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karcinomem prostaty, za podminky, Ze uvedeny anti-estrogen
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Lé¢ivo pro prevenci a lé&eni karcinomu prostaty

Oblast techniky

Pfedkladany vyndlez se tyka lé¥iva pro prevenci karcinogenese
prostaty u jedince, pro zlep3eni preZivani u jedince s karcinomem
prostaty, nebo pro léeni jedince s karcinomem prostaty. U&inna
latka plisobi preventivn& proti karcinomu prostaty, brani
recidivé, potladuje nebo inhibuje karcinogenesi v prostat& a 181

karcinom prostaty.

Dosavadni stav techniky

Karcinom prostaty je jednim z nejcastéji se vyskytuji-
cich nadord u muZt v USA a kaZdy rok jsou diagnostikovany
tisice novych p¥ipad@. Nanedt&sti je vice neZ 60% nové
diagnostikovanych karcinomti prostaty v pokrolilém stadiu,
se Spatnou prognosou bez Sance na vyléCeni. Jednim pri-
stupem k feSeni tohoto problému je Casnéjsi detekce
karcinomu prostaty pomoci skriningovych programi, co¥ by
redukovalo polet pacientd s pokro¢ilym né&dorem. Jinou
strategii je vyvoj 1ékl pro prevenci karcinomu prostaty.
Jedna t¥etina muZt ve v&ku nad 50 let m& latentni formu
karcinomu prostaty, kterid se miZe aktivovat v Zivot
ohroZujici klinickou formu karcinomu prostaty. Bylo
prokazéano, %Ze frekvence latentnich karcinom® prostaty se
vyznamné zvy3uje s ka¥dou dekadou Zivota od 50 (5,3-14%)
do 90 (40-80%). Poet jedinct s latentnim karcinomem
prostaty je stejny ve vEech kulturach, etnickych skupinéch
a rasach, ale poet klinicky agresivnich karcinomd je -
znacné& odlidny. Toto naznaduje, Ze faktory prost¥edi mohou

mit vliv na aktivaci latentniho karcinomu prostaty. Proto




[X]
-

* L4

. L) b d L4

2 Ot e o
. . * o
00 LE N ) .

miZe mit vyvoj chemopreventivnich strategii pro karcinom

prostaty znacny lékafsky a ekonomicky vyznam.

Toremifen je p¥ikladem trifenylalkenové slouceniny popsané
v US patentech &. 4696949 a 5491173 (Toivola et al.), jejich¥Z
objevy jsou zde uvedeny jako odkazy. Parenterdlni a lokalni
podani prost¥edkl obsahujicich toremifen savclm je popsdno v US
patentech &. 5571534 (Jalonen et al.) a 5605700 (DeGregorio et
al.), jejichZ objevy jsou zde uvedeny jako odkazy.

US patent ¢. 5595985 (Labrie), jeho? objevy jsou zde uvedeny
jako odkazy, také popisuje zplisob pro 1é&bu benigni hyperplasie
prostaty za pouZiti inhibitoru So-reduktasy a sloudeniny, ktera
se vaZe na a blokuje p¥istup k androgennim receptortim. Jednim
pfikladem sloudeniny, ktera blokuje androgenni receptory, je

flutamid.

US patenty &. 4329364 a 4474813 (Neri et al.), jejichZ objevy
jsou zde uvedeny jako odkazy, popisuji farmaceutické p¥ipravky
obsahujici flutamid ur&ené pro oddaleni vzniku a/nebo prevenci
karcinomu prostaty. P¥ipravky mohou byt ve form& kapsli, tablet,
¢ipkd nebo elixird. I pres tyto pokroky trvad pot¥eba &inidel a

zpusobli G&innych pro prevenci karcinomu prostaty.

Vzhledem k vysoké incidenci a mortalit& karcinomu prostaty je
vyvoj chemopreventivnich strategii proti této devastujici nemoci
imperativni. Pochopeni faktor®i, které prispivaiji ke karcinogenesi
v prostat&, v&etn& iniciace, promoce a progrese karcinomu
prostaty, poskytne molekuldrni cile pro intervenci nebo prevenci
nebo zastaveni procesu karcinogenese. Nové postupy jsou nutné-jak
v zdkladnim vyzkumu, tak v klinice, kde tyto postupy sni¥i
incidenci karcinomu prostaty a zastavi vyvoj nebo zplisobi regresi

latentniho karcinomu prostaty. ProtoZe se frekvence karcinomu
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prostaty dramaticky zvy3uje ve stejném vé&ku, ve kterém jsou muzZi
ohroZeni jinymi p¥i¢inami mortality, mi¥e byt pouhé zpomaleni
progrese adenokarcinomu prostaty vhodnou a ekonomickou
terapeutickou strategii. P¥ekl&ddany vyndlez je zam&¥en na splnéni

této potreby.

Dale, protoZe prostatickéd intraepitelovad neoplasie pfimo
pfedchazi karcinomu prostaty a jeji p¥itomnost specificky ukazuje
na vy$38i riziko karcinomu prostaty, dochdzi u muzd
s diagnostikovanou intraepitelovou neoplasii prostaty
k dramatickym zméndm v kvalit& jejich Zivota. Jedinym zptisobem
pro diagnostikovéni prostatické intraepitelové neoplasie je
biopsie prostaty. Po diagnostikovéni prostatické intraepitelové
neoplasie spolivé standardni 1lé&ba v tom, Ze pacient je ast&ji
sledovan léka¥em a jsou Cast&ji provadény biopsie prostaty. Dale,
pacienti a.léka¥i maji znalné obavy, protoZe hrozi karcinom
prostaty. V soulasnosti neexistuje léfba pro pacienty s

prostatickou intraepitelovou neoplasii.

Podstata vynéalezu

Podstatou vyndlezu je pouZiti anti-estrogenu, nebo jeho
analogu, derivatu, izomeru a metabolitu nebo jejich farmaceuticky
prijatelnych soli, esterd, N-oxidl nebo jejich sm&si pro p¥ipravu
léiva pro prevenci karcinogenese prostaty u jedince, pro
zlepSeni pfeZivani u jedince s karcinomem prostaty, nebo pro
1éCeni jedince s karcinomem prostaty; za podminky, Ze uvedeny

anti-estrogen je jiny neZ slou&enina vzorce (1)
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kde R; a Ry, které mohou byt stejné nebo riizné, jsou H nebo OH, R,
je OCH,CH,NR4Rs, kde R, a Rs, které mohou byt stejné nebo riznég,

jsou H nebo alkylova skupina obsahujici 1 aZ 4 atomy uhliku.

Prevence karcinogenese prostaty u jedince se dosdhne sni¥enim
rizika vzniku karcinomu prostaty u jedince nebo sni¥enim mno¥stvi
prekancerosnich prekursort karcinomu prostaty nebo karcinom
prostaty je oSetfen supresi nebo inhibici latentniho karcinomu
prostaty u jedince. Tento jedinec mi¥e mit prekancerosni
prekursory adenokarcinomu prostaty a nemi p¥itomkarcinom

prostaty.

Podle jednoho aspektu vynédlezu prekancerosni prekursory
adenokarcinomu prostaty jsou prostaticka intraepitelovd neoplasie
(PIN) . Podle jiného provedeni vynalezu anti-estrogenem je
selektivni modulator estrogenového receptoru (SERM),

trifenylethylen nebo trifenylalkan.

Farmaceuticky p¥ipravek obsahuje farmaceuticky p¥ijatelny
nosi&, pridemZ uvedeny nosi& je vybran ze skupiny zahrnujici
klovatinu, $krob, sacharid, celulosovy materidl a jejich smdsi.
Léivo se s vyhodou podava jedinci podko¥ni implantaci pelety
obsahujici uvedené lé&ivo, pridem¥ uvedeni peleta poskytuje

¥Yizené uvoliiovani 1é&iva.

Podle jiného aspektu vyndlezu se 1lé&ivo podava jedinci
intravenosné&, intraarteri&ln& nebo intramuskularnd injekei
v kapalné form& nebo se lé&ivo podava oraln& v kapalné nebo
pevném pripravku. Uvedené 1lé&ivo je vybréno ze skupiny zahrnu31c1
pelety, tablety, kapsle, roztoky, suspenze, emulze, elixiry,

gely, krémy a &ipky, prifem¥ &ipek je rektdlni &ipek nebo

uretrdlni &ipek. Uvedené 1lédivo miZe byt rovné&Z parenteralnim
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pfipravkem, ktery obsahuje liposom obsahujici komplex uvedené

anti-estrogenové sloudeniny a cyklodextrinové slouceniny.

Uvedené lédivo se s vyhodou podava v davce p¥ibli¥n& 0,5 mg/kg

hmotnosti jedince a den aZ p¥ibli¥n& 80 mg/kg hmotnosti jedince a

den.

