 9 zobrazuje apoptotické udinky kombinacie kyse-

liny askorbovej, prolinu a lyzinu s EGCG.

V dalSom uskutocneni sa predlozZeny vynalez tyka
kompozicie obsahujucej katechiny pritomné v Zajovych extrak-
toch, <Cervenom vine v kombindcii s daliimi potravinovymi
zlozkami, pckial ide o synergické uc¢inky, proti neoplastickym
ochoreniam a celému radu dalSich chordb. Potravinové zloZky
obsiahnuté v tejto prihlaske zahrnuja, ale nie sa obmedzené

na tie, ktoré su podrobne opisané v tejto prihléske.

Katechinove  zluceniny sa mdéZu pouzit v kombinacii
s dalsimi antioxidantmi, ako je vitamin E, glutatiédn,
s dalsimi flavinoidmi, s facilitaénymi ¢inidlami, ako Je
kyselina listovd, a s kovmi, ako Je selén, o ktorych Je
zname, zZe vhodne modifikuju aktivitu matrix-metaloproteinéaz,
¢o poskytuje mozZnost znizit G&inna koncentréciu, pri ktorej

EGCG mbézZe manifestovat svoju protinddorovi aktivitu.

V dalsom uskutocneni sa predlozeny vyndlez tyka
kompozicie obsahujucej katechiny, ktoré su Uu¢inné pri
redukcii transformédcie normadlneho tela buniek na rakovinové

bunky.

V dal3om uskutocneni sa predlozZeny vynalez tyka
kompozicie obsahujucej katechiny, ktoré sua ucinné pri
prevencii bunkovej proliferacie rakovinovych buniek a pri

reduxcii syntézy, sekrécie a/alebo aktivity rozmanitych



matrix-metaloproteindz, ktoré travia extra-celuldrny matrix

(ECM) .

Este v dalSom uskutoéneni sa predloZeny vyndlez tyka
spdsobu prevencie a Upravy neplastickych podmienok podévanim
takelto kompozicie obsahujucej katechiny, kyselinu askorbovy,

prolin a lyzin, oralne alebo topickou aplikaciou.

PredloZeny wvynélez Jje v dalSom opisany podrobnejsie
s odkazmi na nasledujice priklady uskutocnenia, ktoré vsak

v Ziadnom pripade neznamenajui obmedzenie rozsahu vynalezu.
VSeobecné experimentéalne podmienky
(a) Linie buniek

V studiach sa pouZili nasledujuce linie rakovinovych

buniek, ktoré sa ziskali z ATCC:
(1) TLudské rakovinové bunky prsnika MDA-MB 231
(11) Ludské rakovinové bunky hrubého &reva HCT 116

(11i) Dudské melandémové bunky A 2058

(b) Studie proliferacie buniek

Na skumanie ucinkov katechinov a diétnej kompozicie na
bunkovi proliferdciu ludskych rakovinovych buniek sa rozlicné
linie Iudskych rakovinovych buniek kultivovali v 24-jamkovych
platnickach pri kultiva&nych podmienkach, ktoré stanovil ATCC
(dodavatel bunkovych 1linii). Bunky sa v&eobecne inkubovali
poCas 3 aZz 4 dni (pred dosiahnutim koalescencie). Celkovy
poCet buniek v kultivadnej jamke sa stanovil farbenim buniek
s vitalnym farbivom (MTT) a ndslednym stanovenim OD vo
farebnom roztoku. MTT farbi len mftve bunky a mnozZstvo
absorpcie farbiva sivisi s podtom mftvych buniek v kulture.
Percento inhibicie sa vypolitalo porovnanim OD o3etrenych

skupin s OD kontrolnych skupin.



(c) Studie Matrigelovej invazie

Stidie Matrigelovej invézie sa uskutodnili s pouzitim
vloZiex Matrigelu I(Becton Dickinson) v kompatibilnych 24-
jamkovych platni&kdcn. TAato skusdka je osvedCenou skuskou na

vyhodnotenie metastédz rakoviny.

