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RIT ASSUNTO

51 descrive un metodo per il trattamento di tumori con-
sistente nel somministrare compeosizioni farmaceutiche a ba-
se di L-carnitina eventualmente in assocciazione con cisteina

e/o acidi grassi a lunga catena.

DESCRIZIONE DELL'INVENZIONE

La presente invenzione si riferisce a un metodo e a compo-
sizioni per il trattamento di crescite tumorali.

Pi& specificamente la presente invenzione si riferisce a
un metodo e a composizioni che promuovono una riduzione nella
dimensione di crescite tumorali conclamate.

Pit di 50 anni fa Otto Warburg scopril che cellule tumorali
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maligne fermentano il glucosio ad acido lattico molto

pil rapidamente della maggior parte delle cellule normali,
cioé esse dipendono dalla glicolisi per la loro fonte pri-
maria di energia per la crescita (1'"effetto Warburg").
(0. Warburg, The Prime Cause and Prevention of Cancer,
Triltsch, Wurzburg, Germania, 1967 pp. 6-16, Biochem, Z,
142, 317 (1923)).

Recentemente, Racker e coll, hanno dimostrato una ele-
vata attivitad ATPasica (ATP—ADP + Pi) nel tessuto tu-
morale ed hanno proposto che l'elevata attivitd ATPasica
sia richiesta per 1l'alta attivita glicolitica delle cellu-
le tumorali poiché 1'idrolisi di ATP a ADP + Pi & nota co-
stituire lo stadio determinante della velocitéldi reazione
per l'utilizzazione del glucosio. (Racker, E. e Spector,

M. Science 213, 303 (1981)). Pertanto, sebbene la scoperta
di Racker e coll. supporti 1l'"effetto Warburg", non & ancora
stata spiegata la ragione dell'elevata velocitd di glicoli-
si aerobica nelle cellule tumurali.

5i & ora trovato che la crescita dei tumori pud essere ef
ficacemente combattuta somministrando ad un animale portato-
re di tumore quantitd relativamente grandi di L-carnitina.

Si & inoltre trovato che la crescita di tumori maligni in
vitro pud anche essere inibita dalla presenza di L-carnitina.

Inoltre, si & trovato che se la L-carnitina & somministra-

ta alltanimale o impiegata in situazioni in vitro in combina
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zione con cisteina l'inibizione e l'effettiva inversione
della crescita e formazione tumora%e é aumentata.

E' ben noto che la L-carnitina & normalmente sintetiz-
zata nel.fegato e nel rene umano da lisina e metioninaj;
che essa & fornita al cuore, alla muscolatura scheletrica
e ad altri tessuti attraversola circolazione sanguigna;
che la sua funzione principale & di facilitare l'ossida-
zione mitocondriale degli acidi grassi (Fritz, I.B. Phy-
"siol., Revs, 41, 52 (1961)). E' anche noto che la stimola-
zione dell'ossidazione degli acidi grassi da parte della
carnitina & effettuata tramite l'azione congiunta degli en-
zimi carnitina transferasi I, il tfanslocatore della carni-
tina, e carnitina transferasi II,poiché 1'acil €CoA non pud
superare la membrana interna mitocondriale (Bremer, J.,
Trends in Biochemical Science, 2, 207 (1977)).

Sebbene la seguente spiegazione teorica non sia da con-
siderare limitativa, si & postulato che poiché lé cellu-
le tumorali richiedono una elevata velocitd di glicolisi
per la loro crescita, e che poiché la carnitina stimola 1la
ossidazione degli acidi grassi, la somministrazione di ele-
vati livelli di carnitina potrebbe‘costringere le cellule
tumorali a utilizzare acidi grassi come una fonte di ener-
gia che potrebbe impedire la glicolisi e avere effgtti dan-
nosi su tali cellule. E' sembrato che il metabolismoc degli

acidi grassi stimolato da carnitina potrebbe essere delete-
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rio in tre modi possibili.

1.

Se vi & una diminuita stabilitd a ossidare acidi
grassi a 002 e H20, ma & presente una normale at-
tivita carnitina transferasica, un'aumentata at-
tivazione degli acidi grassi porterebbe all'accu-
mulo di acil carnitina a lunga catena e auCoA este-
ri di acidi grassi (come dimostrato avvenire nella
ischemia -~ vedi Shug, A.L. e ccll., Arch. Biochem.
Biophys. 187, 25, 1978). E' stato dimostrato che
tali prodotti inibiscono un numero di sistemi mito-
condriali e potrebbero lisare le membrane mitocon-
driali e cellulari a causa della loro potente azio
ne detergente. (Shug, A.L., Texas Reports on Bio.
and Med. 39, 409 (1979); Powell, G. e coll., J.
Biol. Chem. 256, 12740 (1981)).

Poiché 1l'attivazione di acidi grassi utilizza ATP

e produce AMP + PPi + Acil CoA, l'attivazione degli
acidi grassi stimolata da carnitina nelle cellule
tumorali, dove l'ossidazione era rallentata, porte-
rebbe a livelli diminuiti di ATP, diminuita forma-
zione di AD? + Fi da ATPaéi, e meno glicoiisi.
L'ossidazione di acidi grassistimolata da carnitina
pud essere benefica per cellule normali (Shug, A.L.
e coll., Academic Press, NY, NY, Carnitine Biosynthe

sis, Metabolism and functions, pp. 321-340 (1980))
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stimoclando il loro metabolismo produttore di energia e

la produzione di piu ATP, rendendo percid disponibile piu
energia per la sintesi di sostanze antitumorali, per esem-
pio interferon. Pertanto, anche grazie al noto aumento del
flusso sanguigno verso i tessuti tumorali e all'aumentata
captazione di substrati caratteristica delle cellule tumo-
rali, la carnitina quando somministrata in elevato dosaggio,
tenderebbe, in effetti, a colpire e distruggere le cellule
tumorali.