Toto freSeni tedy poskytuje lé&ivo pro prevenci karcinogenese
v prostaté, supresi nebo inhibici latentniho karcinomu prostaty,
a je zejména vhodny pro 1lé&bu jedincl se zvySenym rizikem vzniku
karcinomu prostaty, jako jsou nap¥iklad jedinci s benigni
hyperplasii prostaty, prostatickou intraepitelidlni neoplasiiv
(PIN) nebo abnormilné vysokymi koncentracemi prostatického
specifického antigenu (PSA), nebo jedinci s rodinnou anamnesou

karcinomu prostaty.

Popis obrazkd na p¥ipojenych vykresech

Obr. 1: Graf ilustrujici chemopreventivni G¥inky Toremifenu

v TRAMP modelu.

Obr. 2A-2C: H&E fezy ilustrujici ventrdlni butiky prostaty u

normdlnich my$i a builky karcinomu prostaty u TRAMP mySi pouzZitych

Obr. 3: V1iv toremifenu na vyvoj ventrdlni prostaty u TRAMP mySi.

v pokusu.

Obr. 4: V1iv toremifenu na vyskyt nddord u TRAMP my3i.

Obr. 5: Vliv toremifenu na vyvoj nddorli v TRAMP modelu.

Obr. 6A-6B: Srovnani efektl placeba vs. Toremifenu na rist

nadori.




Podrobny popis predkléddaného vyndlezu

Predkléddany vyndlez poskytuje: (1) 1lé&ivo pro prevenci
karcinogenese v prostaté&; (2) lé&ivo pro supresi nebo inhibici
karcinomu prostaty; (3) 1lé&ivo pro redukci rizika vzniku karcinom
prostaty; a (4) lecivo pro zvySeni pfeZivéni u jedince; (5)
lé¢ivo pro 1lé&bu karcinomu prostaty; (6) 1lé¥ivo pro dosaZeni
regrese prostatické intraepitelové neoplasie a 1é%ivo pro redukci
prostatické intraepitelové neoplasie s vysokym stupn&m pomoci

podéni chemopreventivnich &inidel, jak jsou zde popsany.

V jednom provedeni je chemopreventivnim &inidlem antiestrogen,
jeho analog, derivéat, izomer a metabolit. V jiném provedeni je
chemopreventivnim €inidlem trifenylalkyl nebo jeho analog,
derivat, izomer a metabolit. V jiném provedeni je
chemopreventivnim ¢inidlem dihydronaftalen nebo jeho analog,
derivat, izomer a metabolit. V jiném provedeni je
chemopreventivnim €inidlem benzothiofen nebo jeho analog,
derivat, izomer a metabolit. V jiném provedeni je
chemopreventivnim €inidlem selektivni moduldtor estrogenového
receptoru (SERM) nebo jeho analog, derivat, izomer a metabolit. V
jiném provedeni je antiestrogenem antiestrogen nevytvarejici
addukty DNA nebo jeho analog, derivat, izomer a metabolit. V
jiném provedeni je chemopreventivnim &inidlem tamoxifen. V jiném
provedeni je chemopreventivnim ¢inidlem faslodex. V jiném

provedeni je chemopreventivnim &inidlem raloxifen.

V jednom provedeni p¥i pouZiti chemopreventivniho &inidla pro
prevenci karcinogenese v prostat& nebo pro potladeni nebo
inhibici latentniho karcinomu prostaty chemopreventivni &inidlo

neobsahuje sloudeninu vzorce:
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kde R1 a Rz, které mohou byt stejné nebo razné, jsou H nebo OH,
R3 je OCH2CH2NR4Rs, kde Rs a Rs, které mohou byt stejné nebo
riazné, jsou H nebo alkylova skupina obsahujici 1 aZ ptribliZné&

4 atomy uhliku, a jeji analogy a metabolity.

Jak je zde uvedeno, jsou tamoxifen, faslodex a raloxifen,
které jsou priklady antiestrogent, chemopreventivnimi &inidly

pro prostatu a prostatickou intraepitelovou neoplasii.

Prib&Zné sledované biologické markery jsou m&fitelné
biologické alterace ve tkani, ke kterym doch&zi mezi iniciaci
a vznikem z¥ejmé neoplasie. Biologicky marker se ov&fri tehdy,
kdyZz se kone&ny jev, incidence nadoru, také redukuje
v dusledku aplikace potencialniho chemopreventivniho &inidla.
Pribé&Zné biologické markery u nadord mohou byt klasifikovany
do nasledujicich skupin: histologické, proliferacni,
diferenciac¢ni a biochemické. V jakékoliv chemopreventivni
strategii tvori dostupnost histologicky rozpoznatelnych a
akceptovanych prekancerosnich lézi vyznamny vychozi bod. Pro
prostatu je histologickym markerem prekancerosni prekursor
adenokarcinomu prostaty, jehoz pfikladem je prostaticka
intraepitelova neoplasie (PIN). PIN se jevi jako abnormé&lni
proliferace v prostatickych duktech, kterou tvori premaligni
loZiska buné&éné dysplasie a karcinomu in situ bez stromalni
invaze. PIN a histologicky karcinom prostaty jsou

morfometricky a fenotypov& podobné. Proto predstavuje vyvo]

"high grade” PIN vyznamny krok v draze od normalni prostaty
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pres PIN, histologicky karcinom prostaty, invazivni klinicky

karcinom prostaty k metastazam.

Bylo prokézano, Z¥e prostaticka intraepitelova neoplasie je
prekancerosni 1ézi nebo prekursorem adenokarcinomu prostaty.
Prostatické& intraepitelova neoplasie je abnormalni proliferace
v prostatickych duktech, kterou tvori premaligni loZiska
bunécné dysplasie a karcinomu in situ bez stromdlni invaze.
Prostaticka intraepitelova neoplasie je nejpfresné&ijsim a
nejspolehlivéijdim markerem karcinogenese v prostat& a mife byt
pouZita jako p¥ijatelny znak pro studie tykajici se
chemoprevence karcinomu prostaty. Prostaticka intraepitelova
neoplasie mé& nejvys8i prediktivni hodnotu jako marker pro
adenokarcinom a jeji zjisténi vyzaduje opakovani biopsie pro
vylou€eni soufasného nebo nasledného invazivniho karcinomu.
VétSina studii naznaduije, Ze u vétSiny pacientd s prostatickou
intraepitelovou neoplasii se vyvine karcinom b&hem 10 let.
Zajimavé je to, Z¥e prostaticka intraepitelovd neoplasie
neprispiva k sérovému PSA, co¥ neni prekvapivé, protdée oproti
karcinomu prostaty neinvaduje prostaticka intraepitelova
neoplasie do vaskulatury prostaty, <&imZz dochdzi k uvoldovani
PSA do krevniho tecdisté&. Tak muze prostatickd intraepitelové
neoplasie pY¥edchézet i elevacim PSA souvisejicim s karcinomem

prostaty.

V jednom provedeni pat¥i mezi antiestrogeny, které ptisobi
jako chemopreventivni &inidla na prostatu, nésledujici
slouCeniny: trifenylethyleny, mezi které patfi droloxifenm,
idoxifen, (2)-4-OH.tamoxifen; arzoxifen; chromany jako je
levomeloxifen; a centchroman; benzothiofeny, jako je raloxifen
a LY353381; naftaleny, jako je CP336156. V jiném provedenim
pat¥i mezi chemopreventivni &inidla fytoestrogeny, jako jsou

isoflavonoidy, v&etn& daidzeinu, genisteinu, yenoestrogent,
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coumestrolu, zearalenonu, apigeninu, waempherolu, phloretinu,
biochaninu A, naringeninu, formononetinu, ipriflavonu,
quercetinu a chrysinu. V jiném provedenim pat¥i mezi
chemopreventivni &inidla flavonoidy; flavony, isoflavony,
flavanony a chalcony) ; coumestany; mykoestrogeny; lakton
kyseliny resorcyclické; nafoxideneandequol a lignin v&etnd
enterodiolu a enterolaktonu. V Jiném provedenim pat¥i mezi
chemopreventivni &inidla nasledujici slouCeniny: ICI 164384;
ICI 182780; TAT-59; EM 652 (SCG 57068), EM-800 (SCH 57050), EM
139, EM-651, EM-776 a peptidovy antagonisté lidskych

estrogenovych receptorn.

Predkladany vynélez poskytuje pouZiti prost¥edka a
farmaceutickych prost¥edkd pro prevenci karcinogenese
vV prostaté€; supresi nebo inhibici karcinomu prostaty; pro
redukci rizika vzniku karcinom prostaty; pro zvyseni preZivani
u jedince; pro 1lé&bu karcinomu prostaty; pro dosaZeni regrese
prostatické intraepitelové neoplasie a zpusoby pro redukci
prostatické intraepitelové neoplasie s vysokym gradingem
pomoci podani chemopreventivnich &inidel, jak jsou zde
popsana, a nosife nebo Yedidla a/nebo jejich farmaceuticky
pfijatelnych nosi&d, Yedidel, soli, esterti nebo N-oxidd, a

jejich smé&si.