Ludskée fibroblastové bunky sa naodkovali a nechali sa
rast v 24-jamkovych platnikdch s pouZitim kultiva&ného média
obsahujuceho pribliZne 10 % séra. Ked fibroblasty dosiahli
koalescenciu kultivadné médium so sérom sa odstranilo
a nahradilo sa Cerstvym médiom bez séra. K médiu bez séra sa
pridala kombindcia katechinovych zlucenin spolu s diétnou
kompoziciou a ludské rakovinové bunky sa naockovali na horny

povrch Matrigelovych vloZiek.

Po 18 hodinach sa médid odstrdnili. Niektoré médiad sa
odlozili na zymogramové &tudie. Bunky na hornom povrchu
vloziek sa mierne zotreli s pouZitim vatového tampénu. Bunky,
ktore penetrovali cez Matrigelovil membranu a migrovali do
spodnéeho povrchu Matrigelu sa farbili farbivom Quick Stain

a spocitali sa pod mikroskopom.
(d) Zymogramové 3Studie

Media (25 aZz 30 pl) zo 3Studii Matrigelovej invazie sa
aplikovali na Novexové zymogramové gély (Invitrogen). Gélové
platne sa vyvijali a farbili podla odporu&ania vyrobcu. Pasy
matrix-metaloproteinédz (MMP) sa identifikovali na zaklade ich

znamych molekulovych hmotnosti.
(e) Moriologické studie

Morfoldgia Iudskych rakovinovych buniek, ktoré migrovali
do spodného povrchu Matrigelovej membrény sa farbili farbivom

Quick Stain a fotografovali sa pod mikroskopom (10CX).



Priklady uskutocnenia vynalezu

Priklad 1

Inhipiéné WGc¢inky epigalokatechingaldtu (EGCG) na bunkovu
proliferdciu Jludskych rakovinovych buniek prsnika (MDA MB
231)

V tychto 3tudidch sa 5 x 10' rakovinovych buniek prsnika
(MDA MB 231) naockovalo do kazdej jamky Z24-jamkovej platne.
Kontrolnou skupinou boli rakovinové bunky prsnika, ktoré sa
nechali ré&st v Liebovitzovom médiu doplnenom s 10 % fetdlneho
hovadzieho séra (fetal Dbovine serum, FBS). OSetrovanou
skupinou boli rakovinové bunky prsnika, ktoré sa nechali réast
v Liebovitzovom médiu doplnenom s 10 % fetdlneho hovadzieho
séra (FBS) plus bud 0, 10, 20, 50, 100 alebo 200 ug/ml EGCG.
Platne sa inkubovali v okolitom ovzdu3i (bez doplnku CO,)

pocas 4 dni.

Na konci tejto doby sa kultivaéné médiad odstranili
a bunky v kaZdej Jjamke sa farbili s MTT. Nadbytok MTT sa
vymyl. Vyfarbené MTT rakovinové bunky sa rozpustili v 1 ml
roztoku DMSO. Pre kazdu jamku sa stanovila optickd hustota
(optical density, OD) roztoku. Hodnota optickej hustoty pre
jamku bola priamo uUmerna poctu mrftvych buniek. Hodnota
optickej hustoty s MTT vyfarbenych rakovinovych buniek, ktoré
sa predtym kultivovali bez pritomnosti EGCG sa pouzila ako
referenénd vzorka a povazZovala sa za rovni 100. Percento
inhibicie sa vypocCitalo s pouzitim vzorca: % Inhibicie = (0D
referenénej vzorky -~ OD testovanej upravy)/OD referencnej

vzorky x 100 %.

EGCG v mnoZstve 20 upg/ml poskytovalo inhibiciu 3 %,
v mnozstve 50 pg/ml poskytovalo inhibiciu 34 %, v mnoZstve

100 pg/ml poskytovalo inhibiciu 66 % a v mnoZstve 200 upg/ml

poskytovalo 70 % inhibiciu bunkovej proliferdcie ludskych



rakovinovych buniek (obrdzok 1). EGCG v mnoistve 10 pg/ml

neposkytovel inhibiciu bunkovej proliferacie.