Negli esempi seguenti la L-carnitina era amministrata
come base libera (sale interno). Anche la D-carnitina era
amministrata come base libera.

ESEMPIO 1

8i utilizzarono ratti femmina Sprague-Dawley che svilup-
pano spontaneamente un tumore mammario benigno, ben incap-
sulate (i tumori furono considerati essere classici fibroade-
nomi costituiti di spire e fasci di collagene denso). Si
scelsero sei animali con tumori di varie dimensioni per ogni
gruppo per essere sottoposti a trattamento. Tutti gli anima-
1i furono mantenuti a una dieta ad elevato tenore di grassi.

Ad un gruppe di sei animali si iniettaroné 3 g/chilo di L-
carnitina i.p. due volte al giorno. Un secondo gruppo di sei
animali ricevette una simile dose di D-carnitina. Il terzo
gruppo di sei animali ricevette 3 g/chilo di L-carnitina e

1 g/chilo di cisteina due velte al giorno. Le iniezioni in
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ogni caso furono continuate per 25 giorni valutando la

dimensione del tumore

ai giorni 8,

19, 22 e 25. Gli

animali furono tenuti in osservazione per ulteriori 17 gior-

ni e la dimensione dei tumori fu valutata al 36° e al 43°

giorno., I risultati sono presentati nella seguente tabella.

TABELLA 1

Dimensione media del tumore: (pollici)

L-carnitina

Giorno Controllo L-carnitina + L-cisteina
1 1,5 1,65 1,0
8 1,42 1,45 0,96
15 1,42 1,45 0,96
19 ' 1,54 1,3 0,79
22 1,54 1,3 0,79
25 1,66 1,4 0,75

Variazione media del tumore:

0,16 (0,25) (0,25)
Percentuale della variazione:
+0,66% -15,15% -25,0%
Trattamento interrotto al giorno 25:
36 2,45 1,4 0,75
43 2,5 1,5 0,79
Variazione del tumore ai giorni 1-43:
1,0 (0,15) (0,21)
Percentuale di variazicne:
+66,6% -9,09% -21,0%

E' evidente dai dati sopra riportati che la carnitina

guando somministrata da sola o in associazione con cisteina

era efficace nel ridurre la dimensione del tumore.

Si deve anche notare che in seguito all'iniezione (i.p.)
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di 3 g/chilo di'peso‘corporeo, si osservarono livelli plasma-
tici di L-carnitina maggiori di 15 mM. Poiché la vita media
della carnitina nel plasma & di solamente circa 30 minuti,
& evidente che concentrazioni di carnitina di 10 mM, come il-
lustrato nei seguenti esempi, potrebbero essere di importanza
clinica e particolarmente poiché nell'esempioc 1 si somministra-
rono ai ratti due iniezioni di carnitina a 3 g/chilo di peso
corporeo per un lungo periodo di tempo senza effetti dannosi
rilevabili.
ESEMPTIO 2

L~carnitina e D-carnitina furono iniettate in ratti femmina
Sprague-Dawley con il tumore mammario come Qell'esempio 1.
I ratti di controllo ricevettero iniezioni di una soluzione
isotonica salina (0,15 molare). La L- e D-carnitina furono iniet
tate i.p. nelle quantita specificate nell'esempio 1 (la D-carni-
tina fu iniettata nella stessa quantitd della L-carnitina).
Le iniezioni furono continuate su base giornaliera per 28 gior-
ni. La misura dei tumori fu effettuata esattamente prima di co-
minciare il regime di iniezioni e alla fine del periodo di 28

giorni con i risultati illustrati in tabella 2.

TABELLA 2
Dimensione del tumore
Ratto Originale Giorno 28
Controllo 3 x 2,5 in. 8,5 x 6,07 in.
Iniezione di L-carnitina 1,5 x 1,0 in. 3,00 in.

2,2 x 2,5 in.

Iniezione di D-carnitina 4,0 x 4,0 in. 6,57 in.



Studio Consulenza Brevettuale srl,

L'ispezione visuale dei fibrocadenomi sezionati dai ratti
trattati con L-carnitina riveld che i tumori erano molto
molli, di colore bruno e sénza 12 crescita a forma lobulare
sempre osservata nei fibroadenomi seziocnati dai ratti control-
lo. Inoltre i fibroadenomi provenienti dai ratti tfattati con
L-carnitina risultarono avere liveili eccezionalmehfe elevati
sia di carnitina libera che esterificata. Inoltre,rl'esame pa-
tologico dei tumori da tali ratti trattati dimostrd che in
tre ratti su quattro il tessuto tumorale era morto.

ESEMPIO 3 X

Si valutarono gli effetti di varie concentrazioni di L- e
D-carnitina nei loro effetti sulla proliferazione della linea
cellulare di cancro intestinale umano VACO 5 in cultura tissu-
tale in accordo con procedimenti standard (Symposium - (book)
Progress in Clinical and Biological Research, Vol. 48, "Clo-
ning of Human Tumor Stem Cells', edito da S5.E. Salmon, Publi-
sher - Arthur R. Liss Inc., New York, pp. 332-338). La L- e
D-carnitina furono aggiunte al mezzo di crescita fino ad ot-
tenere le concentrazioni indicate in Tabella 3. T risultati
sono illustrati in Tabella 3.