Predkladany vynéalez poskytuje bezpedny a Gc¢inny zptsob pro
prevenci karcinogenese, supresi nebo inhibici latentniho
karcinomu prostaty a je zejména vhodny pro 1lé&bu jedinca se
zvySenym rizikem vzniku karcinomu prostaty, napriklad jedinct
s benigni hyperplasii prostaty, prostatickou intraepitelovou
neoplasii )PIN) nebo abnormalné vysokou koncentraci
cirkulujiciho prostatického specifického antigenu (PSA), nebo

jedinct s rodinou anamnesou karcinomu prostaty. V jednom
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provedeni je jedincem savec. V jiném provedeni je jedincem

¢lovék.

Vynalez zahrnuje &isté (2) a (E) izomery sloudenin a jejich
smé&si, stejné jako &isté (RR,SS)- a (RS, SR) -enantiomerové pary

a jejich smé&si.

Vynélez zahrnuje farmaceuticky p¥ijatelné soli amino-
substituovanych sloufenin s organickymi a anorganickymi
slou€eninami, jako je nap¥iklad kyselina citrénova a
chlorovodikova. Vynédlez také zahrnuje N-oxidy amino
substituentd sloudenin vzorce (I). Farmaceuticky p¥ijatelné
soli mohou byt p¥ipraveny z fenolickych sloudenin reakci
s anorganickymi bazemi, jako je nap¥iklad hydroxid sodny. Také
mohou byt p¥ipraveny estery‘fenolickych_slouéenin
s alifatickymi a aromatickymi karboxylovymi kyselinami, jako

Jjsou nap¥iklad estery kyseliny octové a benzoové.

Termin farmaceuticky p¥ipravek, jak je zde pouZit, oznaduje
terapeuticky G&innad mnoZstvi &inidla spole&né& s vhodnymi
Yedidly, konzervadnimi ¢inidly, solubiliza&nimi ¢inidly,
emulgadnimi ¢inidly, adjuvans a/nebo nosi&i. Termin
"terapeuticky G&inné mnoZstvi”, jak je zde pouZit, oznaduje
mnoZstvi dostatedné pro Cerapeuticky udinek pro dané
onemocnéni a reZim aplikace. Takovymi prostfedky jsou kapalné
nebo lyofilizované nebo jinak sudené prostredky a obsahuiji
Fedidla s ruznym obsahem pufru (nap¥iklad Tris-HCl, acetat,
fosfat), pH a iontovou silou, aditiva jako je albumin nebo
Zelatina pro prevenci absorpce na povrchy, detergentni &inidla
(Jako je nap¥iklad Tween 20, Tween 80, Pluronic F68, soli
ZluCovych kyselin), solubilizadni &inidla )nap¥iklad glycerol,
polyethylenglycerol), anti-oxidadéni &inidla (jako je kyselina

skorbova, kysely sitiditan sodny), konzervadni &inidla




(napriklad Thimerosal, benzylalkohol, parabeny), objemové
substance nebo substance modifikujici tonicitu (jako je
laktosa nebo manitol), polymery s kovalentni vazbou proteint,
jako je polyethylenglykol, nebo s komplexaci s ionty kovd nebo
inkorporaci materidlu do nebo na &astice polymeru, jako je
kyselina mlé¢na, kyselina polyglykologd, hydrogely atd., nebo
na liposomy, mikroemulze, micelly, unilameldrni nebo
multilameldrni vesikuly, erythrocyty nebo sféroplasty. Takové
pripravky ovliviuji fyzik&lni stav, rozpustnost, stabilitu,
rychlost uvolfovani in vivo a rychlost klirens in vivo. Mezi
prost¥edky s rizenym nebo prodlouZenym uvolifiovanim pat¥i
prostfedky tvofici lipofilni depa (nap¥iklad obsahujici mastné
kyseliny, vosky a oleje). Vynadlez také zahrnuje prost¥edky ve
form& Castic potaZenych polymery (nap¥iklad poloxamery nebo
poloxaminy). Mezi daldi provedeni prostredkl podle
pfedkladaného vyndlezu pat¥i prost¥edky ve formé& &asti

s ochrannymi potahy, inhibitory proteas nebo ¢inidly
zesilujicimi prinik, pro ritzné zplsoby podani, vdetnd&
parenetrdlniho, plicniho, nasdlniho oridlniho. V jednom
provedeni je farmaceuticky p¥ipravek podan parenteralng,
perinddorové, transsliznidng, transdermalné&, intramuskuldrné,
intravenosné, intradermalné&, podko¥né&, intraperitonedlng&,
intraventrikuldrn&, intrakraniilné a intratumordlné&. Davka
miZe byt v rozmezi od 5 do 80 mg/den. V jednom provedeni je
davka v rozmezi 35-66 mg/den. V jiném provedeni je davka

v rozmezi 40-60 mg/den. V jiném provedeni je davka v rozmezi
45-60 mg/den. V jiném provedeni je davka v rozmezi 15-25
mg/den. V jiném provedeni je davka v rozmezi 45-60 mg/den.
Davka miZe byt 60 mg/den. Davka mtZe byt 20 mg/den. Davka miZe
byt 45 mg/den. Tableta pro oralni podani miZe obsahovat 88,5
mg chemopreventivniho ¢inidla, coZ je ekvivalentni 60 mg

chemopreventivniho &inidla.




Dale, farmaceuticky prijatelné nosife jsou dob¥e znamé
v oboru a pat¥i mezi n& nap¥iklad 0,01-0,1M a vyhodné& 0,05M
fosfatovy pufr nebo 0,8% salinicky roztok. Dale, takové
farmaceuticky p¥ijatelné noside mohou byt vodné nebo nevodné
roztoky, suspenze a emulze. Pfiklady nevodnych rozpoudtédel
jsou propylenglykol, polyethylenglykol, rostlinné oleje jako
je olivovy olej, a injikovatelné organické estery, jako je
ethyloleat. Vodné nosie zahrnuji vodu, alkoholické/vodné
roztoky, emulze nebo suspenze, v&etnd salinickych a
pufrovanych medii. Mezi parenterdlni vehikula pat¥i roztok
chloridu sodného, Ringrova dextrosa, dextrosa a chlorid sodny,
Ringer-laktat nebo net&kavé oleje. Mezi intravenosni vehikula
pat¥i nédhrady tekutin a Zivin, elektrolytli, jako jsou roztoky
na bazi Ringerovi dextrosy, a podobn&. Mohou byt pouZita také
konzervacni ¢inidla a jin&d aditiva, jako jsou nap¥iklad
antimikrobidlni &inidla, antioxida®ni &inidla, kolata&ni

¢inidla, inertni plyny a podobn&.

Termin "adjuvans” oznaduje sloudeninu nebo sm&s slouc¢enin,
kterd zesiluje imunitni reakci na antigen. Adjuvans miZe
slouzit jako tkamovad zasoba, kterd pomalu uvolnuje antigen, a
také jako aktivator lymfoidniho systému, ktery nespecificky
zesiluje imunitni reakci (Hood et al., Immunology, 2. vydéani,
1984, Benjamin/Cummings, Menlo Park, California, str. 384).
Casto primarni expozice antigenem samotnym, za nep¥itomnosti
adjuvans, selZe v indukci protildatkové nebo bun&®né imunitni
reakce. Adjuvans je, nap¥iklad, kompletni Freundovo adjuvans,
nekompletni Freundovo adjuvans, saponin, mineralni gely, jako
je hydroxid hlinity, povrchové aktivni substance, jako je
lysolecitin, pluronické polyoly, polyanionty, peptidy, olejové
nebo uhlovodikové emulze, p¥ilipkové hemokyaniny, dinitrofenol

a potencialné pouZitelnd lidskd adjuvans, jako je BCG (bacille
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Calmette-Guerinové) a Corynebacterium parvum. Vyhodné je

adjuvans farmaceuticky prijatelné.