Priklac 2

Inhibic¢ny ucinok kombindcie kyseliny askorbovej, prolinu
a lyzinu s rozliénymi koncentrdciami EGCG na bunkovi
proliferaciu Tudskych rakovinovych buniek prsnika (MDA MB
231)

Vseobecny postup pri tychto 35tudiach bol rovnaky ako
v priklade 1.

V zychto Studiach sa bazdlne kultivadné média doplnili

nasledcwvne:
i) kyselina askorbova (100 puM) + prolin (140 uM):

11 kyselina askorbova (100 pM) + prolin (140 uM) +

lyzin (400 uM);

11i) kyselina askorbova (100 pM) + prolin (140 uM) +

lyzin (400 uM) plus 20 pug/ml EGCG;

iv'  kyselina askorbovd (100 pM) + prolin (140 uM) =+
lyzin (400 uM) plus 50 pg/ml EGCG; alebo

V) kyselina askorbové (100 pM) + prolin (140 uM) +
lyzin (400 uM) plus 100 ug/ml EGCG.

Kyselina askorbové + prolin nespésobovali Ziadnu
inhibiciu bunkovej proliferécie. Kyselina askorbova + prolin
+ lyzirn inhibovali bunkovi proliferdciu o pribliZne 14 %
(obrazox 2). Kombindcia kyseliny askorbovej + prolinu +
lyzinu zlus 20 pg/ml EGCG poskytovali 20 % inhibiciu bunkovej
proliferidcie ({obrdzok 2). Samotny EGCG v mnoZstve 20 upg/ml

poskytowzl len 3 % inhibiciu bunkovej proliferéacie (priklad



1). Kombinéacia kyseliny askorbovej + prolinu + lyzinu pdsobi
teda synergicky s EGCG pri inhibicii proliferac:ie

rakovinovych buniek.

Priklad 3

Inhibi&né ucCinky kombinacie kyseliny askorbovej, prolinu
a lyzinu s rozliénymi hladinami EGCG na bunkovi proliferéciu

Iudskych rakovinovych buniek hrubého ¢reva (HCT 116)

V tejto studii sa ludské rakovinové bunky hrubého creva

o)

nechali ré&st na McCoyovom médiu s 10 % fetélneho hovadzieho

C

séra {(FBS) v atmosfére 5 % CO,. PouZil sa rovnaky vSecbecny

postur a spdsob skumania ako v priklade 2.

Kombinadcia kyseliny askorbove]j, prolinu a lyzinu s EGCG
synergicky zvySovala inhibicné ucinky na bunkovi proliferaciu

Q

z O na 31 % pri 20 pg/ml EGCG a na pribliZne 95 % pri

o\°

50 pg/ml EGCG (obrézok 3).

InnibiZné a¢inky EGCG a kombinacie kyseliny askorboved,

prolinu a lyzinu na invéziu Matrigelu rakovinovymi bunkami

Priklad 4

Irhibiéné U¢inky odstupniovanych hladin EGCG a kombinédcie
kyseliny askeorbovej, prolinu a lyzinu s rozliénymi hladinami
EGCG na invéziu rakovinovych buniek prsnika (MDA MB 231) cez

Matrigel

Vsecbecny postup pre Matrigelovu invazivnu ski8ku bol
oplsany vy3Sie. V tejto skuSke sa na kazdt vloZku naocCkovali
Judské rakovinové bunky prsnika (5 x 10%). K Liebovitzovmu
médiu sa pridali rozliéné doplnky. Platne sa inkubovali

v inkupdtore v okolitom ovzdud3i bez doplnku COC;.