TABELLA 3

Trattamento Quantiti della crescita* Effetto
Nessuno {(controllo) 95
L-carnitina 5 mM 26 73% inibizione
1 mM 40 58% "
0,1 mM 52 45% "
D-carnitina 5 mM 92 Nessuna inibiz.
1 mM 95 Nessuna inibiz.
0,1 mM 113 19% stimolazione

(*)

La crescita & misurata dal numero di colonie che appaiono.
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E' anche stato trovato che in studi in vitro con
cellule tumorali, la presenza di acidi grassi a lunga ca-
tena, per esempio palmitico, miristico, oleico, stearico,
nel mezzo di crescita sembra aumentare l'effetto inibito-
rioc di L-carnitina sulla proliferazione di cellule tumora-
li come é& illustrato nei seguenti esempi.
ESEMPIO 4

Si prepard una singola sospensione cellulare di cellule
SKCOl, una linea di cellule di un tumore del colon; a por-
zioni di questa sospensione si aggiunserc le diverse con-
centrazioni sia di D- che di L-carnitina specificate nella
Tabella 4. Le rispettive porzioni furono quindi piastrate
su agar soffice in bacinelle a pozzetto e incubate per per-
mettere la crescita delle cellule. Tre pozzetti furono ino-
culati per ogni trattamento. I risultati furono calcolati
contando le <colonie cresciute in ogni pozzetto e facendo
una media delle tre repliche. I risultati sono illustrati di

seguito.
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TABELLA 4
% di controlio
Trattamento Crescita media (N. di colonie in trat-
(N. di colonie) tamento)
(N. di colonie in controllo)
1. Controllo 152 _ - =
2. 10 mM D-
carnitina 294 183%
3. 1 mM D-
carnitina 231 143%
4, 0,1 mM D-
carnitina 245 152%
5. 10 mM L-
_ carnitina _ 97 _ 60%
6. 1 mM L-
carnitina _ 190 118%
7. 0,1 mM L- . )
carnitina 182 113%
8. Controllo 170 - -

La crescita media rappresenta la media dell'effettivo nu-
mero di colonie contato nei tre pozzetti di ogni trattamento.
La % di crescita di controllo rappresenta quanta crescita si
sia verificata nelle prove di trattamento con carnitina rispet-
to alle prove di controllo. Questa fu calcolata dividendo la
crescita media di ogni trattamento per 161 (la crescita media
dei due controlli).

E' evidente dai dati precedenti che la D-carnitina sembra
stimolare la crescita a tutte le concentrazioni illustrate men-
tre la L-carnitina dimostra una diminuzione dipendente dalla

concentrazione nell'efficienza di clonazione con quantita cre-
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scenti di L-carnitina.

Si prepardé una sospensione di cellule SKCOl come nello
esemplio 4.

Le diverse concentrazioni di L- e D-carnitina e acido
palmitico e associazioni di L- e D-carnitina con acido
palmitico specificate nella tabella 5 furono aggiﬁnte a
porzioni della sospensione cellulare e piastrate su agar
soffice in bacinelle a pozzetto secondo la procedura dello
esempio 4. I risultati ottenuti, espressi come percentuale
di inibizione della crescita sulla media dei valori di con-
trollo illustrata nella tabella 4, sono esposti nella tabel-

la seguente.
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TABELLA 4

Aggiunte alla sospensione cellulare % di ipibizione
. della crescita
1. L=carnitina (10 mM) 30
2. L-carnitina (1 mM) 25
3. L-carnitina (0,1 mM) 10
4, L-carnitina (10 mM) + 0,01 mM di acide

palmitico (perdita delle piastre)
5. L-carnitina (1 mM) + 0,01 mM di acido

palmitico . 65
6. L-carnitina (0,1 mM) + 0,01 mM di acido

palmitico 45
7. L-carnitina (0,01 mM) + 0,01 mM di acido

palmitico . A 20.
8, D-carnitina (10 mM) leggera stimolazione

della crescita
9. D-carnitina (1 mM) 0
10. D-carnitina (0,1 mM) , 0
11. D-carnitina (10 mM) + 0,01 di acido pal
mitico 10

12. D-carnitina (1 mM) + 0,01 di acido pal-

mitico 10,
13. Acido palmitico (0,01 mM) 15.
14, Acido palmitico (0,05 mM) 65

E' evidente dai dati precedenti che la L-carnitina dimo-
stra un effetto antiproliferativo verso la linea cellulare
di tumore del colon SKCO1 e che tale effetto & aumentato
dall'associazione della L-carnitina con acido palmitico.

Utilizzando la stessa linea cellulare dell'esempio 5,
cellule tumorali furono iniettate subdermicamente in topi
nudi (& ben noto nell'arte che tale iniezione provoca la
crescita di lesioni della pelle nei topi nudi). Immediata-
mente dopo l'iniezione subdermica si iniettd nei topi di

controllo soluzione salina mentre nei topi di prova si iniet-

td L-carnitina in una quantitd pari a 3 g/chilo di peso cor-



Studio Consulenza Brevettuale stl,

poreo.

5i osservd che su quei topi trattati con l'iniegione salina
le aspettate -lesioni della pelle crebbero nel modo solito men
tre quelli trattati con L-carnitina non mostrarono lesioni del
la pelle.

