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Pouzitie antiestrogénu na liecenie rakoviny prostaty

Oblast' techniky

" Tento vynalez sa tyka pouZitia antiestrogénu alebo jeho anal6égov alebo jeho

metabolitov na vyrobu lieiva na chemicku prevenciu rakoviny prostaty, najma na
potlacenie alebo inhibiciu latentnej rakoviny prostaty. Cinidlo na chemicki prevenciu
zabranuje opatovnému vyskytu, potida alebo inhibuje vyvoj rakoviny a lie¢i rakovinu

prostaty.

Doterajsi stav techniky

Rakovina prostaty je jednou z najCastejSie sa vyskytujicich rakovin u muzov
v Spojenych ététoch; so stotisicami novych pripadov diagnostikovanych rogne. Zial,
~viac nez 60% novo diagnostikovanych pripadov rakoviny prostaty je zistenych
v patologickom $tadiu, s neliegitelnou alebo  a nepriaznivou prognézou. Jeden
pristup k tomuto problému je zistit rakovinu prostaty véassie prostrednictvom
screeningovych programov, a tym redukovat pocCet pokrocilej rakoviny prostaty u
pacientov. Daldou stratégiou v8ak je vyvinut lieGiva na prevenciu rakoviny prostaty.
Kazdy treti muz nad 50 rokov ma latentnu formu rakoviny prostaty, ktora méze byt
aktivovana do klinickej formy Zivot ohrozujucej rakoviny prostaty. Castost latentnych
nadorov prostaty sa zvySuje v podstate s kazdym rokom po péatdesiatich rokoch
zivota (5,3 - 14%) az do devatdesiatich rokov Zivota (40 - 80%). Pocet fudi
s latentnou rakovinou prostaty je rovnaky vo vetkych kultarach, etnickych skupinach
a rasach, Castost klinicky agresivnej rakoviny je znacne rozdielna. Toto vyjadruje, ze
environmentalne faktory mézu zohravat ulohu pri aktivovani latentnej rakoviny
prostaty. Teda, vyvoj stratégii chemickej pfevencie rakoviny prostaty méze mat
najvacsi celkovy medicinsky aj ekonomicky dopad.

Toremifén je prikladom trifenylakénovej zlu€eniny popisanej v US patentoch
¢. 4 696 949 a 5 491 173 od Toivola et al., objavy ktorych su tu zahrnuté referenciou.
Parenteralne a lokalne podavanie formulacie obsahujicej Toremifén cicavcom je
popisané v US patente ¢. 5 571 534 od Jablonen et al. a v US patente &. 5 605 700

od DeGregorio, objavy ktorych su tu zahrnuté referenciou.
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US patent &. 5 595 985 'od Labrie, objav ktorého je tu zahrnuty referenciou, tiez
popisuje sposob lieCby benignej hyperpléazie prostaty pouzitim kombinacie inhibitora
Sa-reduktaza zlUceniny, ktora viaze a blokuje pristup k androgénovym receptorom.
Jednym prikladom zlG&eniny, ktora blokuje androgénové receptory, je flutamid.

US patenty €. 4 329 364 a 4 474 813 od Neri et al., objavy ktorych st tu zahrnuté
referenciou, popisuji farmaceutické pripravky obsahuijtice flutamid na oneskorenie
alalebo prevenciu zaciatku rakoviny prostaty. Pripravok moze byt vo forme kapsule,
tablety, Cipky alebo elixiru. Napriek tymto vyvojom existuje pokradujica potreba
Cinidie! a sposobov efektivnych pre prevenciu rakoviny prostaty.

Pretoze je vysoky vyskyt a Umrtnost' na rakovinu prostaty, je naliehavé vyvinut
stratégie chemickej prevencie voéi zniéujucemu ochoreniu. Pochopiac tieto faktory,
ktoré prispievaju k vyvinu rakoviny prostaty zahriujlce iniciaciu, vznik a vzostup
rakoviny prostaty, budu sa uskutoériovat' molekulové mechanické zachytné body ako
prislusné body zasahovania pre prevenciu alebo zastavenie vyvoja rakovinového
procesu. Kedze Castost' rakoviny prostaty sa rychlo stupriuje v tom istom veku, ked
muzi  Celia a dal$im pri¢indm umrtnosti, jednoduché spomalovanie vzostupu
adenokarcinomu prostaty moze byt vhodnej$ou nékladovo efektivhou zdravotnou
stratégiou. Predkladany vynalez je zamerany na uspokojenie tejto potreby.

Dalej, kedze vnutroepitelova neoplazia prostaty je v priamej priginnej ceste
k rakovine prostaty a jej pritomnost' Specificky znamena zvy$ené riziko rakoviny
prostaty, muzi s diagnézou vnutroepitelovej neopldzie prostaty maji podstatné
zmeny v kvalite Zivota. Jedinou cestou na diagnostikovanie vnutroepitelove;
neoplazie prostaty je biopsia prostaty. Ked je vsak urobend diagnoza
vnutroepitelovej neoplazie, Standardné lekarska starostlivost je taka, ze pacient
musi byt podrobeny &astym biopsiam a prehliadkam u lekara. Pritom je velké
znepokojenie pacienta aj Iékéra, pretoZe diagndza rakoviny prostaty je neodvratna.

BezZne nie je pre pacientov s vnutroepitelovou neopldziou mozna liecba.

Podstata vynalezu
Tento vynalez sa tyka spOsobu prevencie vyvoja karcindmu prostaty u jedinca,

tento sposob  zahrfiuje: podévanie farmaceutického pripravku obsahujticeho
antiestrogen, alebo jeho analdg, derivat, izomér a ich metabolit; a ich farmaceuticky
prijatelné soli, estery alebo N-oxidy a ich zmesi, cicavcovi.



Tento vynélez sa tyka spc‘)sobu potlacenia alebo inhibovania rakoviny prostaty
ujedinca, tento spdsob zahriuje: podavanie farmaceutického pripravku
obsahujuceho antiestrogén, alebo jeho analdg, derivat, izomér a ich metabolit; a ich
farmaceuticky prijatelné soli, estery alebo N-oxidy, a ich zmesi, cicavcovi.

Tento.vynalez sa téka sposobu redukovania rizika ro{zvinutej rakoviny prostaty u
jedinca obsahujiceho: podavanie farmaceutického pripravku  obsahujlceho
antiestrogén, alebo jeho analdg, derivat, izomér a ich metabolit: a ich farmaceuticky
prijatelné soli, estery alebo N-oxidy a ich zmesi, cicavcovi.

Tento vynalez sa tyka spdsobu zvySenia doby prezitia jedinca majtceho
rakovinu prostaty, tento spdsob zahriiuje: podavanie farmaceutického pripravku
obsahujiceho antiestrogén, alebo jeho analdg, derivat, izomér a ich metabolit: a ich
farmaceuticky prijatelné soli, estery alebo N-oxidy a ich zmesi, cicavcovi.

Tento vynalez sa tyka spdsobu lie¢enia jedinca s rakovinou prostaty, tento
sposob zahrriuje: podavanie farmaceutického pripravku obsahujticeho antiestrogén,
alebo jeho analdg, derivat, izomér a ich metabolit; a ich farmaceuticky prijatelné soli,
estery alebo N-oxidy a ich zmesi, cicavcovi.

Tento vynalez sa tyka spdsobu redukovania mnoZstva prerakovinovych
prekurzorov  lézii adenokarcindmu prostaty ujedinca, tento spdsob zahriuje:
podavanie farmaceutického pripravku obsahujliceho antiestrogén, alebo jeho analdg,
derivat, izomér a ich metabolit; a ich farmaceuticky prijatelné soli, estery alebo N-
oxidy, a ich zmesi, cicavcovi. |

V jednom uskuto€neni antiestrogénom je modulator selektivnych estrogénovych
receptorov (SERMs), trifenyletylén alebo trifenylalkan. V jednom uskutoéneni
prerakovinovym prekurzorom adenokarcinému prostaty je vnitroepitelova neoplazia
prostaty (PIN). Vjednom uskutoéneni je prerakovinovym prekurzorom
adenokarcindmu prostaty vy$$i stupefi vnitroepitelovej neoplézie prostaty (PIN).

Predkladany vynalez uskutocriuje bezpecny a efektivny spdsob prevencie vyvoja
karcindmu prostaty, poti¢enie alebo inhibovanie latentnej rakoviny prostaty a je
mimoriadne uzitony na lie¢bu jedincov majlcich zvysené riziko vyvinutia rakoviny
prostaty, napriklad tych, ktori maji benignu hyperplaziu prostaty, vnutroepitelovu
neoplaziu prostaty (PIN), alebo norme nezodpovedajlice vysoké hladiny Specifickej
protilatky cirkulujucej v prostate (PSA), alebo ktori maju rodinnt dispoziciu rakoviny

prostaty.



Prehl'ad obrazkov na vykresoch

Obr. 1: Graf zobrazujdci Gcinky chemickej prevencie Toremifénu v modeli TRAMP,
Obr. 2A-2C: Sekcie H&E zobrazujice ventralne bunky prostaty u beZnych mysi a
rakoviny prostaty u TRAMP mysi zahrnutych v tejto $tadii.