Kempozicia obsahujica 20 pg/ml EGCG v médiu inhibovala

invaziu rakovinovymi bunkami prsnika o¢ priblizZne 26 % a
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kompozicia obsahujuca 50 pg/ml EGCG v médiu inhibovala
invaziu rakovinovymi bunkami prsnika o pribliZne 100 %.
Zatial Co kyselina askorbova (100 uM} + prolin (140 uM) +

lyzir (400 pM) v mediach poskytovala 65 ¢ 1lnhibiciu,

kombinacia kyseliny askorbovej (100 uM) + prolinu (140 uM; o+

o)

lyzinu (400 pM) plus 20 pg/ml EGCG Uplne inhibovala (100 %

innibicia) invaziu rakovinovymi bunkamri (Obrézok 4).

Priklad 5

Inhibiéné WG&inky odstuptiovanych hladin EGCG a kombinécie
kyseliny askorbovej, prolinu a lyzinu s rozli&nymi hladinami
EGCG na invédziu ludskych melanémovych buniek (A 2058) cez

Matrigel

VSeobecny postup pre Matrigelovi invazivnu skudku bol
opisany vy3§ie. Dudské melandémové bunky (A 2058) (5 x 10%) sa
naockovalli na kazdd vloZku. K DMEM sa pridali rozlicéné
dopinxy. Platne sa inkubovali v inkubdtore v atmosfére 5 &

CO;.

Zatial <Zo kombinacia kyseliny askorbovej (100 uM) +
prolinu (140 uM) + 1lyzinu (400 uM) poskytovala len 13 %
inhibiciu, kombindcia kyseliny askorbovej (100 uM) + prolinu
(140 uM) + lyzinu (400 uM) plus 20 pg/ml EGCG uplne
zamedzovala invdzii melandémovych buniek cez Matrigel (Obrazok
5).

Zymogramové Studie

Priklad 6

U¢inky odstupfiovanych hladin EGCG na orodukciu MMPZ Iudskymi
rakovinovymi bunkami prsnika (MSA MB 231)
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Média =z rozli¢nych dUprav v skidke Matrigelovej invazie
(Priklad 4) sa aplikovali na gél Novex Zymogram {(Invitrogen).
Platne sa wvyvijali a farbili podla odporucania vyrobcu. Pasy
matrix-metaloproteindz (MMP) sa identifikovali na zdklade ich

znamych molekulovych nmotnosti (Obrdazok 6).

Zymogram  kultivalnych médii zo skufok Matrigelove]
invazie preukazal, Ze 20 pg/ml EGCG v médidch znizZovalo
produkciu MMP2 a uplne inhibovalo produkciu MMP9 (Obrézok 6).
Pri  koncentraciach EGCG 50 pg/ml a 100 ug/ml bola ako
aktivita MMP2 tak aj aktivita MMP9 uplne inhibovand (Obrazok
6).

Morfoldgia buriek

Prixlad 7

U&inky EGCG a kombinéacie kyseliny askorboved, prolinu
a lyzinu na bunkovi morfoldgiu ludskych melanémovych buniek
(A 2058)

Mikrografy rakovinovych buniek v bazalnych médiéch a ich
migracia cez Matrigel suU zobrazené na Obrézku 7. Zaclenenie
kombinacie kyseliny askorbovej (100 uM) + prolinu (140 puM) +
lyzinu (400 puM) do médii menilo morfoldgiu buniek (Obrazok
8). Evidentna bola distenzia buniek so zretelnym rozdirenim
jadra. Pridanie 20 pg/ml EGCG ku kombindcii  kyseliny
askorbovej (100 pM) + prolinu (140 pM) + 1lyzinu (400 uM)
v médiach spdsobovalo rozsiahle apoptotické zmeny (Cbrazok

9).

Tieto zistenla opisané v prikladoch 1 az 7 ukazuju, zZe
prostrednictvom EGCG sa uplatnoval silny synergicky uucinok,
ak sa EGCG pouzil v kombindcii kyseliny askcrbovej + prolinu
+ lyzinu. Tieto 3tudie ukazuju teda prekvapujuci synergicky

uZinok kombindcie EGCG a kyseliny askorbovej + prolinu +
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lyzinu, ¢o umoZnuje velmi vyhodne vyuZit anti-proliferacnu
a anti-metastézovi aktivitu EGCG pri pomerne nizkej hladine

ieho koncentracie v tkanive.