In generale, possono essere utilizzate con sicurezza quan-
tita di carnitina da 1 a circa 5 grammi per chilo di peso di
mammifero per lo scopo della presente invenzione e qualora si
impieghi in associazione la cisteina, la quantita di cisteina
pud variare da circa 0,5 a cirea 1,5 grammi per chilo di
peso di mammiferoc. Quaﬁdo si impieghi in associazione un acido
grasso con L-carnitina si possonoc impiegare delle quantita
che forniscano concentrazioni da circa 0;4 mM a circa 1,2 mM
nel sangue dell'animale. Quantita di acido grasso in eccesso
a quelle che fornisconc concentrazioni superiori a 1,2 mM
dovrebbero essere evitate a causa di potenziali effetti tos-
sici che potrebbero essere associati con tali concentrazioni
pitt elevate.

RIVENDICAZIONI

1. Metodo per il trattamento di tumori in mammiferi che com
prende la somministrazione al mammifero di una quantita di L-
carnitina inibente il tumore.

2. Metodo secondo la rivendicazione 1, in cui la L-carniti-
na & somministrata in associazione con cisteina.

3. Metodo secondo la rivendicazione 1, in cui la L-carniti-
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na & somministrata in associazione con un acido grasso

a lunga catena.

4, Metodo secondo la rivendicazicne 1, in cui la L-carniti-
na & gomministrata in associazione con cisteina e un acido
grasso a lunga catena.

5. Metodo secondo la rivendicazione 1, in cui 1'acido gras-
so a lunga catena & scelto fra gli acidi palmitico, miristi-
co, oleico e stearico.

6. Metodo secondo la rivendicazione 4, in cui l'acido gras-
so a lunga catena & l'acido palmitico.

7. Metodo secondo la rivendicazione 1, in cui la carnitina
& somministrata in una quantita da circa 1 grammo a circa 5
grammi per chilo del peso del mammifero.
8. Metodo secondo la rivendicazione 2, in cui si aggiunge
cisteina in una quantita da circa 0,5 grammi a circa 1,5
grammi per chilo di peso di mammifero.

9. Metodo secondo la rivendicazione 3, in cui l'acido gras
so a lunga catena & aggiunto in una quantitd sufficiente per
indurre un livello di acideo grasso da circa 0,4 mM a circa
1,2 mM nel sangue del mammifero.

10. Una composizione antitumorale contenente L-carnitina.
11. Una composizione antitumorale comprendente in miscela
L-carnitina e cisteina.

12. Una composizione antitumorale comprendente in miscela

L-carnitina e un acido grasso a lunga catena.



13. La composizione antitumorale secondo la rivendica-

zione 11, in cui l'acido grasso a lunga catena é acido
palmitico.
Milano, 6 SET. 1983 -\:GQAAM/M%}
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Descrizione

Metodo e composizipne Per il trattamento dj tumori

Campo della tecnica

La presente invenzione si riferisce a un metodo e a compo-

sizioni per il trattamento di crescite tumorali.

Pili specificamente la presente invenzione si riferisce a
un metodo e a composizioni che promuovono una riduzione nella
dimensione di crescite tumorali conclamate.

Riassunto dell'art . .
PLB d? 76 dHHE ?a Otto Warburg scaopri che cellule ‘tumorali
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maligne fermentano il glucosio ad acido lattico molto

pit rapidamente deila'maggior parté deile_cellulé-normgli,
cioé esse dipendoho.dalla glicoiisi per lé loro fonte pri-
maria di energia per la crescita (1'"effetto Warburg").,

(0. Warburg, The Prime Cause and Prevention of Cancer,
‘Triltsch, Wurzburg? Germania, 1967 pp. 6-16, Biocﬁem; Z.
142, 317 (1923)).

| Recentemente, Raéker‘e coll. hanno dimostrato‘uné ele-
vata ‘attivité ATPasica (ATP——*ADP'+_Pi) nel tessuto'tuf‘
morale ed hanno proposto che l'eievataﬂattiyita ATPasica
sia richiesta per.l”alta atfifité glicolitica delle cellu-
le ?umoraii poiché l'idrolisi di ATP .a ADP + Pi & nota co-
stituire lo stadio determinante dé}la_vélocité,di reazione
-peth'utilizzazioné'del glucosio. (Racker, E. e Spector,

M. Science 213, 303 (1981j). Pertanto, sebbene.la scoperta
di Racker e coll. supporti'l'”effetto Warburg“,hon & anédra
stata spiegata la ragione dell'elevata vglocité di glicoli-
si aerobica nelle cellule tumurali.

DESCRIZIONE DELL' INVENZIONE
ST & ora trovato-che ta trescita dei tumori pud essere ef

ficacemente combattuta somministrando ad un animale portato-
re di tumore quantita relativamenge grandi di L-carnitina.
Si & inoltre trovate che la crescita di tumori maligni in
vitro pud anche essere inibita dalla preéenza di L-carnitina.
Inoltre, si & trovato che se la L-carnitina é somministra-

ta all'animale o impiegata in situazioni in vitro in combina
04 Jis /32 13424 3 404 (5. 00CK
094533 (1473 %002 6. 00K
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‘zione con cisteina_l'inibizione‘e l'effettiva inversione
della crescita e‘formazigne tumorale & aumentata.