Obr -3: U&inok Toremifénu na vyvinutie ventrainej prostaty u TRAMP mysi.

Obr. 4: Uginok Toremifénu na vyskyt nadoru u TRAMP myéif

Obr. 5: Uginok Toremifénu na vyvinutie nadoru v TRAMP modeli.

Obr. 6A-6B: Porovnanie placebo voéi uéinkom Toremifénu na rast nadoru.

Podrobny popis vynélezu
Tento vynélez uskutocriuje: 1) sposob prevencie vyvoja karcinému prostaty,

2) spdsoby potlacenia alebo inhibovania rakoviny prostaty, 3) sposoby redukovania
rizika vyvoja karcinému prostaty, a 4) spdsoby zvySenia doby prezitia jedinca, 5)
sposoby lie¢enia rakoviny prostaty, 6) spdsoby znizovania vnutroepitelovej neoplazie
prostaty a sposoby znizovania mnozstva lézii vnitroepitelovej neoplazie prostaty na
vysokom stupni vyvoja, podavanim cinidla chemickej prevencie, ktoré je tu
uskutonené.

V jednom uskutoCneni Cinidlom chemickej prevencie je antiestrogén, jeho
analég, derivat, izomér a ich metabolit. V daléom uskuto&neni je €inidlom chemicke;
prevencie trifenylalkdn alebo jeho analdg, izomér a ich metabolit. V daldom
uskutocneni je Cinidlom chemickej prevencie dihydronaftalén, jeho analég, derivat,
izomér a ich metabolit. V dalSom uskutogneni je &inidlom chemickej prevencie
benzotiofén alebo jeho analég, derivat, izomér a ich metabolit. V daldom
uskutocneni je Cinidlom chemickej prevencie modulétor selektivnych estrogénovych
receptorov (SERMs) a jeho analdég, derivat, izomér a ich metabolit. V dalom
| uskutocneni je antiestrogénom nie DNA adukt vytvarajdci antiestrogén a jeho analdg,
derivét, izomér a ich metabolit. V jednom uskutoéneni je &inidlom chemickej
prevencie taximofén. V dalSom uskutotneni je C¢inidlom chemickej prevencie
faslodex. V dalSom uskutocneni je ¢inidlom chemickej prevencie raloxifén.

V jednom uskutoCneni tykajucom sa pouzitia Cinidla chemickej prevencie pre
zabranenie vyvoju karcindmu prostaty, potlacenie alebo inhibovanie rakoviny

prostaty, ¢inidlo chemickej prevencie nezahriuje zlG&eninu, ktora ma vzorec:
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kde R' a R? ktoré mdzu byt rovnaké alebo rdzne, st H alebo OH, R® je
'OCH,CH2NR*R®, kde R* a R®, ktoré mdzu byt rovnaké alebo rozne, st H alebo alky!
skupina s 1 az 4 atbmami uhlika a analégy a ich metabolity.

Ako je tu ukdzané, tamoxifén, faslodex a raloxifén, ktoré su prikladmi
antiestrogénov, je ¢inidlo chemickej prevencie prostaty a Cinidlo vnutroepitelovej
neoplazie prostaty.

Medzistupfiové koncové body biomarkerov st meratelné biologické zmeny
v tkanive, ‘ktoré sa vyskytuju medzi zadiatocnou a rozvinutou otvorenou neoplaziou.
Biomakerom sa overi, ¢i sa vysledny koncovy bod pri rozsahu rakoviny tiez redukuje
predpokiadanym cinidlom chemickej prevencie. Medzistupfiové biomarkery u
rakoviny mozu byt zatriedené do nasledujucich skupin: histologické, proliferaéné,
diferetné a biochemické markery. U ktorejkolvek stratégie chemickej prevencie
vytvara moznost histologicky spoznatelnych a akceptovanych lézii dblezity
vychodiskovy bod. U prostaty histologicky marker je prerakovinovym prekurzorom
adenokarcindmu prostaty, ktorého.prikladoml je vnutroepitelova neoplazia prostaty
(PIN). PIN sa javi ako chorobna proliferacia vramci prostatickych kanalikov
premalignych lozisk bunkovej dysplazie a karcindm in situ bez stromalnej invazie.
PIN a histologickéa rakovina prostaty su morfometricky a fenotypicky podobné. Teda,
vyvinutie vysokého stupfa PIN predstavuje dolezity krok v progresivnej ceste, a
podla toho sa v normalnej prostate vyvija PIN, histologickd rakovina prostaty,
invazivna klinicka rakovina prostaty a metastazy.

Vnutroepitelova neoplazia prostaty bola ukazana ako prerakovinova lézia, alebo
prekurzor adenokarcinému prostaty. Vnutroepitelové neoplézia prostaty je chorobnou
proliferaciou v ramci prostatickych kanalikov premalignych loZisk bunkovej dysplazie
akarcindbm in situ bez  stromdlnej invazie. Vnutroepitelova neoplazia je
najpresnejSim a najspolahlivejSim markerom vzniku rakoviny prostaty a mdze byt

pouzitd ako akceptovatelny koncovy bod v pokusoch chemickej prevencie prostaty.
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Vnutroepitelovd neoplazia | prostaty ma predpovedaciu hodnotu ako marker
adenokarcindmu a jej identifikaciu dokazuje opakovana biopsia pre sG&asny alebo
nasledny ivazivny karciném. Vacsina Studii  ukazuje, Zze u pacientov
s vnutroepitelovou neopldziou prostaty sa rozvinie karcindm do 10 rokov. Je
zaujemave, Ze vnutroepitelova neoplézia prostaty neprispieva k séru PSA, Co nie'je
prekvapujice, kedZe na rozdiel od rakoviny prosiaty, v.nutroepitélové neoplazia
prostaty nenapadia este svalovinu prostaty, aby prepustala PSA do pradu krvi.
Teda, vnutroepitelova neoplazia prostaty moze predchadzat' aj rakovine prostaty,
pokial ide o zvySenia PSA séra.

V jednom uskutoéneni, v ktorom antiestrogény posobia ako &inidla chemickej
prevencie prostaty, antiestrogény zahrfuju : trifenyletylény, ktoré zahrfiujd droloxifén,
idoxifén, (2)-4-OH-tamoxifén, arzoxifén; chrérhany, ako je levomeloxifén a
centchroman; benzotiofény, ako je raloxifén a LY 353381; naftalény, ako je CP336
156. V dalsom uskuto€neni Cinidlo chemickej prevencie zahriiuje fytoestrogény, ako
sU izoflavonoidy zahrfiujice daidzein, genistein, yenoestrogény: | coumentrol;
zealralendn, daidzein; apigenin; waemferol; floretin; biochanin A; naringenin;
formononetin; ipriflavon; quercetin; achryzin.  V dalSom uskutoéneni &inidlo
chemickej prevencie zahriiuje flavonoidy; flavony, izoflavény, flavanény a chalkény;
coumestany; mykoestrogény; lakton rezorcyklovej kyseliny; nafoxidén a equol,
alignan zahrfiujuci enterodiol a enterolakton. V dalSom uskutoéneni &inidlo
chemickej prevencie zahrfiuje nasledujlce zluceniny: ICl 164 384, ICI 172 780; TAT-
59, EM-652 (SCG 57068), EM-800 "(SCH570), EM-139, EM-651, EM-776,
a peptidového antagonistu ludskych estrogénovych receptorov.

Tento vynalez uskutoériuje pouzitie pripravku a farmaceutického pripravku na
prevenciu vyvoja karcindmu prostaty; potlacenie alebo inhibovanie - rakoviny
prostaty; redukovanie rizika rozvinutia rakoviny prostaty; zvys$enie doby prezitia
jedinca; lieCenie rakoviny prostaty; Gstup vnutroepitelovej neoplazie prostaty
a redukovanie mnozstva |ézii vnutroepitelovej neoplézie prostaty na vysokom stupni
vyvoja, podavanim Cinidiel chemickej prevencie, ako su tu uskutodnené, a nosica
alebo riedidla a/alebo ich farmaceuticky prijatelného nosiéa, riedidiel, solim esterov
alebo N-oxidov a ich zmesi.

Predkladany vynalez uskuto¢nuje bezpeény a efektivny sposob prevencie vyvoja
karcinomu, potlaenie alebo inhibovanie latentnej rakoviny prostaty a je mimoriadne
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uzito€ny na lieCenie jedincov m'ajucich zvySené riziko rozvinutia rakoviny prostaty,
napriklad tych, ktori maju benignu hyperplaziu prostaty, vnutroepitelovd neoplaziu
prostaty (PIN), alebo nie normélne vysoku hladinu Specifickej protilatky cirkulujlcej
v prostate (PSA), alebo ktori maju rodinni dispoziciu rakoviny prostaty. V jednom
uskutocneni je jedincom cicavec. V dalSom uskutoCneni je jedincom ¢lovek.

Vynalez obsahuje Cisté (Z)- a (E)-izoméry zlucenin aich zmeéi, ako aj Cisté (ﬁR,
SS)- a (RS, SR)-enantiomérne pary a ich zmesi.