Tieto predloZené zistenia maju teda nesmierny vyznam,
pretoZze mdézZu priblizZzit Gcinnd hladinu katechinov blizdie
k drovni, ktord sa da dosiahnut v tkanivach.

Bolo poukazané na to, Ze proliferiacia rakovinovych

buniek a zlepSenie reguldcie ich enzymov je spdsobené

zvySenou koncentréciou druhov reaktivneho kyslika (reactive

oxXygen  species, ROS) . V tejto situdcii bude pouZitie
kombinacii rozliénych Dbiologickych antioxidantov, ako su
tokoferoly, karotinoidy, spolu s dalsimi facilitaénymi

C¢inidlami, ako sG ubichinoly, biflavonoidy, kyselina lipocva,
karnitin, poskytovat uéinnejsie synergické zmesi na liecenie

vyS$Sie uvedenych chordb.

PredloZeny vyndlez poskytuje prekvapujuci poznatok, Ze
kombindcia obsahujuica katechinové zlu&eniny by poskytovala
synergickd aktivitu a tym umoZhovala dosiahnut vlastnu u&innu
protirakovinovi aktivitu pri niZdich hladinach katechinov
v tkanivach. Vyssie uvedené zistenia otvdraju moznost
pouzitie rozliénych zloZiek v kombinadcii s réznymi zlozkami
pri acinnych hladinach pri prevencii a lie&eni neoplastickych

ochoreni.

Odbornik skuseny v odbore si bude vedemy toho, Ze prolin
a lyzin nie su obmedzené len na prolin a lyzin. Rozsah
predlcZeného vynalezu je mieneny tak, Ze zahrnuje derivaty

lyzinu a jeho prekurzory, derivéaty prolinu a jeho prekuzrory.

Odbornik skuseny v odbore si bude vedomy toho, 7Ze
antioxidant, kyselina askorbovd, bude zahrnovat derivaty

a prekurzory kyseliny askorbovej.

Dalsie biologické antioxidanty zahrnuju tokoferoly

a pribuzné zliZeniny, kyselinu trans-retinovi a pribuzné
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zluceniny, karotinoidy a pribuzné zluceniny, glutatidn
a pribuzné zlu€eniny, ubichinoly a pribuzné zludeniny, folaty
a pribuzné zluCeniny, bioflavonoidy a pribuzné zluceniny, axo

aj zluaceniny selénu.

Klinické aplikécie

Vyrnalez sa zameriava na preventivne a terapeuticke
pouzitie katechinu v kombindcii svantioxidantom, prolinom
& lyzinom. Kombinované pouZitie katechinu s antioxidantom,
prolinom a lyzinom zvy3uje u&innost katechinovej zluéeniny

pri lieceni humannych ochoreni.

Humanne ochorenia zahrnujd, ale nie sU obmedzené na,
necplastické ochorenia, zépalové stavy, infeké&né ochorenia,
kardiovaskularne choroby a dalsie patologické stavy
zahrnujuce degradaciu extra-celulédrneho matrixu. Takéto stavy
zahrnuji abnormédlnu angiogenézu, patologickd intravazéaciu,
reumatoidnu artritidu a osteocartritidu, aterosklerdzu,

dilatovanu kardiomyopatiu, emfyzém a daldie chronickeé stavy.

PredloZeny vynalez poskytuje spdsob lie&enia a prevencie
humannych ochoreni zahrnujucich degraddciu extra-celuldrneho

matrixu, ako su

1) neoplastické ochorenia;
1i) zédpalové stavy (vratane, ale bez obmedzenia na alergie,
emfyzém, reumatoidnu artritidu a osteocartritiduy,

periodontitidu, neurodermatitidu);

iii) infekéné ochorenia (vratane, ale bez obmedzenia na
virusové infekcie, ako je DbeZné nachladnutie, chripka,
hepatitida, herpes, HIV; bakteridlne infekcie, ako je
pneumdnia, tuberkuldza, meningitida, kvapavka, syfilis

a hubovité ochorenia);



iv)

vi)

vii)