Mezi prostredky s Yizenym nebo zpomalenym uvolfovanim pat¥i
prostf¥edky v lipofilnich depech (nap¥iklad v mastnych
kyselinach, voskach a olejich). vyndlez také zahrnuje
prostfedky ve form& &astic potaZenych polymery (napfiklad
poloxamery nebo poloxaminy) a sloudeniny navadzané na
protilatky nami¥ené proti tkadov& specifickym receptorum,
ligandim nebo antigentm nebo navédzané na ligandy tkadové
specifickych receptorl. Jinym provedenim vynalezu jsou
prostfedky ve formé& ¢astic opat¥enych ochrannymi potahy,
inhibitory proteas nebo zesilovad&i préniku pro rizné zpusoby
podani, vletné parenterdlniho, plicniho, nasidlniho a oralniho.
Slouceniny modifikované kovalentnim navazanim polymertd
rozpustnych ve vod&, jako je polyethylenglykol, kopolymery
polyethylenglykolu a polypropylenglykolu,
karboxymethylcelulosa, dextran, polyvinylalkohol}
polyvinylpyrrolidon nebo polyprolin, maji vyznamné deldi
poloCasy v krvi po intravenosni injekci neZ odpovidajici
nemodifikované slouleniny (Abuchowski et al., 1981; Newmark et
al., 1982; a Katre et al., 1987). Takové modifikace mohou také
zvySovat rozpustnost sloudeniny ve vodném roztoku, mohou
eliminovat agregaci slou€eniny, mohou zvySovat fyzikalni a
chemickou stabilitu sloudeniny a mohou znadn& redukovat
imunogenicitu a reaktivitu slou&eniny. V d@sledku toho mtZe
byt poZadovanad in vivo biologicka aktivita dosa¥ena podavanim
takovych adduktt polymer-slouenina méné& ¢asto nebo v nizdich

davkach, neZ pri podavani nemodifikované sloudeniny.

V jesté jiném provedeni miZe byt farmaceuticky p¥ipravek
podan v systému s fizenym uvoliovanim. Nap¥iklad miZe byt

¢inidlo podano za pouZiti intravenosni infuse, implantovatelné




osmotické pumpy, transdermdlni néplasti, liposomd nebo jiného
zplsobu podéni. V jednom provedeni mi¥e byt pouZita pumpa (viz
Langer, vySe; Sefton, CRC Crit. Ref. Biomed. Eng. 14: 201
(1987); Buchwald et al., Surgery 88: 507 (1980) ; Saudek et a.,
N. Emgl. J. med. 321: 574 (1989)). V jiném provedeni mohou byt
pouzity polymerické materidly. V jedté jiném provedeni mizZe
byt systém s fizenym uvolfiovédnim ulo¥en do blizkosti
terapeutického cile, tj. mozku, co¥ umoZni podani pouze frakce
systémové davky (viz nap¥iklad Goodson, v Medical Applications
of Controlled Release, vySe, svazek 2, str. 115-138 (1984)).
Vyhodneé je pripravek s ¥izenym uvoliovanim zaveden jedinci do
blizkosti mista nevhodné imunoaktivace nebo nadoru. Jiné
systémy s ¥izenym uvoliiovadnim jsou popsany v p¥ehledu od

Langera (Science 249: 1527-1533 (1990)).

Zpisob podle p¥edkladaného vyndlezu pro prevenci
karcinogenese v prostaté& zahrnuje poddni farmaceutického
pripravku obsahujiciho chemopreventivni &inidlo nebo jeho
metabolit nebo sil savci. Farmaceuticky pfipravek miZe
obsahovat chemopreventivni &inidlo samotné, nebo miZe dale
obsahovat farmaceuticky p¥ijatelny nosi&, a mdZe byt pevny
nebo kapalny, jako jsou napfiklad tablety, kapsle, pelety,
roztoky, suspenze, elixiry, emulze, gely, krémy nebo Cipky,
vcetné rektdlnich a urethrdlnich &ipkd. Mezi farmaceuticky'
prijatelné nosie pattfi klovatiny, Skroby, sacharidy,
celulosové materidly a jejich smé&si. Farmaceutické p¥ipravky
obsahujici chemopreventivni &inidlo mohou byt podény jedinci
napriklad prostfednictvim podko¥ni implantace pelety; v daldi
provedeni umoZiuje peleta ¥izené uvolifovani chemopreventivniho
¢inidla b&hem urcité doby. P¥ipravek mi¥e byt také podéan
intravenosni, intararteri&dlni nebo intramuskularni injekci
kapalného p¥ripravku, ordlnim podéanim kapalného nebo pevného

pripravku nebo lok&dlnim podanim. Podani miZe byt také




provedeno rektdlnim &ipkem nebo urethralnim &ipkem.
Farmaceutickym p¥ipravkem miZ¥e byt také parenteralni
pfipravek; v jednom provedeni obsahuje p¥ipravek liposomy,
které obsahuji komplex chemopreventivniho &inidla, jako je
napriklad Toremifen, a cyklodextranové slouceniny, jak je

popsano ve vySe citovaném US patentu 5571534, Jalonen et al.

Farmaceutické pripravky podle pF¥edkladdaného vynalezu mohou
byt pripraveny zndmymi procesy rozpoudténi, miseni,
granulovani nebo tabletovani. Pro oralni podani jsou
chemopreventivni &inidla nebo jejich fyziologicky prijatelné
derivaty, jako jsou soli, estery, N-oxidy a podobné& smiseny
s prisadami b&Zn& pouZivanymi pro tento G&el, jako jsou
vehikula, stabiliz&tory nebo inertni ¥edidla, a tyto smési
jsou preménény béinymi zplsoby na formy vhodné pro podani,
jako jsou tablety, potahované tablety, kapsle z m&kké nebo
tuhé Zelatiny, vodné, alkoholové nebo olejové roztoky.
Priklady vhodnych inertnich vehikul jsou b&%né tabletové baze,
jako je laktosa, sacharosa nebo kukuti&ny $krob, v kombinaci
s pojivy jako je arabska klovatina, kukufié&ny Skrob, Zelatina,
nebo s ¢inidly podporujicimi rozpadavost, jako je kukuriény : »

gkrob, bramborovy 8krob, kyselina alginova, nebo s kluznymi

¢inidly, jako je kyselina stearovd nebo magnesium-stearat.
Priklady vhodnych olejovych rozpoustédel nebo vehikul jsou
rostlinné nebo Zivo¢i3né oleje, jako je slunecnicovy olej nebo
olej z rybich jater. Prost¥edky mohou byt p¥ipraveny jako
suché nebo jako vlhké granule. Pro parenterdlni aplikaci
(podkoZni, intravenosni, intraarteridlni nebo intramuskuldrni
injekci) jsou chemopreventivni &inidla nebo jejich
fyziologicky p¥ijatelné derivaty, jako jsou soli, estery, N-
oxidy a podobné, preménény na roztoky, suspenze nebo emulze,
pokud je to vhodné, tak se substancemi b&Znymi a vhodnymi pro

tento GCel, jako jsou solubilizadni &inidla nebo jina pomocna
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¢inidla. P¥iklady jsou: sterilni kapaliny, jako je voda nebo
oleje, s nebo bez p¥idani surfaktantu a jinych farmaceuticky
prijatelnych adjuvans. Ilustrativni oleje jsou ropné,
ZivoCisné, rostlinné nebo syntetické oleje, jako je naptriklad
podzemnicovy olej, sojovy olej nebo miner&alni olej. Obecng&,
voda, salinicky roztok, vodné roztoky dextrosy a podobnych
sacharidd, a glykolu jako jsou propylenglykoly nebo
polyethylenglykoly, jsou vyhodnymi kapalnymi nosi&i, zejména

pro injekéni roztoky.

Priprava farmaceutickych p¥ipravkd, které obsahuji aktivni
sloZku, je dobY¥e zndmd v oboru. Obvykle jsou takové p¥ipravky
pfipraveny jako aerosol polypeptidu podavany do nasofaryngu
nebo jako injekéni prost¥edky, bud jako kapalné roztoky nebo
jako suspenze; mohou v8ak byt také pripraveny pevné formy
vhodné pro pripravu roztoku nebo suspenze pred injekci.
Pripravek miZe byt také emulgovany. Aktivni terapeutické
¢inidlo mtiZe byt smiseno s p¥isadami, které jsou farmaceuticky
prijatelné a kompatibilni s aktivni slo¥kou. Vhodnymi
pfisadami jsou, napfiklad, voda, salinicky roztok, dextrosa,
glycerol, ethanol a podobné&, nebo jejich kombinace. Dale,
pokud je to Zadouci, miZe p¥ipravek obsahovat mald mno¥stvi
pomocnych substanci, jako jsou smi&ivd nebo emulga&ni &inidla
nebo Cinidla pufrujici pH, kterd zvy3uji Gcinnost aktivni

slozky.

Aktivni sloZka miZe byt zapracovana do pfipravku ve formé&
neutralizované farmaceuticky p¥ijatelné soli. Farmaceuticky
prijatelné soli zahrnuji adiéni soli s kyselinami (tvo¥ené
s volnymi amino skupinami polypeptidu nebo protilatky), které
Jsou tvo¥eny s anorganickymi kyselinami, jako je naprfiklad
kyselina chlorovodikova nebo fosforedni, nebo s organickymi

kyselinami, jako je kyselina octova, Stavelova, mandlova,
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vinnd a podobné. Soli tvofené s volnymi karboxylovymi
skupinami mohou byt také p¥ipraveny s anorganickymi bazemi,
jako je naptiklad hydroxid sodny, draselny, amonny, vapenaty
nebo Zelezity, a s organickymi bazemi, jako je isopropylamin,

trimethylamin, 2-ethylaminoethanol, histidin, prokain a

podobné,
Pro lokalni podani na t&lni povrchy za pouZiti, nap¥iklad,

krémd, gelll, kapek a podobné&, jsou chemopreventivni &inidla
nebo jejich fyziologicky p¥ijatelné derivaty, jako jsou soli,
estery a N-oxidy a podobné&, pfipraveny a aplikovény jako
roztoky, suspenze nebo emulze ve fyziologicky p¥ijatelném

fedidlu s nebo bez farmaceutického noside.