E' ben noto che la L-carnitina é-nérmalmente'Sintetizf
zata nel fegato e nel rene umanérda lisina e metionina;
che easa & fornita. al cuore, alla muscolatura”scheletrica
e ad altri tessﬁti,attraverso]a circolazione sanguigna}
éhe-la sua funzione_prinéipaie é di facilitare l'ossida-
zione mitocondriale degli acidi grassi (Frit;, I.B. Phy- 
siol. Revg. 41, 52 (1961)). E' anche noto che la stimoléf
zione dgll'ossidazione degli écidi grassi da parte della
carnitina & effettuata tramite'i;azione congiunta degli en-
Zimi carnitina tréhsferasi I, il translocatore'dellé carniQ
.fina;:e cafnitina'trahsferasi II,poiéhé 1'acilipok non pﬁé
supérafe'la ﬁembrana interna mitocondriale (Bremer, J.)"
Trendsrin Biochemical Science, 2, 207 (1977)}.

Sebbene 1la éeguente spiegazione teorica non sia da con-
siderare limitativa, si & postulato che poiche ie cellu-
le tumorali richiedono una elevaﬁa velocita di glicolisi
per la loro crescita, e che poiché la carnitina stimcla 1la
éssidazione degli acidi grassi, la somministfazione di ele-
vati livelli di carnitina potrebbé costringere le cellule
tumorali a utilizzare acidi grassi come una fonte di ener-
gié che potrebbe impedire la glicolisi e avere effetti dan-
nosi su tali cellule. E' sembrato che il metabolismo degli

acidi grassi stimolato da carnitina potrebbe essere delete-



rio in tre modi possibili.

1,

Se vi & una diminuita stabilitd a ossidare acidi
grassi a CO2 e H20, ma & presente una normaie'at-

tivita carnitina transferasica, un'aumentata at-

‘tivazione degli acidi grassi porterebbe all'accu-

mulo di acil carnitina a lunga catena e a CoA este-

ri di acidi grassi (come dimostrato avvenire nella

ischemia - vedi Shug, A.L. e coll., Arch. Biochem.

Biophys. 187, 25, 1978). E' stato dimostrato che

tali prodotti inibisconoc un numero di sistemi mito-

‘condriali e potrebbero lisare le membrane mitocon-

driali e celliulari a causa della loro potente aZig

‘ne detergente. (Shug, A.L., Texas Reports on Bio.
‘and Med. 39, 409 (1979); Powell, G. e coll., J.

‘Biol. Chem. 256, 12740 (1981)).

Poiché l'attiﬁazione di acidi grassi utilizza ATP

e produce AMP + PPi + Acil CoA, l'attivazione degli
acidi graési stimolata da carnitina nelle cellule
tumorali, dove 1'oséidazione era rallentata, porte-
rebbe a livelli diminuiti di ATP, diminuita forma-
zione di ADP + Pi da ATPaéi, e meno glicolisi,
L'ossidazione di acidi grassistimolata da carnitina
pud essere benefica per cellulé normali (Shug, A.L.
e coll., Academic Press, NY, NY, Carnitine Biosynthe

sis, Metabolism and functions, pp. 321-340 (1980))
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_stimblando il loro metabolismo ptoduttore-di'energia e
ia.produzione,di pil ATP, rendepdo percié-diSponibile pia
enefgia bér ia siptesf.di éoshanze'antitumbrali, per‘esem—
pio-ihterferon. Pértanto{ anche grazie al noto aumento del
flusso éangqigno verso i tessuti tumorali e all'aumentata
captazioné di subStratilcarafteristica delle cellule tumb;
'_réli, la carnitina quando sommihistraté in elevato dosaggio,
tenderebbe, in effetti, a colpire e distruggere le cellule
tuﬁorali.

Negli esempi seguenti 1la L;éarnitina era.amministrata
come”ﬁése-liﬁerg-(sale-interﬁo)w Anche la D-carnitina era
amministrata come baée liﬁeré. |

ESEMPIO 1

Descrizione Qettag}iat&dell'invenzione -

Si utilizzaronp ratti femmina‘Spragﬁe-Dawley che svilup- .
pano spontaneamente un tumore'mammario benigno, ben incap-
sulato (i tuﬁori furono considerati eséere classici fibroade-
nomi costituiti di spire e fasci di collagene denso). Si
scelsero sei animali con tumori di varie dimensioni per ogni
gruppo per essere sottoposti a trattamento. Tutti g¢li anima-
1li furono mantenuti a una dieta ad elevato tenore di grassi.

Ad un gruppo di sei animali si iﬁiettarono-B g/chilo di L-
carnitina i.p. due volte al giorno. Un secondo gruppo di sei
animali ricevette una simile dose di D-carnitina. Il terzo
gruppo di sei animali ricevette 3 g/chilo di L-carnifina e

1 g/chilo di cisteina due volte al giorno. Le iniezioni in



LY

ogni caso- furono continuate per 25 giorni Qalutando la
._dimensioﬁe del tumore ai giorni 8, 15, 19;,22 e 25, Gli
animali furono tenuti in ossérvazibnélper.ulteriori'17-gior-x
ni e la dimensionerdeiltﬁmori‘fu valutata al 36° e al 435
giorno. I risultati sono presentati nella seguente tabella.
.TABELLA 1
Dimensione media del tumore: époliici)

L-carnitina

Giorno Controllo - L-carnitina + L-c¢cisteina
1 1,5 1,65 | 1,0
8 1,42 1,45 0,96
15 1,42 A 1,45 - 0,96
19 - 1,54 1,3 0,79
22 , 1,54 1,3 0,79
25 . 1,66 1,4 ' 0,75

Variazioné media del tumore :
0,16 (0,25) (0,25)
Percentuaie della Qariazione: | |
;6,66% -15,15% -25,0%
Trattamento interrotto al giorno 25:

36 2,45 1,4 0,75
43 2,5 1,5 0,79

Variazione del tumore ai giorni 1-43:

1,0 (0,15) (0,21)
Percentuale di variazione:
+66,6% -9,09% -21,0%
E? evidentg dai dati sopra riportati che la carnitina
quando somministrata da sola o in associazione con cisteina
era efficace nel ridurre la dimensione del tumore.