Vynalez zahriuje farmaceuticky akceptovatelné soli amino-substituovanych
zltéenin s organickymi alebo anorganickymi kyselinami, naprikllad, kyselinu citrénovu
a kyselinu chlorovodikovu. Vynéléz tiez zahriuje N-bxidy amino-substituentov
zliCenin vzorca (l). Farmaceuticky prijatelné soli mozu byt pripravené aj
- z fenolovych zlGéenin reagovanim s anorganickymi zasadami, napriklad hydroxidom
sodnym. Taktiez estery fenolovych zlienin mdzu byt vyrobené s alifatickymi
a aromatickymi karboxylovymi kyselinami, napriklad estermi kyseliny octovej
a kyseliny benzoove;.

Ako sa tu pouziva, farmaceuticky pripravok znamena terapeuticky ucinné
mnozstva Cinidla spolu s vhodnymi riedidlami, konzervaénymi latkami, rozpustajicimi
latkami, emulgacnymi Cinidlami, adjuvansami a/alebo nosiémi. ,Terapeuticky ucinné
mnozZstvo, ako sa tu pouzZiva, znamena také mnozstvo, kitoré zabezpeduje
terapeuticky ucinok za danych podmienok a podavacieho rezimu. Také pripravky su
kvapaliny alebo lyofilizované alebo inak vysuSené formulacie a zahriuju riedidla
s roznym obsahom pufru (napriklad Tris-HCI, acetét, fosfat), pH a iénovu silu, aditiva
ako je albumin alebo Zelatina pre zabranenie absorpcie na povrchoch, detergenty
(napriklad Tween 20, Tween 80, Pluronic F68, soli kyseliny Zl¢ovej), rozpustajuce
¢inidla (napriklad glycerol, polyetylén glycerol), antioxidanty (napriklad kyselina
* askorbova, metadvojsiran sodny), konzervaéné latky (napriklad Thimérosal,
(napriklad laktdéza, manitol), kovalentné pripojenie polymérov, ako je naprikiad
polyetylénglykol k proteinom, vytvorenie komplexov s idnmi kovov, alebo zaclenenie
latky do alebo na Casticové pripravky polymeérnych zlicenin, ako je polymliecna
kyselina, polyglykolova kyselina, hydrogély, atd., alebo na lipozémy, mikroemulzie,
micely, jednolamelarne alebo mnoholaminarne nosice, erytrocytovove linie alebo
sféroplasty. Také pripravky budu vplyvat na fyzikalny stav, rozpustnost, stability,
rychlost’ uvolnenia in vivo, a rychlost odstranenia in vivo. Kontrolované alebo plynulé



uvolfiovacie pripravky zahrﬁUjL’J formulaciu lipofilnych depotov (napriklad mastnych
kyselin, voskov , olejov). Taktiez su tymto vynalezom zahrnuté Casticové pripravky
potiahnuté polymérmi (napriklad poloxamérmi alebo poloxaminmi). Dalsie
uskutoénenia pripravkov tohto vynalezu zaélefiuju Casticové formy ochrannych
poviakov, proteazové lnhlb|tory alebo. zosilovate prenikania pre 'rdzne cesty
podavania zahriujuce parenteralnu pulmoralnu, nasalnu alebo oralnu. V jednom
uskutoéneni farmaceuticky pripravok je podavany parenteralne, parakanceraine,
transmukosalne, transdermalne, intramuskularne, intravenézne, intradermalne,
subkutanne, intraperitoneéline, intraventrikularne, intrakranialne a intratumoralne.
Davka moze byt v rozmedzf. 5 - 80 mg/den. V dalsom uskutoCneni je davka
vrozmedzi 35 - 66 mg/den. V dalSom uskutoCneni je davka v rozmedzi 40 - 60
mg/den. V dalSom uskutoneni je davka vrozmedzi 45 - 60 mg/deil. V dalSom
uskutoéneni je davka v rozmedzu 15 - 25 mgl/den. V dalSom uskutoéneni Je davka
vrozmedzi 55 - 65 mg/den. V daldom uskutoéneni je davka 55 - 65 mg/den
V dalSom uskutoéneni je davka 45 - 60 mg/den. Davka moze byt 60 mg/den. Davka
mdze byt 20 mg/den. Davka mdze byt 45 mg/den. Tableta pre orélne podavanie
obsahujuca 88,5 mg Cinidla chemickej prevencie, ktoré je ekvivalentné 60 mg ¢inidla
chemickej prevencie. '

Dalej, ako je tu pouzity, farmaceuticky prijatelny nosi¢, je dobre znamy
odbornikom v stave techniky azahriiuje, ale nie je obmedzeny, 0,01 - 0,1 M
a prednostne 0,05 M fosfatového pufru alebo 0,8% fyziologicky roztok. Navyse,
~ takéto farmaceuticky prijatelné nosice mozu byt' vodné alebo nevodné roztoky,
suspenzie aemulzie. Priklady nevodnych rozpustadiel su propylénglykol,
polyetylénglykol, rastlinné oleje, ako je olivovy olej, a injektovatelné organické
estery, ako je etyloleat. Vodné nosiCe zahriuju vodu, alkohol/voda roztoky, emulzie
alebo suspenzie, vrétane solnych alebo pufrovych p'rostredi. Parenteraine vehikula
zahruju roztok chloridu sodného, Ringerovu dextrézu, dextrézu a chlorid sodny,
laktované Ringerove alebo fixné oleje. Intravendzne vehikuld zahriuju fluidné alebo
vyzivové doplfiovace, elektrolytové dopliiovale, ako su tie, ktoré su na baze
Ringerovej dextrézy, a podobne. Taktiez mdzu byt pritomné konzervacné latky
a dalSie aditiva, ako su napriklad antimikrobialne latky, antioxidanty, kolaciatné
¢inidla, inertné plyny a podobne.

Pojem ,adjuvans® znamena zluceninu alebo zmes, ktora zvySuje imunitnu

reakciu na antigén. Adjuvans moze sluzit ako tkanivovy depot, ktory pomaly
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uvolfuje antigéh a tiez ako lymfoidny systémovy aktivator, ktory neépeciﬂcky zvysSuje
imunitnd  odpoved (Hood et al., Immunology, Second Ed., 1984,
Benjamin/Cummings: Menlo Park, California, str. 384). Casto primarny imunologicky
test so samotnym  antigénom v nepritomnosti adjuvansu nebude vyvolavat
'humorélnu alebo celularnu imunitna -odpoved. Adjuvans zahriuje, ale nie je
obmedzeny, Uplny Freundov adjuvans, neublny Freundov adjuvans, saponin,
mineralne gely, ako je hydroxid aménny, povrchovo aktivne latky, ako je lyzolecitin,
plurénové polyoly, polyaniény, peptidy, olejové alebo uhlovodikové emulzie, kl'Gcové
prisavné hemokyaniny, dinitrofenol a potenciélne uzito€ny ludsky adjuvans, ako je
BCG (bacille Calmétte-Guerin) a Corynebacterium parvum. Prednostne je adjuvans
farmaceuticky prijatelny.

Kontrolované 'alebo plynulé uvolfiovacie pripravky  zahruju formulaciu
v lipofiinom depote (napriklad mastné kyseliny, vosky, oleje). Taktiez st tymto
vynalezom zahrmuté  &asticové pripraka potiahnuté polymérmi (napriklad
poloxamérmi alebo poloxaminmi) a zlG¢enina zdruzené s protilatkami zamerana proti .
tkanivovo-$pecifickym receptorom, ligandy alebo protilitky alebo spojené
s tkanivovo-$pecifickymi receptormi. Iné uskutocnenia pripravkov tohto vynalezu
zadlefuji &asticové formy ochrannych povlakov, proteazové inhibitory alebo’
zosiliovade prenikania pre rozne cesty podévania, zahriujice parenteraine,
pulmorélne, nasalne alebo orélne. Zlu¢eniny modifikované kovalentnym pripojenim
vo vode rozpustnych polymérov, ako je polyetylénglykol, kopolymérov
polyetylénglykolu a polypropylénglykolu, karboxymetylceluldzy, dextranu,
polyvinylakoholi, polyvinylpyrolidonu alebo polyprolinu s zname tym, ze vykazuju
podstatne dihsie poléasy rozkladu vkrvi po intravendéznom injektovani nez
zodpovedajlce nemodifikované zluceniny (Abuchowski et al., 1981, Newmark et al.,
1982, a Katre et 'al., 1987). Takéto modifikacie mdzu zvy§ovat' ak rozpustnost
zluenin vo vodnom roztoku, eliminovat' zhlukovanie, zvySovat fyzikalnu a chemicku
stabilitu zluceniny, a vaésmi redukovat’ imunogenickost’ a reaktivnost' zlGceniny. Ako
vysledok moze byt poZadovand in vivo biologickd aktivita dosiahnuta podavanim
takychto abduktov zlu&eniny polyméru menej Casto alebo v mensich davkach nez
s nemodifikovanou zluceninou.