V jiném provedeni miZe byt aktivni sloudenina podana ve
vehikulu, konkrétné v liposomu (viz Langer, Science 249: 1527-
1533 (1990); Treat et al., v Liposomes in the Therapy of
Infectious Disease and Cancer,Lopez-Berestein and Fidler
(ed.),

tamtéz,

Liss, New York, str. 353-365 (1989); Lopez-Berestein,

str. 317-327; obecné& viz tamtéZ).

Farmaceutické p¥ipravky podle predklddaného vyndlezu jsou
zejména vhodné pro lé¢bu jedinclh se zvySenym rizikem vzniku
karcinomu prostaty. Jedinci s vysokym rizikem jsou nap¥iklad
jedinci s benigni hyperplasii prostaty, prostatickou

intraepitelovou neoplasii (PIN) nebo abnormalné& vysokou

koncentraci cirkulujiciho prostatického specifického antigenu

(PSA), nebo jedinci s rodinou anamnesou karcinomu prostaty.

Dale, prostatické chemopreventivni &inidlo miZe byt podano
v kombinaci s jinymi cytokiny nebo rlUstovymi faktory, jako je

napriklad IFNy nebo a, IFNP, interleukin (IL) 1, IL-2, IL-4,

IL-6, IL-7, IL-12, faktor nekrosy nadort (TNF) o, TNFB, faktor
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stimulujici kolonie granulocytd (G-CSF), granulocytt/makrofagy
(GM-CSF), akcesorni molekuly, v&etné& &lend integrinové
superrodiny a &lent Ig superrodiny, jako jsou, naptiklad, LFA-
1, LFA-3, CD22 a B7-1, B7-2 a ICAM-1 T-lymfocytarni

kostimulaé¢ni molekuly.

Chemopreventivni ¢inidlo miZ%e byt podano pred nebo po
¢inidle poSkozujicim DNA v intervalu v rozsahu od minut do
tydni. Protokoly a zpUsoby jsou znamé odborniktm v oboru.
Cinidla nebo faktory poSkozujici DNA jsou znamé odborniktm
v oboru a pat¥i mezi né& jakékoliv chemick& slou&enina nebo
proces, ktery poSkozuje DNA, kdyZ je aplikovana na buiiku. Mezi

takova ¢inidla a faktory pat¥i radiace a vlny poSkozujici DNA,

2

jako je y-zaY¥eni, z&Yeni X, UV z&¥eni, mikrovlny, elektrony a
podobné. Ruzné chemické slou&eniny, té% oznadované jako
"chemoterapeuticka &inidla”, indukuji poSkozeni DNA, a tyto
slouCeniny mohou byt pouZity v kombinované 1&&bé& podle
predkladaného vynédlezu. Mezi pouZitelna chemoterapeuticka
¢inidla pat¥i nap¥iklad adriamycin, S-fluorouracil (5FU) ,
etoposid (VP-16), camptothecin, aktinomycin D, mitomycin C,

cisplatina (CDDP) a peroxid vodiku. Vynalez také zahrnuje

pouziti kombinace vice &inidel poskozujicich DNA, at na bazi

za¥eni, nebo na b&zi sloufenin, jako je nap¥iklad pouzZiti

zareni X s cisplatinou nebo pouZiti cisplatiny s etoposidem.

V jiném provedeni je moZno ozarovat lokalizovany nador
zafenim poskozujicim DNA, jako je zafeni X, UV zAafeni, gamma -
za¥eni a mikrovlny. Alternativn& mohou byt nadorové buriky
kontaktovany s ¢inidlem poSkozujicim DNA tim, Ze jedinci je
podéno terapeuticky G¢inné mno¥stvi farmaceutického pf¥ipravku
obsahujiciho slouceninu podkozujici DNA, jako je adriamycin,
5-fluorouracil, etoposid, camptothecin, aktinomycin D,

mitomycin C a nejlépe cisplatina. Cinidly podkozujicimi DNA




jsou také slouleniny interferujici s replikaci DNA, mitosou as
segregaci chromozomi. Mezi takové chemoterapeutické slouceniny
patfi adriamycin, téZ znamy jako doxorubicin, etoposid,

verapamil, podofylotoxin a podobné&.

Jinymi faktory, které zplsobuji po3kozeni DNA a které jsou
znacné pouZivéany, jsou y-za¥eni, za¥eni X a/nebo p¥imé podani
radioizotopd k nadorovym builkdm. Jsou zahrnuty také jiné
faktory posSkozujici DNA, jako jsou mikrovlny a UV z&¥eni. Je
pravdepodobné, Ze vSechny tyto faktory poskozuji DNA,
prekursory DNA, replikaci a reparaci DNA a sestavovani a

udrZovani chromosomi.

Odbornikim v oboru bude jasné, Ze zptsoby a farmaceutické
prostfedky podle p¥edkladaného vynédlezu jsou zejména vhodné
pro podani savcim, vyhodn& lidem.

Nasledujici priklady dale ilustruji vyhodnd provedeni
predkladaného vyndlezu. Tyto pfiklady vsak nijak neomezuji

rozsah predkladaného vynélezu.

P¥iklady provedeni vynilezu

Priklad 1: My3i transgenni adenokarcinom prostaty

Studovani chemoprevence karcinomu prostaty bylo narufeno
chybénim vhodrého zvifreciho modelu. Nedavny vyvoj my&iho
modelu transgenniho adenokarcinomu prostaty )TRAMP) umoZnil
studovani chemoprevence. V TRAMP modelu, ktery je popsan
v Greenberg et al., Prostate cancer in transgenic mouse, Proc.
Natl. Acad. Sci. USA, 1995, svazek 92, strany 3439-3443, je
transgen pro PB-SV40 velky T antigen (PB-Tag) exprimovan
specificky v epitelovych burikdch my$i prostaty. V dasledku
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toho m& tento model nékolik vyhod oproti existujicim model®m:
1) u my3i se vyvijeji progresivni formy hyperplasie
prostatického epitelu jiZz v 10 tydnech véku a invazivni
karcinom vznikd ve véku 18 tydnid; 2) metastatické Sifeni
karcinomu prostaty napodobuje lidsky karcinom prostaty

s obvyklymi metastasami do miznich uzlin, plic, ledvin,
nadledvin a kosti; 3) vznik, stejné jako progrese karcinomu
prostaty mizZe byt sledovédna bé&hem relativné& kratkého obdobi
10-30 tydna; 4) nAdor vznikd se 100% frekvenci; a 5) zvirata
mohou byt testovéna na pfitomnost transgenu pro karcinom
prostaty pred vznikem klinického karcinomu prostaty, coz
umoZnuje primé testovani toho, zda lédéba toremifenem méni

karcinogenesi v prostaté.

TRAMP transgenni mysSi model je vynikajici in vivo model pro
stanoveni mechanismu iniciace a promoce karcinomu prostaty a
pro testovani Gc¢innosti Toremifenu. U té&chto my3i se
progresivné vyviji hyperplasie prostatického epitelu, PIN a

prostaty bé&hem kratké doby (<17 tydna).

Chemopreventivni 1lécba hybridnich TRAMP my3i se zahajuje
30. den po narozeni, za pouZiti Toremifenu v davce pifibliZné&
0,5-50 mg/kg hmotnosti jedince a den, vyhodn& piibliZné& 6-30
mg/kg jedince a den. Toremifen je vyhodné& pfipraven ve formé
2l-dennich a 90-dennich pelet (Innovative Research of America,
Sarasota, FL), které jsou podény podkoZni implantaci. V kazdé
léCené skupiné jsou zvirata utracena v 5, 7, 10, 15, 20, 25,
30, 40 a 50 tydnu véku do doby vzniku hmatného nadoru. Krev se
odebirad a smisi pro kazZdou hodnocenou dobu za udelem hodnoceni
zmé&n sérového estradiolu a testosteronu. Prostatické tkané se

odeberou pro morfologické, histologické a molekuldrni testy.

V testu se pouZije nasledujici postup:
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1) Provede se analyza sériovych ¥ezl prostatou pro detekci
zmén v morfologii dukt® prostaty za urd&itou dobu s a bez
lécby; priklady jsou uvedeny na obr. 2. Tkafiové fezy se
hodnoti histologicky barvenim H&E a Masson-trichomovym
barvenim. Hodnoti a skéruje se vyskyt PIN (I-slaby az III-
vyznamny) .