Si deve anche notare che in seguito all'iniezione {(i.p.)



di 3 g/chilo di peso corporeo, si osservarono livelli plasma-
tici dilL-carnitina maggiori di 15 mM. Poicheé 1la vita.media
della carnitina nel plasma ¢ di solaménte ciréa 30 minuti,
e evidente che concenfrazioni di carnitina di 10 mM,-COme il-
lustrato nei seguenti gsempi,potrebbero essere di importanza
cliniga e particolarmente poiché nell'esempio 1 si somministra-
rono ai ratti due in#ezioni di carnitina é 3 g/chilo di peso
corporeb‘pgr un lungo periodo di tehpo‘senza effetti dannqsi
rilevébili.
ESEMPIOIE

L-carnitina e D-carnitina furono iﬁiettate in ratti femmina
Sprague-ﬁawléy con ii-tumore mammario come nell'esempio 1.
I ratti‘di controlo riceveftero iniezioni di una éoluzione"
isotonica salina (0,15 molare). La L- e D-cafnitina fﬁrono iniet
tate i.p. nelle quantita specificate nell'esempio 1 (la ﬁ-carni-
tina fu iniettété nélia stessa quantitd della L-carnitina).
Le iniezioni furono continuate su base giornaliera'ber 28 gior-
ni. La misura dei tumori fu effettuata esattamente prima di co-
minciare il régime di iniezioni e alla fine del periodo di 28

giorni con i risultati illustrati in tabella 2.

TABELLA 2
Dimensione del tumore
Ratto ' Originale - Giorno 28
Controllo 3 x-2,5 in. 8,5 x 6,07 in.

Iniezione di L-carnitina 1,5 x 1,0 in. 3,00 in.

2,2 x 2,5 in.

Iniezione di D-carnitina 4,0 x 4,0 in. 6,57 in.



L'ispezione visuale dei fibroadenomi sezionati dairratti

trattati con L-carﬁitina riveld ché,i'tuﬁori erano. molto
_ méili’ di éolone‘bruno e'senza lé:creséita a forma 105u1aré
semprerosservéﬁa nei fibroadénomi sezionati dai ratti control-
lo. Inoltre i fibroadenomi provenienti dai ratti trattati con
L;Carnitina risulﬁarono avere liveili ecceéionalmenté elevati
sia di gafhitina libera che esterificata._Ipoltre, 1'esame pa-
tologi@o dei tumori da tali ratti_trattati dimostrd che in

tre ratti su quatfro il tessuto tumorale era morto.
ESEM?IO 3

_ Si'valutarond-gli effetti di varie cbncentraziﬁni’di=b-'e
D-cafaitina nei loro effetti sulla proliferézione della'iinea:
jcéiluléfe di cancro‘intéstinale,umaﬁb VACO'S in cultura ﬁissu4
tale .in accordo con procedimenti standard (Symposium - (book)
Progress in Clinical and Biol@gical_ReSeérch, vol. 48, "Clo-
ning of Human Tumor Stem Cells", edito da S.E. Sa%mon, Publi-
sher - Arthur R. Liss Inc., New York, pp. 332-338). La L- e
D-carnitina furono aggiunte al mezzo di crescita fino ad ot-

tenere le concentrazioni indicate in Tabella 3. I risultati’

sono illustrati in Tabella 3.

TABELLA 3
Trattamento Quantita della crescita* i Effetto
Nessunoc {(controllo) 95
L-carnitina 5 mM 26 73% inibizione
1 mM 40 58% "
0,1 mM 52 45% v
D-carnitina 5 mM 92 Nessuna inibiz.
1 mM 95 Nessuna inibiz.
0,1 mM 113 19% stimolazione

(*)
La crescita & misurata dal numero di colonie che appaiono.
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E' anche stato trovato che in studi in vitro con
cellule tumorali,‘lg presenza di acidi grassi a lunga ca-
fena, per esempio palmitico, miris;iéo; qléiéo, stearico,
nel mezzo di crescita sembfa éumentare 1'¢ffettoVinibito-
rio di L-carnitina sulla pfqliferazione di_cellule tumora-

1li come & illustrato nei seguenti esempi.

ESEMPIO 4

'Si prepard una singola sospensione’celi@lare di cellule’

SKCOl, una linea di cellule di un tumore del colon; a por-

zioni di questa sospensione si aggiunsero le diverse con-

centrazioni sia di D- che di L-carnitina.specificate nella
Tabella 4. Le rispettive porzioni furono quindi piastrate

su agar soffice in bacinelle a pozzetto e incubate'bgr per-

mettere la crescita delle cellule. Tre pozzetti furono ino-

culati per ogni trattamento. I risultati furono calcolati
contando le colonie cresciute in ogni pozzetto e facendo

una media delle tre repliche. I risultati sono illustrati di

séguito.