V este . dalSom uskutoéneni farmaceuticky pripravok moze byt dodany
\)kontrolovanom uvolfiovacom systéme. Napriklad, ¢inidlo mdze byt podavané
pouzitim intravendznej . inflzie, implantovatelnej osmotickej  striekacky,
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transdermolnej naplasti, Iipbzémov alebo inymi druhmi podavania. V jednom
uskutoCneni moze byt pouzita striekacka (vid Langer, supra, Sefton, CRC Crit. Ref.
Biomed. Eng. 14:201 (1987); Buchwald et al., Surgery 88:507 (1980); Saudek et al.,
N. Engl. J. med. 321:574 (1989). V dalSom uskutocneni mdzu byt pouzité polymérne
materialy. V eSte dalSom uskutolneni kontrolovany uvolfiovaci systém modze byt
umiestneny v blizkdsti-te’rapeutického ciela, tj. mozgu, takto vyzadujuc len frakciu
systémovej davky (vid napriklad Goodson, v Medical Applications of Controlled
Release, supra, zvazok 2, strany 114-138 (1984). Prednostne je kontrolovana
zvolhovacia jednotka zavedena do jedinca v blizkosti miesta nevhodného pre
imunitnG  aktivaciu alebo nadoru. Dalie kontrolované uvolfiovacie systémy su
rozoberané v preskumani urobenom Langerom (Science 249:1527-1533 (1990).

Sposob podla predkladaného vynalezu na prevenciu vyvoja karcindmu prostaty
zahrfuje podavanie farmaceutického pripravku obsahujuceho ¢inidio chemicke;
- prevencie alebo metabolitu alebo ich soli, cicavcovi. Farmaceuticky pripravok méze
obsahovat' Cinidlo chemickej prevencie samostatné, alebo moze dalej zahriiovat
farmaceuticky prijatelny nosi¢, a mdze byt' v pevnej alebo kvapalne;j forme, ako su
tablety, prasky, kapsule, pilule, roztoky, suspenzie, elixiry, emulzie, gély, krémy,
alebo &ipky, vratane rektainych a uretralnych éipok. Farmaceuticky prijatelné nosice
zahriuju arabskd gumu, Skroby, cukry, celulézové latky, a ich zmesi. Farmaceuticky
pripravok obsahujlci Cinidlo chemickej prevencie moze byt podavané jedincovi,
napriklad subkutannou implantaciou piluly; v dalSom uskutocneni pilula umoznuje
kontrolované podavanie ¢&inidla chemickej prevencie pocas casového obdobia.
Pripravok mozZe byt podavany aj intravendznym, intraarteridinym alebo
intramuskuldrnym  injektovanim  kvapalného pripravku, oralnym podavanim
kvapalného alebo pevného pripravku, alebo lokalnou aplikaciou. Podavanie moze
byt vykonéné aj pouzitim rektalneho €ipku alebo uretréineho Cipku. Farmaceuticky
pripravok moze byt tiez parenterdina formulécia; v jednom uskutoneni formulécia
obsahuje lipozém, ktory zahriiuje komplex Einidla chemickej prevencie, ako je
napriklad Toremifén a cyklodextrinovl zlG€eninu, ako su popisané v uz citovanom
US patente ¢. 5 571 534 od Jablonen et al.

Farmaceutické pripravky tohto wvynalezu mdzu byt pripravené znamym
rozpustanim, zmie$anim, granulovanim, alebo tablety vytvarajacimi procesmi. Pre
orélne podavanie su Cinidla chemickej prevencie alebo ich fyziologicky tolerovane
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 derivaty, ako st soli, estery, N-oxidy, a podobne zmie$ané  aditivami obvyklymi pre
tento Ucel, aku su vehikula, stabilizatory alebo inertné riedidla, a konvertované
obvyklymi spésobmi na vhodnu formu podavania, ako su tablety, potiahnuté tablety,
tvrdé a makké zelatinové kapsuly, vodné, alkoholové alebo olejové roztoky. Priklady
vhodnych inertnych vehikulov st konvenéné tabletové bazy, ako je laktozam
sachardza alebo obilny Skrob v kombinacii so spojivami, ako je achat, obilny Skrob,
Zelatina alebo rozkladajucimi cinidlami, ako je obilny Skrob, zemiakovy Skrob,
alginova kyselina, alebo smazivami, ako je stearova kyselina alebo stearat
horeénaty. Prikladmi vhodnych olejovych vehikulov alebo rozpustadiel su rastlinné
alebo Zivocisne oleje, ako je slneénicovy olej alebo olej z rybej pecene. Pripravky
mdzu byt uskutoénené ako suché aj ako vihké granule. Pre parenteréine podavanie
(sﬁbkuta’nne, intravenézne, intraarteriaine alebo intramuskularne injektovanie) Cinidla
chemickej prevencie alebo ich fyziologicky tolerované derivaty, ako su soli, estery,
N-oxidy'a podobne, su konvertované na roztok, suspenziu alebo emulziu, ak je to
Ziaduce s latkami obvyklymi a vhodnymi na tento ucel, napriklad s rozpustajucimi
latkami alebo pomocnymi latkami. Prikladmi su: sterilné kvapaliny, ako je voda
aoleje,, s alebo bez pridénia povrchovo aktivnej latky alebo iného farmaceuticky
prijatelného adjuvansa. llustrativne oleje, su tie, ktoré su z ropy, zivocisne, rastlinné
alebo syntetického pdvodu, napriklad olej podzemnice olejne, sdjovy olej, alebo
minerélne oleje. Vo vSeobecnosti su voda, solanka, vodna dextréza aod nej
prislu§né roztoky cukrov, a glykoly, ako su propylénglykoly alebo polyetyléngiykol,
preferované kvapalné nosice, najmé pre injektovatelné roztoky.

Pripravky farmaceutickych pripravkov, ktoré obsahuju aktivnu zloZzku su dobre
chapané v stave Vtechniky. Typicky takéto pripravky su pripravené ako aersol
polypeptidu dodany do nosného hrtana alebo ako injektovatelné, bud ako kvapalné
roztoky alebo suspenzie, aviak modZu byt pripravené pevné formy vhodné do
roztokov alebo suspenzii, ktoré su pred injektovanim kvapalné. Pripravky mozu byt
aj emulgované. Aktivna terapeuticka zlozka je ¢asto zmieSana s excipientami, ktoré
su farmaceuticky prijate/né a kompatibilné s aktivnou zlozkou. Vhodné excipienty su,
napriklad voda solny roztok, dextréza, glycerol, etanol, alebo podobne aich
kombinacie. Popri tom, ak je to Ziaduce, pripravok mbze obsahovat mensinové
mnoZstva pomocnych latok, ako su zvihEovacie alebo emulgaéné ¢inidla, pH pufrové

cinidla, ktoré zvysuju ucinnost aktivnej zlozky.
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Aktivna zlozka moze byt ‘formulované v pripravku vo formach neutralizovanych
farmaceuticky prijatelnych soli. Farmaceuticky prijatelné soli zahriiuja soli s pridanim
kyseliny (vytvorené s volnymi aminoskupinémi polypeptidu alebo molekulami
protilatok) aktoré st vytvorené s anorganickymi kyselinami, ako je napriklad
chlorovodikova alebo fosforecna kyselina, alebo také organické kyseliny, ako je
napriklad octova, Stavelova, vinna, mandlova kyselina a pddobne. Soli vytvorené
z volnych karboxylovych skupin modzu byt' tieZz odvodené od anorganickych zasad,
ako je napriklad hydroxid sodny, draselny, aménny, vapenaty alebo Zelezity, a takych
anorganickych zasad ako izopropylamin, trimetylamin, 2-etylaminoetanol, histidin,
prokain a podobne.

Pre miestne podavanie pre povrchy organizmu sa pouzivaju napriklad krémy,
gely, kvapky apodobne, c&inidla chemickej prevencie alebo ich fyziologicky
tolerované derivaty, ako su soli, estery, N-oxidy, a podobne, ktoré su pripravené
a pouzité ako roztoky, suspenzie alebo emulzie vo fyziologicky prijatelnom riedidle
s alebo bez farmaceutického nosica.

V dalsom uskutoCneni aktivna zlG¢enina moze byt dodana ako mechurik,
v Casticovonm lipozome (vid' langer, Science 249:1527-1533 (1990); Treat et al., in
Liposomes in the Therapy of Infectious Disease and Cancer. Lopez-Berestein and
Fidler (eds.), Liss, New York, strany 353-365 (1989); ibid., strany 317-327; vid
v8eobecne tamtiez).

Farmaceutické pripravky predkladaného vynalezu su znaéne uzitoéné na liecbu
jedinca majuceho zvysené riziko rozvinutia rakoviny prostaty. Vysokorizikovi jedinci
zahriujl, napriklad tych, ktori maju benignu hyperpléziu prostaty, vnutroepitelovd
neoplaziu prostaty (PIN), alebo nie normaine vysoku hladinu $pecificke; prdtilétky
cirkulujucej v prostate (PSA), alebo ktori maju rodinnu dispoziciu rakoviny prostaty.