2) Pro kazdy hodnoceny vé&k se stanovi sérové koncentrace
estradiolu a celkového testosteronu (RIA) pro hodnoceni zmé&n

téchto hormond vzniklych v disledku podavani Toremifenu.

Priklad 2: Analyza imunohistochemickych dat

Mikroskopické obrazy kaZdého tkanového Fezu se hodnoti za
pouzZziti pocitacové (Mac 9500-I 32 pod&itad& a monitor)
~kvantifikace obrazu (NIH-Image 1,6 PPC) za pouziti Kodak DCS
460 kamery na Nikon Microphot-FX mikroskopu a kvantifikace se
provede za pouZiti barevného kvantifikadniho systému pro
analyzu obrazu (IPLab Spectrum 3.1, Scananalytics, Inc., VA),
ktery rozpoznadva barevné zmény barvenych tk&fiovych Fezli. Prahy
jsou nastaveny pro identifikaci rfiznych tkanovych slozek
‘prostaty. Plocha pixelovych densit odpovidajicich kazdé
z téchto tkanovych sloZek se vypolte pro kazdy cely obraz na
barevném monitoru. Vypolte se primé&r z celkem 5 obrazi pro fez
prostatou. Imunohistochemické zobrazeni miZe byt
digitalizovano a kvantifikovadno pro u&ely statistického
hodnoceni za pouziti stanoveni koeficientd a pravdépodobnosti

korelace vzorku 2-cestné).
Priklad 3: Testovani chemopreventivni aktivity
byl proveden test pro hodnoceni G&innosti toremifenu

u TRAMP transgennich zvifat (PB-Tag x FVBwt) (od Dr. Norman

Greenberg,Baylor College of Medicine, TX). Tyto my3i maji
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predbézZné priznaky karcinomu jiZ v 10 tydnech. TRAMP
transgenni samci se testovaly na velky Tag transgen a
pozitivni samci se pouZili v tomto testu. Antiestrogen
toremifen, ktery byl testovan na moZné chemopreventivni
uc¢inky, se zapracoval do pelet (Innovative Research of
America, Sarasota, FL) a chemopreventivni léc¢ba my$i se
zah&jila 30 dn po narozehi (primérnd hmotnost my3i byla 14
g) . Cty¥em skupinam po 10-12 my3ich se provedla podkoZni
implantace toremifenovych pelet s 90-dennim uvolfiovanim.
Difundovatelna davka léku, upravend podle zmé&n hmotnosti pri
ristu, byla navrZena bud jako nizkd davka (6 mg/kg), nebo jako
vysoka davka (30 mg/kg) toremifenu. Kontrolnim zvifat@m (n=10)
se aplikovaly implantéaty placeba. Uéinnost léc¢by se mérila
jako nepfitomnost tvorby hmatnych nadorti. My3i nadory prostaty
se odebraly a hodnotily se molekuldrnimi a histologickymi

technikami.

Za pouZiti TRAMP transgenniho modelu karcinomu prostaty, ve
kterém se u kazZdého zvirete, které zd&di gen pro karcinom V
prostaty, vyvine karcinom prostaty, bylo prokazéno, zZe
toremifen jak zvySuje latenci, tak sniZuje incidenci karcinomu

prostaty.

Jak je uvedeno na obr. 1, byla nizkd i vysoka davka
toremifenu stejné U¢innad. Tvorba nadorll ve ventralni prostaté
TRAMP my3i byla zaznamendna v 17. tydnu v placebo skupiné&
(n=10), v 19 tydnu ve skupiné lélené vysokou davkou toremifenu
(n=12) a ve 28 tydnu ve skupiné& léCené nizkou davkou
toremifenu (n=12). 5 tydenni 1é¢ba toremifenem tedy vyznamné&
zvySuje periodu latence vzniku karcinomu ve ventralni prostaté

TRAMP mysSi o 11 tydnu.
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ProtoZe zvirata lé&end toremifenem nedosahla 50% vzniku
nadori béhem testu, byla mezi skupinami srovnavana doba, ve
které vznikly nadory u 25% zvitat. Nadory byly palpovatelné u
25% z 10 zvifat v tydnu 23 v placebo skupiné a v 30-31 tydnu
ve skupiné lécené vysokou a nizkou davkou toremifenu, coZ
znamena oddaleni o 7-8 tydnii. Jak nizka, tak vysoké& davka
toremifenu vs placebo byly statisticky signifikantni podle log
rank a Wilcoxonova statistického testu, jak je uvedeno

v nasledujici tabulce 1.

Tabulka 1: Statistick& analyza

Log-Rank (p) Wilcoxon (p)
Nizka dévka toremifenu vs 0,0003 ~* 0,0004 *
placebo
Vysokd davka toremifenu vs 0,0017 * 0,0071 =
placebo

* signifikance p <0,05

V tydnu 33, kdy se u viech kontrolnich zvifat vyvinuly
nadory, bylo 72% zvitat ve skupiné s nizkou davkou a 60=
zvifat ve skupiné s Vysokou davkou toremifenu stale bez
nadorl. Tak vedla lé&ba toremifenem v nizké i vysoké davce ke
znac¢nému sniZeni incidence nadort ventralni prostaty TRAMP
mySi. Tato data ukazuji, Ze incidence karcinomu prostaty byla

vyznamné sniZena a Ze byla zvySena perioda latence.

Jak jiZ bylo uvedeno, ma podavani toremifenu vyznamné
chemopreventivni u&inky via&i nadoram ventralni prostaty TRAMP
mysi. Tyto vysledky ukazuji na moZné podobné ucinky u &lovéka,
jehoZ prostata obsahuje segment odpovidajici ventrdlni

prostaté hlodavct.
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Priklad 4: Histologické vy3etteni prostatické tkané

Nadory ve skupindch lé&enych placebem a vysokou d&vkou
toremifenu odebrané v dobé& palpace byly hodnoceny
histologicky. Obr. 2A je H&E fez ventralni prostaty 17-tydenni
normalni dospélé my3i. Obr. 2 je Fez ventrdlni prostaty 16-
tydenni TRAMP my3i lé&ené placebem a ukazuje, Ze oproti
normalni struktufe prostaty zobrazené na obr. 2A je ventralni
prostata TRAMP my$i charakterizovand vrstvami
nediferencovanych, anaplastickych bunék s vysokym mitotickym
indexem, Naopak, jak je uvedeno na obr. 2C, prostata 30-
tydenni TRAMP my3i lé&ené toremifenem si zachovava vétSinu
normalni glanduldrni architektury a méa nadory s vice
diferencovanou strukturou, jejichz mitoticky index je mnohem
nizsi nez u zvifat lécenych placebem. Tyto vysledky ukazuji,
Zze toremifen, i p¥i nizkych davkach, je schopen potladovat

karcinogenesi v prostaté& v TRAMP modelu.

Westernovy prenos: Tk&né& prostaty (dorsolateralni a
ventralni lalok) se odebraly v 10. tydnu vé€ku, zmrazily se
ponofenim do Nz a uskladnily se p#i -80 °C. Tkanové lyzaty se
pripravily za pouZiti RIPA pufru (150 mM NaCl, 1% NP40, 0,5%
deoxycholéatu, 0,1% SDS a 50 mM Tris, pPH 7,5) obsahujiciho smés
inhibitord proteasy (Pefablock, aprotinin, bestatin, leupeptin
a pepstain) a inhibitoru fosfatasy NasVOs; (10 mM) . Homogenat se
odstfedil pFi 14000 x g p¥i 4 °C b&hem 10 minut a lyzaty se
uskladnily p¥i -80 °c.