1}
i}
I}

1
-1

It
1]
1]

1l
il
1]



TABELLA 4
4 di controllo .
Trattamento Crescita media (N. di coleonie in trat-
(N, di colonie) tamento)
‘ {(N. di colonie in controllo)

1. Controllo 152 | , - o
‘2. 10 mM D~ . ‘

carnitina 294 ‘ ©'183%
3. 1 mM D- | -

‘carnitina . 231 = : : 143%
4, 0,1 mM D- ' ‘

carnitina 245 _ : : 152%
5. 10 mM L- _ | _ | |

carnitina o 97 . R : 60%
6. 1 mM ‘L~ .

carnitina 190 I 118%
7. 0,1 mM Lo . -

carnitina E 182 S ‘ - 113% .
8. Controllo 170 | - -

La crescita media rappresenta la media deli'effettivo nﬁ-
mero di colonie ;ontato nei tre pozzetti di ogni trattamento.
La % di crescita di éontfollo rappresenta quanta crescita si
sia verificata nelle prove di trattamehto con carnitina rispetF
to alle prove di controllo. Questa fu calcolata dividendo la
crescita media di ogni trattamento per 161 (la crescita media
dei due controlli).

E' evidente dai dati precedenti che la D-carnitina sgmbra
stimolare la crescita a tutte le coﬁcentrazioni illustrate men-
tre la L-carnitina dimostra una diminuzione dipendente dalla

concentrazione nell'efficienza di clonazione con quantita cre-



scenti di - L-carnitina.
-ESEMPIO 5

-Si_preparb.uﬁa sospensione di celluié SKCOi come nello
eéempio 4.

‘Le diverse_concentrazioni di L- e D-~carnitina e acido
palmitiéo e associazioni di L- e D-carnitina con acido
palmitiéo speCificate nella tapella 5 furéno aggigntg a
porzioni della sospensione cellulare e piastra#e'su.agar
soffice in bacinelle a pozzetto secondo la procedﬁra dello
esempio 4, I risultati ottenuti,-espreséi come percentuale
di inibizione della crescita sulla media -dei Qalori_d; con-

trollo illustrata nella tabella 4, sono esposti nella tabel-

la seguente.
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TABELLA 4
Aggiuhte alla s§3pensionegce11ulare C % di inibizione -
' ‘ o ‘della crescita
1. L-carnitina. (10 mM) ' o - 30
2. L-carnitina (1 mM) - 25
3, L-carnitina (0,1 mM) ' : 10

4. L-carnitina (10 mM) + 0,01 mM di acide

palmitico (perdita delle piastre)

5, L-carnitina (1 mM)_ + 0,01 mM di acido

palmitico - _ : 65
6. L-carnitina (0,1 mM) + 0,01 mM di acido '
palmitico ' . 45
7. L-carnitina (0,01 mM) + 0,01 mM di acido
palmitico : - 20
8. D-carnitina (10 mM) : ' leggera stimolazione
: - T ' della crescita
9. D-carnitina (1 mM) L 0
10. D-carnitina (0,1 mM)} o -

11. D-carnitina (10 mM) + 0,01 di acido pal
| mitico ' 10
12. D-carnitina (1 mM) + 0,01 di acido pal- :

mitico _ _ o
13. Acido palmitico (0,01 mM) ' ' 15
14.. Acido palmitico (0,05 mM) : 65

E' eﬁidente'dai dati precedenfi'che la L?carnitina dimo-
stra un effetto antiproiiferatiyo verso la linea cellulare
di tumore del cqlqn'SKCO1 e che tale effetto & aumentato
dali'assoéiazione della L-carnitina con acido palmitico.

Utiliizando la stessa linea cellulare dell'esempio 5,
cellﬁle tumorali furono iniettate subdermicamente in topi
nudi (& ben nofo nell'arte che tale iniezione provoca la
crescita di lesioni della pelle nei topi nudi). Immediata-
mente dopo l'iniezione subdermica si iniettd nei topi di
controllo soluzione salina mentre nei topi di prova si iniet-

td L-carnitina in una quantita pari a 3 g/chilo di peso cor-



poreo,
Si osservd che‘su.qgei'topi trattati con l'iniezioﬁe salina
lérasﬁettate‘ 1e§i§hi della-pelle crebbero nel modo solito meﬁ
tre quelli trattati con L-carnitina non mostrarono Iesioni_del
la pelle.
in-generale, posson§ essere utilizzate con sjcufezza quan-
 tité di carnitina da 1 a circa 5 grammi per chilo di peso di
mammifero per lo_scopq-déllé'presénte invenzione e qualora si
impieghi in associazione la cisteina, la quantité di cisteiné
pud variare da circa O,S a circa 1,5 gramhi per chilo di
.pesq di mammifero. Qu§ndo si_impieghi_iﬁ-associazione un aﬁido
grasso con L—carnifina_si.ppssono.impiegarerdelle'quantité
che forniscano_cohqentrazioni da circa 0,4 mM-g circa 1,2_mM'
nel sangue dell'animale. Quantitd di acido grasso in eccesso
a quelle che forniscono poncentrazioni superiori a'l,2 mM
dovrebbero essefe evitate é _caﬁsa di potenziali effetti tos-
sici che potrebbero essere associati con tali concentrazioni.
pitu elevate.

RIVENDICAZIONI

1. Metodo per il- trattamento di tumori in mammiferi che com
prende la somministrazione al mammifero di una quantita di L-
carnitina inibente il tumore,

2. Metodo secondo la rivendicazione 1, in cﬁi la L-carniti-
na & somministrata in associazione con cisteina.

3. Metodo secondo la rivendicazione 1, in cui la L-carniti-
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“ o=
na.é somministrata in ‘associazione con un aciqd grasso
a_1dnga catena.