Dalej, &inidlo ‘chemickej prevencie mdze byt podavané v kombinacii s dal$imi
cytokinmi alebo rastovymi faktormi zahriiujucimi, ale neobmedzenymi na ne : IFN y
alebo a, IFN-B; interleukin (IL) 1, IL-2, IL-4, IL-6, IL-7, IL-12, faktor nadorovej nekrézy
(TNF)-o,  TNF-B, faktor stimulujaci  granulocytové  kolénie  (G-CSF),
granulocyt/makrofag | CSF (GM-CSF); vediajSie molekuly, vratane C¢lenov
integrinového naddruhu a €lenov Ig naddruhu, ako su, ale neobmedzuju sa na ne,
LFA-1, LFA-3, CD-22 a B7-1, B7-2 a ICAM-1 T bunkové ko-stimulaéné molekuly.
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Cinidlo chemickej prevencie mdZe predchadzat alebo nasledovat lietbu DNA
poskodzujticim ¢inidlom vrozmedzi intervalov od minGt a3z po tyzdne. DNA
poskodzujice ¢&inidla alebo faktory sU zname odbornikom v stave techniky
aznamena akukolvek chemicku zliceninu alebo spdsob liecby, ktory vyvolava pri
aplikovani na bunku poskodenie DNA. Takéto ¢inidla a faktory zahrfiuju oZarovanie
a viny, ktoré vyvolavaji poskodenie DNA, ako je gama Ziarenie, rc‘jlntc')nové luce, UV-
Ziarenie, mikroviny, elektrénové emisie a podobne. Skala chemickych zluéenin, tiez
popisanych ako ,Cinidld chemickej prevencie’ pdsobia na vyvolanie poskodenia
DNA, vsetky z nich st uvazované ako uzitoéné v kombinovanych spdsoboch lieCby,
ktoré si tu popisané. Cinidla chemickej prevencie predpokladané ako uzitodné
zahrauju napriklad adriamycin, 5-fluorouracil, (5FU), etopizid (VP-16), kamptotecin,
aktinomycin-D, mitomycin C, cisplatin (CDDP) a snad aj peroxid vodika. Vynalez
ziez obsahuje pouzZitie kombinacie jednej alebo viacerych DNA poskodzujlcich
cinidiel, &i na baze Ziarenia alebo skuto&né zli&eniny, ako je pouzitie rénténovych
licov s cisplatinom alebo pouzitie cisplatinu s etopozidom.

V dalSom uskutoéneni sa moze ozarovat' lokalizované miesto nador u DNA
poskodzujucim oZarovanim, ako su rénténové IGce, UV-svetlom, gama luéami alebo
mikrovinami. Alternativne, néadorové bunky mdZu byt kontaktované DNA
poskodzujucim ¢inidlom podévanim jedincovi terapeuticky G&inného mnozstva
farmaceutického pripravku obsahujiceho DNA poskodzujucu zliceninu, ako je
adriamycin, 5-fluorouracil, etopozid, kamptotecin, aktinomycin-D, mitomycin C, alebo
prednostnejsie cisplatin. Cinidla, ktoré poskodzujii DNA tiez zahriuju zlaceniny, ktoré
inteferujd s DNA replikaciou, mitézou a chromatozomélnou segregéciou. Takeé
cinidla chemickej prevencie zahriuju adriamycin, tiez zndmy ako doxorubicin,
etopozid, verapamil, podofylotoxin a podobne.

Dalsie faktory, ktoré sposobuji poskodenie DNA asi extenzivne pouzité
zahrnuju tie, ¢o su vSeobecne zname ako gama lGdée, roénténové luCe, alalebo
smerované dodanie radioizotopov na nadorovié bunky. Iné formy DNA
poskodzujucich faktorov s tiez zahrnuté, ako st mikroviny a UV Ziarenie. Je
najpravdepodobnejsie, Ze vSetky tieto faktory pdsobia na Siroky rozsah poékodenia
DNA, na prekurzory DNA, replikdciu a napravu DNA a zoskupenie a udrZovanie

chromozdémov.
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Ako mbdze byt okamiité ocenené odbornikom v stave techniky, spdsoby
a farmaceutické pripravky predkladaného vynélezu su znaéne vhodné na podavanie
cicavcom, prednostne l'udom.

Nasledujlice priklady su prezentované pre Upine ilustrovanie prednostnych
uskutoCneni tohto vynalezu. Nemali by byt' viak zostavené takym spbdsobom, - aby

obmedzovali $iroky rozsah tohto vynalezu. -

Priklady uskutoénenia vynalezu

Priklad 1. Transgénovy adenokarciném prostaty mysi

Stadia chemickej prevencie rakoviny prostaty bola brzdena nedostatkom
prislusnych modelov zvierat. Nedavny rozvoj transgénového adenokarcinému
prostaty mysieho (TRAMP) modelu umozriuje $tudiu chemickej prevencie. V TRAMP
modeli, ktory je popisany u Greenberg et al., Prostate cancer in a transgenic mouse,
Proc. Nat1 Acad. Sci. USA, 1995, zvazok 92, strany 3439-3443, PB-SV40 velky
T-antigénovy (PB-Tag) transgén je expresovany $pecificky v epitelovych bunkéch
my$ej prostaty. Ako vysledok, tento model ma niekolko vyhod presahuijticich siéasne
existujlice modely: 1) mySi vyvinuli progresivne formy epitelovej hyperplazie prostaty
skor nez za 10 tyzdhov a invazivny adenokarciném okolo 18 tyzdriov veku; 2)
metastazové rozSirenie rakoviny prostaty modelov napodobuijticich f'udskd rakovinu
prostaty s obvyklymi miestami metastaz, ktorymi su lymfatické uzliny, pltca, ladviny,
nadladvinka a kosti; 3) rozvinutie, ako aj postup rakoviny prostaty méze pokracovat'
po relativne kratky ¢as 10-30 tyzdfiov; nadory vznikni s 100 % &astostou; a )
zvierata mozu byt screenované na pritomnost transgénu rakoviny prostaty pred
vznikom klinickej rakoviny prostaty pre priamu testovaciu liecbu s Toremifénom, ktoré
modze menit' vyvoj rakoviny prostaty. |

TRAMP transgénovy mysi model je vynikajucim in vivo modelom pre

determinovanie mechanizmov inicicie a podporenia rakoviny prostaty a pre
testovanie efektivnosti potencialneho Toremifénu. Tieto mysi progresivne rozvinuli
epitelova hyperplaziu prostaty, PIN, a potom rakovinu prostaty v kratkom &asovom
obdobi (<17 tyzdnov).

Liecba chemickou prevenciou hybridu TRAMP mysi je iniciovana 30 dni
postnatalne, pouzitim Toremifénu pri hladine asi 0,5-50 mg/kg hmotnosti jedinca/den,
prednostne 6-30 mg/kg hmotnosti jedinca/der. Toremifén su konvenéne spravované

do 21-diiovych a 90-driovych pilulach (pripravenych Innovative Research of America,
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Sarasota, FL) adodanych ako subkutanne implantaty. Kontrolné zvierata dostali

placebo implantaty. V kazdej skupine, ktora bola lieCena lieCivom, boli zvierata

usmrtené v 5, 7, 10, 15, 20, 25, 30, 40 a 50 tyzdhov veku, kym sa rozvinul
hmatatel'ny nador. Krv bola odobratd a dana do krvnej banky po ¢asovy bod liecby
pre vyhodnotenie zmien testosterénu a estradiolu v sére. Tkaniva -prostaty su
ulozené na morfometrické, histologické a molekularne étudié.

Zahrnuté boli nasledujuce testovacie postupy:

1) Analyza celkového usporiadania prostaty je vykonana viacnasobne pre zistenie
zmien v kandlikovej morfoldgii prostaty pocas ¢asu bez a s liecbou; priklady su
ukadzané na Obr. 2. Tkanivové sekcie su hodnotené histologicky s H&E
a Masson-trichémovym $tandardnym sfarbenim. Je stanoveny a klasifikovany
vyvoj PIN (l-slaby az Ill-kriticky).

2) Je merany estradiol v sére a celkové hladiny testosteronu (RIA) v kazdom
intervale veku pre stanovenie véétk)'/ch zmien u tychto horménov éko vysledok

Toremifénu.

Priklad 2: Analyza imunohistochemickych tdajov

Mikroskopické obrazy kaidéj tkanivove] sekcie sU. hodnotené pouzitim
pocitacovej (Mac 9500.-1 32 poéi;ac':a a mo.nitora) obrazovej kvantifikacie (NIH-Image
1,6 PPC) pouzitim Kodak DCS 460 fotoaparatu na Nikon Microphot-FX mikroskope
a kvantifikované pouzitim analyzy farebného kvantitativneho systémového obrazu
(IPLab Spectrum 3,1, Scanalytics, Inc., VA), ktory rozliSuje farebné diferencie
prostaty. Prahy su predloZené na identifikéciu roznych tkanivovych zloziek prostaty.
Hustoty oblasti pixelov zodpovedajice kazdému ztychto tkanivovych zloZiek su
vypocitané pre kazdé celé zobrazenie farebného monitora. Celkom 5 zobrazeni na
sekciu prostaty je spriemerovanych. Imunohistochemické obrazy mbdzu byt
digitalizované  a kvantifikované pre umoZnenie S$tatistického  hodnotenia
determinovanim korelaénych koeficientov vzoriek a pravdepodobnosti (2-zaverove).

Priklad 3: Studia aktivity chemickej prevencie

Studia mala za ciel’ testovanie Ucinnosti Toremifénu u TRAMP transgénovych
zvierat (PBTag X FVBwt).(uskuto'éniI Dr. Norman Greénberg, Baylor College of
Medicine, TX). Tieto my$i ukazali predbezné znaky rakoviny skér nez za 10 tyzdnoy.