Koncentrace proteinu se urdily za pouZiti Bradfordova

proteinového testu (Bio Rad). Tkakové lyzaty se vnesly na 7,5%

polyakrylamidové gely, proteiny (40 Lg/drahu) se separovaly

SDS-PAGE a elektroforeticky se prenesly na nitrocelulosové

membrany (0,2 pm, Bio-Rad, Hercules, CA) v transferovém pufru
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(192 mM glycinu, 25 mM Tris-HCl a 20% methanolu). Nadorovéa
tkan z TRAMP prostaty se pouZila jako pozitivni kontrola.
Chemiluminiscentni Cruz markery (Santa Cruz Biotechnology,
Santa Cruz, CA) se pouZily jako markery molekulové hmotnosti-
Bloty se blokovaly pres noc pti 4 °C v BLOTTO (6% odtucnéné
susené mléko v 1x TBS) a inkubovaly se s primdrni protilatkou
proti velkému T antigenu (Pab 101 my5i monokonalni protiléatka,
1:200, Santa Cruz iotechnology) po dobu 2 hodin pri teploté
mistnosti. Bloty se promyly (3x) TTBS (0,05% Tween 20, 50 mM
Tris-~HCl, 200 mM NaCl) a inkubovaly se se sekundarni
protilatkou konjugovanou s krenovou peroxidasou (HRP) (1:5000)
po dobu 1 hodiny p#i teploté& 25 ‘c. Imunoreaktivni proteiny se
vizualizovaly na autoradiografickém filmu za pouziti systému
se zesilenou chemiluminiscenci (ECL) (APB, Piscataway, NJ).
Exprese proteinu aktinu se pouZila pro normalizaci vysledkl
Tag. Pro tento udel se vySe uvedené membrany ponofily do pufru
(100 mM 2-merkaptoetahnolu, 2% SDS, 62,5 mM Tris-HCl, pH 6,7)
a inkubovaly se pri teploté& 50 ¢ po dobu 30 minut s ob&asnym
misenim. Po blokovani se membréna znovu sondovala primérni
protilatkou proti aktinu (1:2500, Chemicon, Temecula, CA) a
potom sekundarni protilatkou konjugovanou s HRP (1:10000). Po
ECL detekci se intenzity prouZkt kvantifikovaly za pouZiti
Adobe Photoshop 5.0 Acquisition a ImageQuant Analysis

(Molecular Dynamics) systémi.

Priklad 5: PouZiti chemopreventivnich w&inkd toremifenu proti

karcinomu prostaty v TRAMP my3im modelu

Tento pokus potvrzuje a demonstruje chemopreventivni
ucinnost toremifenu. Tento pokus byl zaméFen na histologické a
molekuldrni zmény asociované s vyvojem karcinomu prostaty u
kontrolnich zvifat a na mechanismus u&inku toremifenu u TRAMP

zvifat, kterd jsou lé&ena peletami obsahujicimi toremifen




o8 se oo .e Ld
.

saece
XY X
[ XXTXY]
L]
sdee
LA X X
.
XY X
(XX RS
.

26

L
[ R ) (X ] [ XX J

s Fizenym uvolfiovadnim. V pFfedem stanovenych dobach se skupiny
5 zvifat utratily a‘jejich prostaty se odebraly pro analyzu.
Prostaty se hodnotily na pf¥itomnost nadoru histologicky,
dissekci celé prostaty a imunohistochemickym vySetfenim na
velky T antigen. Doposud byla léc¢ba placebem a toremifenem
dokon&ena pro 7, 10, 15 a 20 tyden a vysledky jsou uvedeny
dale.

Vysledky: Byly dokond&eny vySetfeni prostaty pro 7, 10, 15 a 20
tyden. Analyza prostat ukézala, Ze u my3i lécenych placebem se
vyvijely nadory prostaty ve vé&ku 15-20 tydnli, coZ je podobné
jako v ptrede3lé pilotni studii. Dale, my3i lécené toremifenem
meély oddaleni vyskytu karcinomu prostaty az o 20 tydna (obr.
3). Ve 20 tydnu je patrné vyrazné odddleni vyskytu nadort ve
skupin€ léc¢ené toremifenem a? do 35 tydnu (obr. 4). Tato data
potvrzuji, Ze i p¥i citlivé&j3im hodnoceni tumorigenicity
vykazuje toremifen chemopreventivni aktivitu. Pro histologické
hodnoceni se tkatiové fezy fixovaly, zpracovaly se a ponofily
se do parafinu. Rezy (tloustky 5 pM) se podkozné implantovaly
mezi lopatky kaZdé mySi. Provaddla se tydenni méfeni velikosti
nddorl. Objem naddoru se vypoCetl podle nasledujiciho vzorce
(objem nadoru = 0,5 (L + W) x L x W=x 0,5236, kde L = délka
nadoru a W = 3ifka néadoru). Objem nadoru v dobé& implantace
pelety slouZil jako referendéni bod pro budouci srovnani
variace velikosti té&chto nadorq. Tydenni variace objemu
kazdého nadoru se zaznamenavaly jako procento zmény od

pavodniho mé&¥eni v dobé& implantace pelety.

Vysledky: Ze 78 mist injekce v nadoru dosahlo 55 (70%) né&dorn
objemu dostatedného pro hodnoceni. Hodnotilo se celkem 50
nadort (24 u zvifat lécenych placebem a 26 toremifenem).
Primérné objemy nadord v dobé implantace pelety byly podobné

ve skupindch lécenych toremifenem a placebem (1,90 mm’® a 1,72
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mm-, v prislusném poradi). Prumérny objem naddoru se sniZil na
3 C o~ L w . . 3 .
1,68 mm” ve skupiné lé&ené toremifenem (=0,22 mm”), zatimco ve

skupiné lécCené placebem se primérny objem nadoru zvy3il na
2,33 mm’ (+0,61 mm’) . Primé&rna sérova koncentrace PSA byla
vyS83i ve skupiné& lé¢ené placebem (3,80 mg/ml) neZ ve skupiné
léCené toremifenem (2,80 ng/ml), ale tento rozdil nebyl
statisticky signifikantni (p=0,755). Celkové sérové
koncentrace testosteronu byly 2,18 pro placebo skupinu (n=17)

a 2,96 ng/ml pro toremifenovou skupinu (n=19).

Dvé mySi po$li Casné po implantaci v disledku smrtelnéhoe
pokousani jinou my3i. Jedna mys lécend toremifenem byla
vylouCena ze studie v dasledku excesivni hemorhagie z nadoru a
vzniku hematomu. U viech my3i vznikly viditelné nadory
unilaterdlné nebo bilateralns. Kazdy nador byl po dobu trvani
pokusu sledovan nezavisle. 24 nadort bylo lé&eno placebem a 28
nadort bylo lé&eno toremifenem. Vysledky jsou uvedeny

v tabulce 2 a na obr. 6A a 6B.

Tabulka 2
Skupina léc¢end placebem
tyden n % zména objemu vzhledem ke dnu 0 1écby
3 11 9,44
4 8 115,27
5 8 271,71
6 8 600,88

Skupina lé¢end toremifenem

tyden n % zmé€na objemu vzhledem ke dnu 0 1écby
3 11 -34,58
4 7 -61,01
5 7 -74,51
6 5 -61,72
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Sledovani uvedené populace bylo prodlouZeno a nyni se

sbiraji data pro dalsi zvitata.

Zavér: Toremifen inhibuje a indukuje regresi rozvinutych LNCaP
nadori. Ac¢koliv je mechanismu u&inku toremifenu neznany,
podporuji tyto vysledky pouZiti toremifenu jako ¢inidla pro
léc¢bu karcinomu prostaty a pro prevenci recidivy karcinomu
prostaty u vysoce rizikovych pacient® s mikrometastasami

karcinomu prostaty.

Pfiklad 7: Toremifen zplisobuje regresi HGPIN ve fazi II

klinické studie chemoprevence karcinomu prostaty u &lovéka

Chemopreventivni G&inky toremifenu na karcinom prostaty
byly reprodukovatelné demonstrovany v obecné& p¥ijimaném
zvifecim modelu spontédnniho lidského karcinomu prostaty. Tato
slouenina je prvni sloudeninou, u které byla prokazéana
chemopreventivni G€innost proti karcinomu prostaty. Déale,
grade PIN (HGPIN) se povaZuje za prekursorovou 1ézi pro lidsky

karcinom prostaty, téZ zndmd jako latentni karcinom prostaty

Proto se HGPIN pouZivd jako intermediarni znak nebo
zastupny znak pro lidsky karcinom prostaty. NCI nyni skuteé&né
doporucuje, aby byla PIN pouZivana jako intermedidrni znak

nebo za&stupny znak pro lidsky karcinom prostaty.

Byla provedena faze IIa oteviené znadené nerandomizované
jednocentrové studie s 17 lidskymi pacienty. V tomto protokolu
byly pacienti s biopticky ové&Ffenou PIN lé&eni 60 mg
toremifenu, denné po dobu 4 mé&sicli. Po 4 mé&sicich byla
opakovana biopsie (8 biopsii) a pfehodnotil se status PIN. 21

pacientll bylo zafazeno do studie a 16 pacientt dokonéilo
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studii. Souhrn patologickych nalez@l z biopsii prostaty od
téchto 16 pacientd ukazal, Ze 12 pacientd mé&lo regresi PIN na
benigni nebo atrofickou prostatickou tkam; proto mélo 12 z 16
(75%) pacientd kompletni odpovéd. ze zbyvajicich 4 pacientu
mély 3 karcinom prostaty, ale mnoZstvi PIN bylo redukované, a
1 pacient mél stabilni onemocnéni, ale PIN epitel vykazoval

atrofické a degenerativni zmény.