-14 -

kardiovaskulérne choroby (vrédtane, ale bez obmedzenia
aterosklerézu, kardiomyopatiu, restendzu

angioplastike;;

decenerativne ochorenia (vratane, ale bez obmedzenia

osteopordzu a artritidu);

neurclogické ochorenia (vratane, ale bez cbmedzenia

Alzheimerovu chozobu, sklerdzu multiplex); a

ochorenia autoimunity (vratane, zle bez obmedzenia

artritidu)

na

po

na

na

na

podédvanim ucinnych mnoZstiev kompozicii opisanych v tejto

prih’_aske.
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PATENTOVE NAROKY

1. Xompozicia biochemickych latok, vy znacujuca sa

t vy m, Ze zahrnuje katechinovy zludeninu, antioxidant, prolin

a lyzin, ktord je G&innd pri inhibicii matrix-metalo-
proteinazy.

2. Kompozicia podla naroku 1, vy znadcujuca s a
t ym, e katechinova =zluenina je zvolend zo skupiny

zahrnujucej epikatechiny, epigalokatechin, epikatechingalat

a epigalokatechingalat.

3. Kompozicia podla ndroku 1, vy znadcujuca S a

t y m, e katechinovou zluceninou je epigalokatechingalat.

4. Kompozicia podla naroku 1, vyzneacujuca S a
t y m, e antioxidant Jje =zvoleny zo skupilny zahrnuijucej
kyselinu askorbovl(, tokoferoly, tokotriencly, karotinoidy,
glutatién, kyselinu alfa-lipoovu, ubichinoly, bioflavonoidy

a karnitin.

5. Kompozicia podla ndroku 1, vyznacujuca s a

t y m, Ze antioxidantom je kyselina askorbova.

6. Kompozicia podla naroku 5, vy zna<cuijuca s a
t ym, e  kyselina askorbovad Jje zvolend zo  skupiny
zahrnujuce] prekurzory askorbatu, metacolity askorbatu

a askorbatovia sol.

7. Kompozicia podla naroku 1, vy znac¢u] 0 c a s a

t y m, Ze antioxidant dalej zahrnuje kyselinu listovu.

8. Kompozicia podla narcku 7, vyznadcu?I uca s a

+

v m, Ze kyselinou listovou je fclat.
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9. Kompozicia podla néroku 1, vy znac¢uijuca s a

£t y m, Ze kompozicia dalej zahrnuje selén.

10. Xompozicia podla naroku 9, vy znadcuijulca s a
Ty ™, Ze selén je zvoleny zo skupiny zahrnujucej selenicitan

a metylselinat.

11. Kompozicia podla narcku 1, vy znadcuijuca s a
t ym, Ze matrix-mstaloproteinaza Jje zvolena zo skupiny
zahrnujucej matrix-metaloproteindzu 1, matrix-metaloprotei-
nazu 2, matrix-metaloproteindzu 3, matrix-metaloproteinazu 4,
matrix-metaloproteindzu 5, matrix-metaloproteindzu 6, matrix-
metaloproteindzu 7, matrix-metaloproteindzu 8, matrix-metalo-
proteindzu 9, matrix-metaloproteindzu 10, matrix-metalopro-
teinidzu 11, matrix-metaloproteindzu 12 a matrix-metaloprotei-

nazu 14.

12. Xompozicia podla nédroku 1, vy znacuijhuca s a
t v m, Ze matrix-metaloproteindzou je matrix-metaloproteinaza

2.

13. XKompozicia podla nércku 1, vyznacuijuca s a
t y o, Ze matrix-metaloproteindzou je matrix-metaloproteinaza
9.

14. Spésob lie¢enia humdnnych ochoreni suvisiacich so
zvySenou aktivitou matrix-metaloproteinazy, podavanim
pacientovi, ktory potrebuje takéto lieCenie, kompozicie

biochemickych latok zahrnujucich kazechinovu zltéeninu,
antioxidant, prolin a lyzin, ktord je u¢innd pri inhibicii

matrix-metaloproteinézy.