TRAMP transgénové samcéie vrhy boli screenované na velky T ag transgén
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a pozitivni samci boli pouiiti pri Studii. Antiestrogénovy Toremifén, ktory bol
testovany na jeho mozné Gcinky chemickej prevencie, bol zacleneny v pilulach
vyrobenych na objednavku (Innovative Research of America, Sarasota, F L), a liecba
chemickej prevencie my$i bola iniciovand postnatdlne v 30 drioch (priemerna
hmotnost’ mysi 14 g). Styri skupiny 10-12 zvierat dostali subkutanne implantacie
: Toremiféh obsahujucich piltl sIQO-dr']ovym uvolfiovanim. Davka difizovatelného
lieCiva, prispdsobena pre rastovych zmien hmotnosti, bola navrhnuta pre dodanie
bud' nizkej davky (6 mg/kg) alebo vysokej davky (30 mg/kg) Toremifénu. Kontrolné
zvierata (n=10) dostali placebo implantaty. Uginnost lieCby bola merana
nepritomnostou vytvorenia hmatatelného nadoru. Nadory mySacej prostaty boli
uloZzené a hodnotené molekuldrnymi a histologickymi technikami.

PouZitim TRAMP transgénového modelu rakoviny prostaty, v ktorom kazdé
zviera, ktoré zdedi gén rakoviny prostaty rozvinie rakovinu prostaty, bolo ukazané, ze
Toremifén zvySuje latentnost' aj zniZuje vyskyt rakoviny prostaty.

Ako je ukazané na Obr. 1, Ucinky nizkej ajvysokej davky Toremifénu boli
efektivne. Vytvorenie nadoru pri ventralnej prostate TRAMP mysSi bolo zaznamenané
v 17. tyzdni pri placebo skupine (n=10), v 19. tyzdni pri vysokej davke Toremifénom
lieCenej skupine (n=12) a v 28. tyZdni pri nizkej davke Toremifénom lieCenej skupine
(n=12). Teda, 5 lie¢eni Toremifénom podstatne zvysilo latentnd dobu az do 11
tyZdnov pri rozvinuti rakoviny pri ventrélnej prostate TRAMP myéi.

Kedze Toremifénom lieCené zvierata nedosiahli 50% vyvojovy bod nadoru po&as
doby Studie, Cas, v ktorom 25% zvierat malo nadory bol porovnany medzi skupinami.
Nadory boli hmatatelné v 25% z 10 zvierat v 23. tyZdni u placebo skupiny a 30.-31.
tyzdni u skupin s vysokou a nizkou davkou Torémifénu, oneskorenie 7-8 tyzdnov.
Nizka davka Toremifénu aj vysoka davka Toremifénu oproti placebo boli vyrazné
pomocou zaznamového zoradenia a Wilcoxonovej Statistickej analyzy, ako je
ukazané v Tabulke 1 nizsie.

Taburkat Statistické analyza
Log-rad Wilcoxon
P P
Nizka davka Toremifénu oproti placebo  0,0003* 0,0004*
Vysoka davka Toremifénu oproti placebo 0,0017* . 0,0071*

*hodnota P<05
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V 33. tyzdni bol bod, kedy sa u vSetkych kontrolnych zvierat rozvinuli nadory, 72%
s nizkou davkou a 60% s vysokou davkou Toremifénu liedenych zvierat bolo este
stale bez nadoru. Teda, lietba Toremifénom pri nizkych aj vysokych davkach mala
za dosledok vacsmi zniZzeny vyskyt nadorov pri ventrélnej prostate TRAMP mysi. -
Tieto Udaje ukazali, ze vyskyt rakoviny prosfaty'bol vyrazne znizeny a zvysena bola
latentna doba.

Ako uz bolo povedané, podavanie Toremifénu vytvara podstatné Gcinky
chemickej prevencie proti nadorom pri ventrélnej prostate TRAMP mysi. Tento
vysledok je podnecujuci pre podobny prinosovy efekt na ludskych jedincov, ktori |

ktorych prostate nezahrriuje segment zodpovedajlci ventralnej prostate hlodavcov.

Priklad 4: Histologické vyS$etrenie tkaniva prostaty

Néadory s placebo a's vysokou davkou Toremifénu iiec':enych skupin odobraté
v Case hmatatelnosti boli hodnotené histologicky. Obr. 2A je H&E sekcia ventralnej
prostaty 17 tyZzdnovych normélnych dospelych mysi. Obr. 2B, sekcia ventrainej
prostaty placebom lieCenych 16 tyzdriovych TRAMP mysi, ukazuje, Ze na rozdiel od
normalnej Struktdry prostaty zobrazenej na Obr. 2A, ventralna prostata TRAMP mysi
je charakterizovana poviakmi nediferenciovanych, anaplastickych buniek s vysokym
mitotickym indexom. Naopak, ako je ukazané na Obr. 2C, prostata Toremifénom
lieCenych 30 tyzdriovych TRAMP mySi si zachovava viac normélnéj glandularnej
stavby a ma nadory s viac diferenciovanou Struktdrou, mitoticky index je ovela niz$i
nez je u placebom lieCenych zvierat. Tieto vysledky indikuju, 2e Toremifén, hoci
v nizkych davkach, je schopny potlacit’ vyvinutie rakoviny préstaty v TRAMP modeli.

Western skvrnova analyza: Tkanivé prostaty (dorzolaterdlne a ventralne laloky)
.boli ulozené v 10. tyzdioch veku, udrzané v zmrazenom stave v kvapalnom N,
a ulozené pri -80°C. Tkanivové lyzaty boli pripravené pouzitim RIPA pufru (150 mM
NaCl, 1% NP40, 0,5% deoxycholat, 0,1% SDS a 50 mM Tris, pH 7,5) obsahuijtceho
zmieSanie protedzovych inhibitorov (Pefabloc, aprotin, bestanin, leupeptin
a pepstain) a fosfatazovy inhibitor NasVO4 (10 mM). Homogenat bol centrifugovany
pri 14 0000x g pri 4°C po dobu 10 minut a lyzaty boli ulozené pri -80°C.

Proteinové koncentracie boli determinované pouzitim Bradfordového rozboru
proteinov (Bio-Rad). Tkanivové lyzaty boli zavedené n 7,5% polyakrylaminové gely,
proteiny (40ug/pruh) separované pomocou SDS-PAGE a elektroforeticky prenesené
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do nitrocelul6zovych membran (0,2ug, Bio-Rad, Hercules, CA) v prenosnom pufri
(192 mM glycin, 25 mM Tris-HCI a 20% metanol). Nadorové tkanivo prostaty TRAMP
bolo pouzité ako pozitivna kontrola. Chemiluminiscentné Cruz markery (Santa Cruz
Biotechnology, Santa Cruz, CA) boli pouzité ako Standardy molekulovej hmotnosti.
Skvrny boli zaistené cez noc pri 4°C v BLOTTO (6% netu¢nom suSenom lieku v 1X
TBS) a inkubované s chrenovou peroxiddzou (HRP)-konjugovanou so sekundérniou
protilatkou (1:5000) po dobu 1 hodiny pri 25°C. Imunoreakéné proteiny boli
vizualizované na autoradiograficky film pouzitim zvy$enej chemiluminiscenéného
(ECL) systému (APB, Pitscataway, NJ). Expresia aktinovych proteinov bola pouzita
na normalizovanie Tag vysledkov. Na tento Uéel bola vy$Sie uvedena membrana
ponorena do pufru zbaveného prchavych zloZiek (100 mM 2-merkaptoetanol, 2%
SDS, 62,5 mM Tris-HCI, pH 6,7) a inkubovana pri 50°C po dobu 30 minuts obCasnym
premiesavanim. Po blokovani bola membrana opéatovne preniknuta aktinovou
primarnou protilatkou (1:2500,'Chemicon, Temecula, CA), po &éom nasledovala
(HPP)-konjugovana sekundérna protilatka (1:10000). Po ELC detekcii boli intenzity
pasov kvantifikované pouzitim Adobe Photoshop 5,0 Acquisition a ImageQuant

Analysis (Molecular Dynamics) systémov.

Priklad 5: Pouzitie uc¢innosti chemickej prevencie Toremifénu proti rakovine prostaty
pri modeli TRAMP mysi |

Tento experiment potvrdzuje a ukazuje aginnost chemickej prevencie
Toremifénu. Tato predkladana $tudia je zamerana na histologické a molekularne
zmeny spojeneé s rozvinutim rakoviny prostaty u kontrolnych zvierat a mechanizmus
Toremifénu s TRAMP zvieratami, ktoré st chované, screenované a liedené plynulym
uvolfiovanim pildl lieCiva. Vo vopred stanovenych ¢asoch, boli skupiny 5 zvierat
usmrtené a ich proétaty boli odobraté na analyzu. Zl'azy prostaty boli hodnotené na
pritomnost’ nadoru pomocou histolégie, celkovej pitvy a imunohistochémie velkého
T-antigénu. Liecby placebom a Toremifénom boli ukongené v 7, 10, 15 a 20 tyzdni
a vysledky su popisané nizsie.