Patologické vySet¥eni ukdzalo kompletni vymizeni PIN
s atrofickymi zm&nami v epitelu prostaty. Pacienti nemély
Zadné akutni nebo chronické toxické zmény pfri uzivani
toremifenu. Sérovy PSA, sérovy volny testosteron, sérovy
celkovy testosteron a sérovy estradiol zlstavaly v normdlnim
rozmezi. Kvalita Zivota byla nezménéna, v&etnd& toho, Ze nebylo
ovlivnéno libido ani potence. Tak tyto vysledky demonstruji

chemopreventivni roli toremifenu na prostatu.

Vysledky demonstruji, Ze toremifen redukuje PIN, , coZ se
p¥imo odrdzZi ve sniZeni incidence a prodlouZeni latence
karcinomu prostaty a v prevenci karcinogenese v prostaté. Dale
"bylo zjisténo, Ze toremifen vyznamnd indukuje syntézu TGF

v lidskych stromdlnich fibroblastech.

Priklad 8: Role chemopreventivnich &inidel: Antiestrogeny:
tamoxifen citrdt a raloxifen (SERM) a faslodex (Cisty

antiestrogen ICI 182,780) v prevenci karcinogenese v prostaté

Design pokusu: Chemopreventivni lé&ba mySi se zah&aji 30 dnt
po narozeni. T¥i skupiny 50 hybridnich TRAMP my3i se 1é&¢i bud
antiestrogenem tamoxifencitratem nebo raloxifenem (SERM), nebo
faslodexem (Cistym antiestrogenem ICI 182780) . Léky se
pfipravi jako standardni pelety s prodlouzenym uvoliiovanim

(Innovative Research of America, Sarasota, FL) a podaiji se
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jako podkoZni implantdty (viz pfedb&#na data). Kontrolnim
zviratim se podaji implantaty obsahujici placebo bez
farmaceutické aktivity. Zvirata (n=10) se utraceji

v periodickych intervalech 10, 15, 20, 25 a 30 tydnd véku a
uc¢innost 1léc¢by vedouci bud k absenci tvorby nddoru nebo

k redukci velikosti nadoru se hodnoti srovnanim s kontrolnimi
zviraty lécenymi placebem. Krev se odebira pro hodnoceni zmén
v sérovych androgenech a estrogenech pro kaZdou terapii. Tkané
prostaty se uschovaji pro: (a) morfometrické testy; (b)
histologické testy tk&ni fixovanych v 10% pufrovaném
formalinu, zpracovanych a ponofenych do parafinu; (c) pro
molekularni studie se tkané zmrazi v kapalném dusiku a
uskladni se pfi -70 °C. Také se zaznamenavaji pitvy a data

prezivani.

Vysledky pokusu ukéazaly relativni chemopreventivni U&innost
raznych antiestrogent v oddaleni nebo prevenci wvzniku
karcinomu prostaty v TRAMP modelu. Morfologické vySetfeni
ukédzalo makroskopické zmény, pokud byly pfitomny, ve velikosti
prostaty a charakteru duktd pro kaédou lécbu. Pafafinizované
tkanové rezy se barvily za pouZiti standardni H&E techniky pro
zobrazeni histologickych zmén, jako je PIN, které se hodnotily
pro sledovani vzniku prekancerosnich 1lézi jako prekursort
adenokarcinomu prostaty. Sérové koncentrace estradiolu a
celkového testosteronu se meérily pro kazdy <€asovy interval pro
hodnoceni jakychkoliv zmé&n v t&chto hormonech a pro stanoveni
toho, zda koreluji &i nekoreluji se zménami v PIN. V danych
intervalech se mérily koncentrace peptidovych rlistovych
faktord TGF, TGFl, TGF3 a PBFGF. P¥isludné receptory pro
peptidové rlstové faktory se také hodnotily pro EGFR a RGF RI
a RII.
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Tabulka 3: Vlivy selektivnich modulatord estrogennich

receptord (SERM) na prevenci karcinomu prostaty v TRAMP modelu

SERM Davka nadory ve 20 20 tyden
tydnu (%nadort)
Placebo - 5/5 100%
Toremifen 20 mg/kg/den 1/7 14,2%
Tamoxifen 20 mg/kg/den 2/9 22%
Raloxifen 20 mg/kg/den 3/10 30%
* Faslodex (ICI|* 10 mg/kg/den |8/11 72%
128,780)

* Faslodex je Cisty antiestrogen a jeho relativni u&innost je
2-nasobnd ve srovnani s jinymi SERM, proto 10 mg/kg/den

Faslodexu = 20 mg/kg/den SERM.

Zvitata se utratila ve 20 tydnu a prostaty se hodnotily

morfologickou a histologickou analyzou.
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PATENTOVE NAROKY

1. PouZiti anti-estrogenu, nebo jeho analogu, derivatu, izomeru a
metabolitu nebo jejich farmaceuticky p¥ijatelnych soli, estert,
N-oxidd nebo jejich sm&si pro pfipravu lé&iva pro prevenci
karcinogenese prostaty u jedince, pro zlep3eni pr¥ezivani u
jedince s karcinomem prostaty, nebo pro lédeni jedince

s karcinomem prostaty;

za podminky, Ze uvedeny anti-estrogen je jiny ne¥ sloudenina

vzorce (1)

kde R; a R,, které mohou byt stejné nebo rizné, jsou H nebo OH, R,
je OCH,CH,NR4Rs, kde R; a Rs, které mohou byt stejné nebo rizné,

jsou H nebo alkylovéd skupina obsahujici 1 a¥ 4 atomy uhliku.

2. PouZiti podle néroku 1, p¥i&em¥ prevence karcinogenese
prostaty u jedince se dosdhne sni¥enim rizika vzniku karcinomu
prostaty u jedince nebo sniZenim mnoZstvi prekancerosnich
prekursord karcinomu prostaty nebo karcinom prostaty je oSetten

supresi nebo inhibici latentniho karcinomu prostaty u jedince.

3. PouZiti podle naroku 1 nebo 2, ptiem¥ osoba mi prekancerosni

prekursory adenokarcinomu prostaty a nemd karcinom prostaty.




4. PouZiti podle n&roku 3, kde prekancerosni prekursory
adenokarcinomu prostaty jsou prostaticka intraepitelovd neoplasie
(PIN) . '

5. PouZiti podle nédrokt 1 a¥ 4, kde anti-estrogenem je selektivni
moduldtor estrogenového receptoru (SERM), trifenylethylen nebo

trifenylalkan.

6. PouZiti podle kteréhokoliv z ndroku 1 a¥ 5, kde uvedeny
farmaceuticky p¥ipravek obsahuje farmaceuticky p¥ijatelny nosid,
pricemZ uvedeny nosi& je vybran ze skupiny zahrnujici klovatinu,

gkrob, sacharid, celulosovy material a jejich sm&si.

7. PouZiti podle kteréhokoliv z né&rokt 1 a¥ 6, pricemZ uvedené
1é¢ivo se podavéa jedinci podko¥ni implantaci pelety obsahujici

uvedené 1lédivo.

8. PouZiti podle néroku 7, kde uvedend peleta poskytuje Yizené

uvolilovani 1léd&iva.

9. PouZiti podle kteréhokoliv z narokd 1 a¥ 6, kde uvedené 1léd&ivo
se podava jedinci intravenosn&, intraarteriiln& nebo
intramuskuldrn& injekci v kapalné form& nebo se 1é&ivo podava
oralné€ v kapalné nebo pevném p¥ipravku obsahujiciho uvedené

1é&ivo.

10. PouZiti podle kteréhokoliv z naroka 1 a¥ 9, kde uvedené
lécivo je vybréno ze skupiny zahrnujici pelety, tablety, kapsle,

roztoky, suspenze, emulze, elixiry, gely, krémy a ZCipky.

11. PouZiti podle nédroku 10, kde uvedeny Cipek je rektdlni &ipek

nebo uretralni &ipek.




12. PouZiti podle kteréhokoliv z nérokli 1 a¥ 6, uvedené 1&&ivo je

parenterdlni p¥ipravek.

13. PouZiti podle né&roku 12, kde uvedeny parenteralni p¥ipravek
obsahuje liposom obsahujici komplex uvedené anti-estrogenové

slouCeniny a cyklodextrinové sloudeniny.

14. PouZiti podle kteréhokoliv z narokd 1 a¥ 13, kde uvedené
légivo se podavé v davce p¥ibli¥n& 0,5 mg/kg hmotnosti jedince a

den aZ p¥ibliZn& 80 mg/kg hmotnosti jedince a den.

15. PouZiti podle naroku 14, kde uvedend davka je pribliZné& 10
mg/kg hmotnosti jedince a den a¥ p¥ibli¥n& 60 mg/kg hmotnosti

jedince a den.

16. Zplsob podle ndroku 15, kde uvedena davka je 20 mg/kg
hmotnosti jedince a den aZ p¥ibli¥n& 60 mg/kg hmotnosti jedince a

den.

17. PouZiti podle ndroku 16, kde uvedena davka je p¥ibliZné& 60

mg/kg hmotnosti jedince a den nebo 20 mg/kg jedince a den.
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