15. Spdsob podla rédroku 14, vyznadcuijuci s a

t vy om, 7e katechinova zlu¢enina je zvolend zo skupiny
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zahrnujucej epikatechiny, epigalokatechin, epikatechingalat

a epigalokatechingalat.

16. Spdsob podla naroku 14, vyznacuijuci s a

t v m, Ze katechinovou zlueninou je epigalokatechingalat.

17. Spdsop podia naroku 14, vyznacdc¢cuijuci s a
t ym, Ze antioxidant Je zvoleny zo skupiny zahrnujuce]j
kyselinu askorbovu, toxoferoly, tokotrienoly, karcotinoidy,
glutatidén, kyselinu alfa-lipoovid, ubichinoly, Dbioflavonoidy

& karnitin.

18. Spdsob podla narcxu 14, vyznac¢cuijuci s a

t vy m, Ze antioxidantom je kyselina askorbova.

19. Spdsob podla ndroku 14, vy znacu3jaci s a
t vy m, Ze kyselina askorbovd dalej zahrnuje askorbat zvoleny
z0 skupiny zahrnujucej prekurzory askorbatu, metabolity

askorbdtu a askorbatové soli.

20. Spdésob podla ndroku 14, vy znadcuijuci s a

t y m, Ze antioxidant dalej zahrnuje kyselinu listovu.

21. Spdsob podla naroku 20, vyznacuijuci s a

t v m, Ze kyselinou listovou je folat.

22. Spdsob podla ndroku 14, vyzna<cujuci s a

t v m, Ze kompozicia dalej zahrnuje selen.

23. Spdsob podla raroku 14, vyznacuijuci s a
t v m, Ze selén je zvoleny zo skupiny zahrnujucej selenicCitan

a metylselinét.
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24, Spdsob podla naroku 14, vyznadcuijucli S a
t v m, Ze huménne ochorenie je zvolené zo skupiny zahrnujucej
neoplastické ochorenia, zapalové ochorenia, infekéné
ochorenia, kardiovaskuldrne choroby, degenerativne ochorenia,

neuro_ogické ochorenia a ochorenia autoimunity.

25. Spbscb liecCenia neoplastickych ochoreni suvisiacich
s nadmernou degradaciou extraceluldrneho matrixu, v y z n a -
¢ uijaci s a tym, Ze zahrnuje pocdvanie Gc¢inného
mnozstva kompozicie obsahujucej katechinovu zluceninu,

antioxidant, prolin a lyzin.

26. Spésob podla nadroku 25, vyznaduijuci s a
t v om, ze katechin Je zvoleny zo skupiny zahrnujicej
epikatechiny, epigalokatechin, epikatechingaldt a epigaloka-

techin-galét.

27. Spéscb podla nadroku 25, vyznadcuijuci s a

t y m, Ze katechinom je epigalo-katechingalat.

28. Spésob podla naroku 25, vyznacdcuijuci S a
t ym, Ze antioxidant Jje =zvcocleny zo skupiny zahrnujlicej
kyselinu askorbovu, tokoferoly, tokotrienoly, karotinoidy,
glutatidén, kyselinu alfa-lipoovl, ubichinoly, bioflavcnoidy

a karnitin.

29. Spdsob podla naroku 25, vyznadcuijuci s a

t ¥y m, Ze antioxidantom e kyselina askorbova.

30. Spdsob podla naroku 25, vyznacuijaci s a
t y nm, Zze kyselina askorbova dalej zahrnuje prekurzory

askcrbatu, metabolity askorbdtu a askorbidtovi sol.
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31. Spbésob podla naroku 25, vyznacujuci S a

t vy m, Ze antioxidant dalej zahrnuje je kyselinu listovu.

32. Spésob podla naroku 31, vyznadujiaci s a

t ym, Ze kyselinou listovou je folat.