Vysledky: Celkové usporiadanie prostaty po 7, 10, 15 a 20 tyzdioch u rdznych
skupin boli ukonené. Analyza celkového usporiadania odhalila, Ze placebom liegené
mys$i rozvinuli nador prostaty v 15-20 tyzdnoch veku podobne ako v predchadzajlcej
pilotnej studii. NavySe, Toremifénom lieCené zvieratd mali oneskorenie vo vyskyte

rakoviny prostaty do 20 tyzdrov (Obr. 3). Po 20 tyzdrioch bolo jasné oneskorenie vo
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vyskyte nadoru u Toremifénom lieCenej skupiny az do 35. Tyzdiia (Obr. 4). Tieto
Udaje potvrdzuju, 2e aj ked iSlo o viac senzitivne stanovenie vyvoja nadoru,
Toremifén vykazoval aktivitu chemickej prevencie. Pri histologickom hodnoteni boli
vzofky tkaniva fixované, spracované a uloZzené v parafine. Sekcie (5pM hrabky) boli
odrezane a sfarbené pomocou H&B spdsobu. Toremifén inhiboval. rozvinutie
kanalikov a diferenciaciu tkaniva (porovnaj nador prostaty u 17 tyidﬁ'ovych TRAMP '
-mysi oproti neupravenému typu (obr. 4); Histoldgia prostaty lieGenej Toremifénom
oproti placebo v 15. tyzdrioch (Obr. 6). Kvalitativne, imunohistochémia placebom a
Toremifénom lie¢enych tkaniv ukazala pritomnost' T-antigénu u ventralnej prostéty.
Teda vidiet, Ze aktivita chemickej prevencie pomocou Toremifénu neukazala, Ze je
v TRAMP modeli prostrednictvom probazin prométora.

Zavery: Schopnost' Toremifénu zabrariovat vyskytu rakoviny prostaty v TRAMP
modeli bola potvrdena vyuzitim citlivejSich technik pre pristup k vytvoreniu nadoru.
Mechanizmus  ucinkov cherhiékej prevencie Toremifénu sa neukazal, Ze jé

prostrednictvom straty transgénu u velkého T-antigén proteinu.

Priklad 6: Tofemifén vyvolava ustup zistenych nadorov fudskej rakoviny prostaty
v modeli holych mysi _

Rakovina prostaty sucasne ostava najrozsirenejSie diagnostikovanou rakovinou u
americkych muzov. Ostavaju vSak otazky o etiologii a lietbe ochorenia, najma
v pokroCilych formach. Hormonalna terapia ostava $tandardnym spdsobom pri
vratnej a pokrocilej rakovine prostaty napriek véeobecnému vyvoju horménom
odolavajucemu ochoreniu. Teda su nevyhnutné nové pristupy prevencie a liecby
rakoviny prostaty pre upravenie zvySujuceho sa potu muzZov, u ktorych bolo toto
ochorenie diagnostikované. Experimenty a vysledky demonsétruj, Ze Toremifén

potla¢a na hormény citlivy LNCaP rast nadoru u athymickych holych mysi.

Materialy a spbsoby: Milion LNCaP buniek V Matrogeli bol injektovany do kazdého
boku athymickych holych mysi. Celkom 40 mysi bolo injektovanych. Po priblizne 3-4-
tyzdiioch sa rozvinuli viditelné nadory. Po zaznamenani velkosti nadorov
dvojrozmerne boli mysi rozdelené do placebo skupiny a lieCenej skupiny na zaklade
rovnakej intenzity nadorov. Jeden pilula (placebo oproti Toremifén 35 mg) bola
subkutanne implantovand medzi lopatkami kaZde; my$i. Kazdy tyzden boli

zaznamenané merania velkosti nadoru. Objem nadoru bol vypodéitany (objem nadoru
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= 0,5(L + W) x L x W x 0,5236, kde L= dizka nadoru a W= sirka). Objem nadoru
v Ease implantacie pilul sluzil ako bod referencie pre budlce porovnanie menenia sa
velkosti nadorov. Kazdy tyzden boli zaznamenané menenie sa velkosti kazdého
nadoru ako percento rozdielu povodného merania pri implantacii pilul.

Vysledky: Z 78 injektovanych miest nadoru 55 (70%) vyustilo do nadorov
primeraného objemu pre hodnotenie. Celkom 50 nadorov (24 placebom a 26
Toremifénom lieCenych zvierat) sa hodnotilo. Stredné objemy nadorov v ¢ase
implantacie pildl boli podobné u skupin Toremifénu a placebo (1,90 mm® a 1,72

mm?). Stredny. objem nadoru sa znizil na 1,68 mm’ u Toremifénovej skupiny
| (-22 mm?®), pricom stredny objem nadoru sa zvysil na 2,33 mm?® u placebo skupiny
(+0,61 mm®). Stredna hladina PSA séra bola vy$sia u placebo skupiny (30,80 ng/ml)
nez u Toremifénovej skupiny (2,80 ng/ml), ale toto nebolo Statisticky vyznamné
(p=0,755). Celkové hladiny testosteronu v sére boli 2,18 ng/ml u placebo skupiny
(n=17) a 2,96 ng u Toremifénovej skupiny (n=19).

Dve mysi uhynuli skoro po implantacii pilal pre smrtelné zranenie od inych mysi.
Jedna mys lieCena Toremifénom bola vyluena zo Studie pre velké krvacanie nadoru
arozvinuty hematém. VSetky mySi rozvinuli viditelné nadory jednostranne alebo
dvojstranne. Kazdy nédor bol sledovany nezavisle na trvani Stadie. Dvadsat' $tyri
nadorov bolo lieGenych placebom a 28 nadorov bolo lieCenych Toremifénom.
Vysledky st ukézané v tabulke 2 a Obr. 6A a 6B.

Tabufka 2
Placebo skupina
tyzdne N = % zmeny objemu vzhladom na den 0 lieCby
3 11 9,44
4 | 115,27
5 8 271,71
6 600,88
Toremifén
tyzdne N = % zmeny objemu vzhladom na den O liecby
3 11 -34,58

4 -61,01
.5 7 -74,51
6 -61,72
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Sledujuc interval bude rozsireny na sucasne zaznamenanu populaciu a v sucasnosti

su zbierané udaje o dalSich zvieratach.

Zavery: Toremifén inhibuje a indukuje ustup zistenych LNCaP nadorov. Hoci
mechanizmus, ktorym Toremifén vykazuje tento GCinok je neznamy, schopnost

produkovat' tieto efekty podporuje pouzitie Toremifénu ako lieCby rakoviny prostaty a .

na prevenciu opakovaného vyskytu rakoviny prostaty u pacientov s vysokym rizikom
so zistenymi mikrometastédzami rakoviny prostaty. '

Priklad 7: Toremifén spdsobuje Ustup "HGPIN vo faze lla Klinickych pokusov
chemickej prevencie fudskej rakoviny prostaty

Efekty chemickej prevencie Toremifénu proti rakovine prostaty tu boli
reprodukovatelne dokdzané na dobre stanovenom zvieracom modeli spontanne;
ludskej rakoviny prostaty. Toto predstavuje prva zlG¢eninu pre demonstrovanie
aktivity chemickej prevencie proti rakovine prostaty. NavySe, vysoky stupen PIN
(HGPIN) bol stanoveny a ¢as testovany. ako prekurzor lézie u ludskej rakoviny
prostaty tiez znamej ako latentna rakovina prostaty.

Nasledne je HGPIN pouzity ako stredny koncovy bod, alebo zastupujici koncovy
bod u ludskej rakoviny prostaty. V skutocnosti NCI teraz odporica, ze PIN by mal
byt pouzity ako stredny koncovy bod, alebo zastupujici koncovy bod u fudskej
rakoviny prostaty.

Faza lla bola vykonana ako otvorena oznacena nenahodné jednocentrova studia
so 17 ludskymi jedincami. V tomto protokole pacienti s prevedenou biopsiou PIN st
lieCeni 60 mg Toremifénu denne, po dobu 4 mesiacov. Po 4 mesiacoch bola
pacientom urobend znovu biopsia (8 biopsii) aznovu bol stanoveny stav PIN.
Dvadsat' jeden pacientov bolo zaélenenych do $tidie na jej zaCiatku a 16 pacientov
ju ukonéilo. Suhrn patologickych zisteni biopsii prostaty u tychto 16 pacientov ukazal,
Ze 12 pacientov malo Ustup PIN na benigne alebo atrofické tkanivo prostaty; 12 zo
16 (75%) pacientov malo -Gplnu reakciu. Z ostévajlcich 4 pacientov mali 3 pacient
rakovinu prostaty, ale mnoZstvo PIN bolo redukované, a 1 pacient mal stabilne
ochorenie, ale epitel PIN ukazal atrofické alebo degenerativne zmeny.

Patologické. hodnotenie odhalilo celkové imiznutie PIN s atrofickymi zmenami
v epitele prostaty. Pacient neutrpeli Ziadnu akutnu alebo chronicka toxicitu, kym
uzivali Toremifén. PSA v sére, volny testosteron v sére, celkovy testosterdn v sére
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| a estradiol v sére ostali vnbrmélnom rozmédzn’. Kvalita Zivota bola nezmenena
vratane Ziadneho pdsobenia na potenciu a libido. Potom tieto vysledky ukazuju tlohu
Torémifénu pri chemickej prevencii prostaty. |

Vysledky ukazuju, Zze Toremifén redukuje PIN, ktora teda priamo prenasa na
zniZzenie vyskytu a predizenie latentnosti rakoviny prostaty. a prevenciu vyvinutia
rakoviny prostaty. Nakoniec, u Toremifénu bolo zistené, Zé vyrazrie vyvola'va TGF
syntézu v ludskych stroméinych fibroplastovych bunkéch.