4, Metodo secondb’iarivgadicazioﬁe 1, in cui'lé.L-carﬁiti-
na & somminiétrata in\,assoqiaiidne con cisteina e un-acido
grasso a.lunga caﬁena.

5. Metodq.secpndoflé-rivendicazione 1, in cui 1tacido grés-
so ra lunga catena & scethAfra gli'acidi_palmitico, miristi-
co, oleico e été?riéo;

‘6. Metodo secondo la rivendicazione 4, in cui l'acido gras-
so a lunga catena & I'ACido pélmiti;o.

7.  Metodo seédndo;la fivendicaiionerli'in cui- la carnitina 
é'éogministrata in_una‘quantité da cifcg 1 grammo a circa,§
grammi per'chilo-dei beéo,del mammifero. .

‘8. - Metodo secondo la rivendicazione 2, in cui si aggignée
cisteina .in una quahtité da circa 0,5 grammi a circa 1,5
grammi per chilo di peso di mammifero.

9. Metodo secondo la rivendicazione 3, in cui 1l'acido gras
so a lunga catena & aggiunto in una quantita sufficiente per
indurre un livello di acidd grasso da circa 0,4 mM a circa
1,2 mM nel sangug del mammifero.

10. Una composiiione antitumorale contenente L-carnitina.
11. Una composizione antitumorale comprendente in miscela
L-carnitina e cisteina.r

12. 1Una composizione antitumorale comprendente in miscela

L-carnitina e un acido grasso.a lunga catena.
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. 13. La composizione antitumorale secondo la rivendica-
zione 11, in cui l'acido grasso a lunga catena & acido

palmitico.

DICHfARAZIONE E LETTERA D'INCARICO

Come di segquito nominato inventore{i), essendo debitamente

autorizzato (o incaricato), Io (noi) dichiaro e dico che:

la mia(nostra) residenza(e), indirizzo (post office) (i) e

- . cittadinanza(e) sono come dichiarati di seguito visino al

mio{(nostri) nome(i); che

‘Io{noi) credo veramente che sono(siamo) 1 ' unico, primo

- e sold(soli) inventore(i) dell'invenzione'intitOlata:

. METODO E COMPOSIZIONE PER IL TRATTAMENTO DI TUMORI

descritta e rivendicaanell'allegata descrizioné; che
che non so e che non credoiche questa inven-

zione sia mai gtata conosciuta o_uéata negli Stati
Uniti prma della mia invenzione della stessa, o bre—-
vettﬁta o descritta ih una qualaiaai*puﬁiicazione
stampata in un qualsiasi paese prima della mia in-
venzione, oppure piu 41 wm anno prima a questa do-
manda3 o0 che fosse gid in uso pubblico o in vendita
neglli Stati Uniti oltre un anno prima di questa do—'
manda; dichiaro inoltre che questa mia invenzione nén

¢ Btata brevettata mai in nessun paese fuori dagli
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;Stati Uniti in base ad una mia domanda depoaitata da
dai miei rappraaantanti legali o ceasionari da

pit @i 12 mesi prima di questa domanda e che ne ssuna

domanda di brevetto figuﬁrdanté qﬁestalinvenzioue

e mail atata”nraaentatg da me, &Ai miéi'rappresentgnti

legali o cessionari, eccetto quanto segue:

Io{noi) qui eleggo waard'ﬁ;.Bremer, Regiétrazione_No;
17653, mio(nostrdi rappresentante con pieni.poteri di
‘séstituzione e re#oca, per proseguiré qugsta,domapda'e
di tfansare tuttl gll affarl preSéo'I'Ufficio.Brevetti e Mar-
chi connessi alla‘pratiqa. Indlrlzzare tutte le chlamate
ﬁelefonicﬁe a Howard W. Bremer, al telefono:n. (608)271-4683;

Indirizza}é tuttalla cofrispondenza a Howard W. Bremer,

1106 Brookwood Road, Madison, Wisconsin 53711

Ic(noi)dichiaro inbltre che tutte le dichiaraziohi fatte
qui sopra ai mia(nostra) conoscenza sono vere e che tutte
le informazioni in bése a informazioni écquisité.e,alia cre-
denza credo siano veré; e inoltre che queste dichiarazipni
intenzionalmente false e simili cose sono:punibili tramite
multa o pena di incarcerazione, © entrambe, secondo la Sezio-
ne 1001 del Paragrafo 18 degli StatiVUniti d'America, e che
tali dichiarazioni intenzionalmente false possono pregiudica-
re la validitd della domanda o di un gqualsiasi brevetto con-

cesso sulla stessa.

o
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. ‘quercompleto déll'inventoré. -Austin L. Shug
Firma‘dell'inertore*
Rééideniaizol.Shoréﬁoéé Blvd., Madison, WI 53705
Cittadinanzé Sté£i Uniti d'Aﬁerica
:Indiri;zo ufficio postale 1201 Shorewood Blvd.
Madison, WI 53705
' bata 7 "se'ttembre,- ' 1982 |
Nome éompleto dell'inventore* firma: Austin L. SHug.
Pe: trédqgione conforme.
Milano, 1 5 ch. 1983
| Il Mandatarlo

_ (Rag. Mauro Bracco}
dello Studio Consulenza Brevettuale s.r.l.
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