33. Spésob podla naroku 25, vyznadc¢uijuci 5 a

t v m, Ze kompozicia dalej zahrnuje selén.

34. Spbésob podla ndroku 33, vyznadcuijuci s a
t ym Ze selén je zvoleny zo skupiny zahrnujucej seleniditan

a metylselinat.

35. Farmakologicky pripravok podla naroku 1.

36. Farmaceuticky pripravok/pripravky podla ndroku 1, v y z -
nacuijuci s a tym 2e farmakologicky pripravok sa

pouZiva na oralne podévanie alebo na topickud aplikéaciu.
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Obr. 1: Inhibiéné uéinky rozlicnych koncentracii epigalokatechingalatu
(EGCG) na bunkovu proliferaciu 'udskych rakovinovych buniek prsnika
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+ 20ug/ml EGCG + 50ug/iml EGCG  + 100pg/m| EGCG

Obr. 2: Inhibiéné ucinky kombinacie kyseliny askorbovej + prolinu;
kyseliny askorbovej + prolinu + lyzinu; kyseliny askorbovej + prolinu
+ lyzinu + rozliénych koncentracii epigalokatechingalatu (EGCG) na
bunkovu proliferaciu rakovinovych buniek prsnika
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Obr. 3: Inhibiéné ucinky kyseliny askorbovej + prolinu; kyseliny
askorbovej + prolinu + lyzinu; kyseliny askorbovej + prolinu + lyzinu +

rozlicnych koncentracii epigalokatechingalatu (EGCG) na bunkovu
proliferaciu rakovinovych buniek hrubého ¢reva
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Obr. 4: Synergicky inhibi¢ny t¢inok kyseliny askorbovej + prolinu +
lyzinu a epigalokatechingalatu (EGCG) na Matrigelovi invaziu fudskymi
rakovinovymi bunkami prsnika



5/9

40.0
30.0

20.0

Percento inhibicie invazie

10.0

0.0

B orb. B+k.askorb. B+k.askorb.
100uM + prolin 140 400uM + prolin 140 400pM + prolin 140
uM + lyzin 400 uM uM + lyzin 400 uM uM + lyzin 400 M

+ 20ug/mi EGCG + 50pg/mi EGCG

Obr. 5: Synergicky inhibiény Géinok kyseliny askorbovej + prolinu +
lyzinu a epigalokatechingalatu (EGCG) na Matrigelov( invaziu fudskymi
rakovinovymi bunkami hrubého Creva
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Pruhy 1 2 3 4 5 6

Obr. 6: Inhibi¢ny acinok kyseliny askorbovej 100 uM + prolinu 140 pM + lyzinu
400 uM a rozlicnych koncentracii epigalokatechingalatu (EGCG), na produk-
ciu MMP2 Fudskymi rakovinovymi bunkami prsnika

Pruh 1, bazalny; Pruh 2, bazalny + kyselina askorbova 100 uM + prolin 140 uM
+ lyzin 400 uM; Pruh 3, bazalny + kyselina askorbova 100 uM + prolin 140 uM
+ lyzin 400 uM + EGCG 20 pg/ml; Pruh 4, bazalny + kyselina askorbova 100 uM
+ prolin 140 uM + lyzin 400 uM + EGCG 50 pg/ml; Pruh 5, bazalny + kyselina
askorbova 100 uM + prolin 140 uM + lyzin 400 uM + EGCG 100 pg/ml; Pruh 6,
bazalny + EGCG 20 pg/mi.
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Obr. 7: Normaine melanémové bunky
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Obr. 8: Apoptoticky ucinok pridania kyseliny askorbovej 100 uM, prolinu
140 puM a lyzinu 400 pM na melanémové bunky. Bunky si rozsirené
a jadro je tmavsie sfarbené.
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Obr. 9: Apoptoticky ucinok pridania kyseliny askorbovej 100 uM, prolinu
140 puM a lyzinu 400 pM a EGCG 20 pg/ml na melanémové bunky. Bunky
su skolabované.
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