Priklad 8: Uloha &inidiel chemickej prevencie: Tamoxifén citrét a Raloxifén (SERMs)
a Faslodex (Cisty antiestrogéri ICI 182 780) pri prevéncii vyvinutia rakoviny prostaty

Experimentalny model: Liecba chemickou prevenciou u mysi bola iniciovana
postnatalne v 30 dioch. Tri skupiny 50 hybridov TRAMP samcich mys$i boli liecené
bud antiestrogénmi Tamoxifén citratom, alebo Raloxifén (SERMs) alebo Faslodex
(Cisty antiestrogén ICI 182 780). Liediva su ziskané ako vyrobené na dbjednévku
piluly s plynulym uvolfiovanim (Innovative research of America, sarasota, FL)
adodané ako subkutdnne implantaty (vid predbezné Udaje). Kontrolné zvierata
dostali placebo implantat bez farmakologickej aktivity. Zvieratd (n=10) st usmrtené
v periodickych intervaloch, v 10. 15. 20. 25. a 30. tyzdni veku a G&nnost liecby,
veduca bud k nepritomnosti vytvorenia nadoru alebo redukcii velkosti nadory, ak je
pritomny, je stanovena porovnanim s placebo kontrolnymi zvieratami. Krv jeodobrata
na hodnotenie zmien androgénov a estrogénov v sére pri kazdej lieCbe. Tkaniva
prostaty je zabezpecené na:a1) monometrické $tudie; b) histologické $tddie tkanivo
bude fixované v 10% pufrovom formaline, spracovanom a uloZzenom v parafine; c)
molekulové Stidie tkaniva su zmrazené v kvapalnom dusiku a ulozené pri -70°C.
Zaznamenané su tiez nekropsie a Udaje o preziti.

Vysledky experimentu odhaluji relativnu G&innost' chemickej prevencie roznych
antiestrogénov pri oneskoreni alebo prevencii rakoviny prostaty v TRAMP modeli.
Morfologicke Studie indikuju hrubé zmeny, ak nejaké su, pri rozvinuti velkosti prostaty
a kanalikovom obraze ako vysledok kazdej liecby. Sekcie parafinovaného tkaniva su
sfarbené pouzitim Standardnych H&E technik pre histologické zmeny, ako je PIN,
ktora bude stanovena monitorovanim vzhladu prekarcinémovych lézii ako prekurzor
adenokarcindmu prostaty. Hladiny estradiol a u a celkového testosterénu v sére st
merané vkazdom vekovom intervale na stanovenie vsetkych zmien tychto

hormonov, a¢i tieto zmeny koreluju alebo nekoreluji so zmenami PIN. Hladiny
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peptidov rastového horménu TGF, TGF 1, TGF 3 a bFGF su vo vzorkach prostaty
odobratych v kazdom intervale kvantitativne. Zodpovedajluce peptidy rastového
faktoru receptorov su tiez stanovené na EGFR a TGF Rl a RII.

Tabufka 3 _ |
Uginky modulétorov selektivnych estrogénovych receptorov (SERMSs) na prevenciu

rakoviny prostaty v TRAMP modeli

SERM Davka 20 tyzdriov 20 tyzdnov
| " # nadory (% nadorov)

Placebo - 5/5 100%

Toremiféen 20 mg/kg/den 177 14,2%

- Tamoxifén 20 mg/kg/den 2/9 . 22%
Raloxifén 20 mg/kg/den 3/10 30%
*Faslodex (ICI 128 780)  *10 8/11 72%

mg/kg/den

Zvierata boli usmrtené v 20.tyzdni a zlazy prostaty boli hodnotené analyzou celostupania
a histologicky.

*Faslodex je cCisty antiestrogén a jeho relativna potencia je 2-nasobna oproti inym SERM,
potom 10 mg/kg/den Faslodex = 20 mg/kg/ders SERM.
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PATENTOVE NAROKY

Pouzitie antiestrogénu, alebo jeho analdgu, derivatu, izoméru alebo jeho

metabolitu, alebo ich farmaceuticky prijatelnych soli, esterov alebo N-oxidov na

_ vyrobu lieiva na prevenciu rozvoja rakoviny prostaty u jedinca, na zvy$enie doby

prezitia jedinca s rakovinou prostaty alebo na lieCenie jedinca s rakovinou

prostaty, za predpokladu, Ze tento antiestrogén je iny ako zlGéenina vzorca

R®

R c=c R? S ()

]
G
CH,Cl

kde R' a R? ktoré st rovnaké alebo rézne, st vodik alebo OH,
R® je OCH,CH,NR‘R®, kde R* a R®, ktoré su rovnakeé alebo rozne, st vodik alebo

-alkylova skupina s 1 az 4 atbmami uhlika.

Pouzitie podla naroku 1, vktorom sa prevencia rozvoja rakoviny prostaty u
jedinca  uskuto¢fiuje zniZovanim rizika rozvoja rakoviny prostaty alebo
znizovanim mnoZstva predrakovinovych prekurzorov rakoviny prostaty alebo

rakovina prostaty je o$etrena u jedinca potlaenim alebo inhibiciou latentnej

rakoviny prostaty.

Pouzitie podfa naroku 1 alebo 2, v ktorom jedinec ma predrakovinove prekurzory

adenokarcindmu prostaty a nema rakovinu prostaty.

Pouzitie podla naroku 3, v ktorom predrakovinové prekurzory adenokarcindmu

prostaty su vnutroepitelové neoplazie prostaty.
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5. Pouzitie podla narokov 1 az 4, v ktorom antiestrogén je selektivny receptorovy
modulator, trifenyletylén alebo trifenylalkan.

6. Pouzitie podla ktoréhokolvek z narokov 1 az 5, v ktorom lieCivo obsahuje
farmaceuticky prijatelny nosi¢ vybrany zo skupiny obsahujicej arabsk gUmu,

§krob, cukor, celulézovu latku a ich zmesi.

7. Pouzitie podla ktoréhokolvek z narokov 1 az 6, kde lie€ivo je podavané jedincovi

subkutannym implantovanim piluly obsahuijtcej toto liecivo.
8. Pouzitie podla naroku 7, v ktorom pilula poskytuje riadené uvoffiovanie liediva.

9. Pouzitie podla ktoréhokolvek z narokov 1 az 6, v ktorom je lie€ivo podavané
intravenézne, intraarterialne alebo intramuskularne injektovanim farmaceutického
pripravku v kvapalnej forme jedincovi, alebo vktorom je lieCivo jedincovi
podavané oralne podavanim kvapalného alebo pevného pripravku obsahujiceho

farmaceuticky pripravok.

10. Pouzitie podfa ktoréhokolvek z narokov 1 az 9, v ktorom lie€ivo je pilula, tabletka,

kapsula, roztok, suspenzia, emulzia, elixir, gél, mast alebo ¢apik.

11. Pouzitie podfa naroku 10, v ktorom ¢apik je rektalnym ¢apikom alebo uretalnym

Capikom.

12. Pouzitie podfla ktoréhokolivek z narokov 1 az 6, v ktorom je lie€ivo parentarainou

alebo topickou formulaciou.

13. Pouzitie podfa naroku 12, v ktorom parenteraina formulacia zahrfiuje lipozém

obsahujuci komplex antiestrogénovej zli¢eniny a cyklodextrinovej zliceniny.

14. Pouzitie podfa ktoréhokolvek z narokov 1 az 13, v ktorom lie€ivo je lieCivo
podavané v davke okolo 0,5 mg/kg hmotnosti jedinca a def az okolo 80 mg/kg
hmotnosti jedinca a defi antiestrogénu.
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15. Pouzitie podla naroku 14, v ktorom je davka okolo 10 mg/kg hmotnosti jedinca a

den az okolo 60 mg/kg hmotnosti jedinca a def.

16. PouZitie podfla naroku 15, v ktorom je dévka okolo 20 mg/kg hmotnosti je'din,ca a
den az okolo 60 mg/kg hmotnosti jedinca a def.

17. Pouzitie podla naroku 16, v ktorom je davka okolo 60 mg/kg hmotnosti jedinca a

deri alebo okolo 20 mg/kg hmotnosti jedinca a der.
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Obr. 4
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RAST NADORI S PL’A‘C"EBO

o2
5 750
N
O
X 500
=
o>
s 250 . 7
£ 0 B7%. .

2 ty2d.3  tydd.4  t2d.5  tiid. 6
. (n=11) (n=8) (n=8)  (n=8)

CAS '

_ ASPOLIESBE % ZMENY VZHUADOM KU DRU 0
TVZDEN 3 (n=11) 9.44
TYZDEN 4 (n=8) . 115.27
TYZDEN 5 (n=8) 271.71
TYZDEN6 (n=8) - 600.88
. RAST NADORU S TOREMIFENOM .

S e 7 7
R =
(14 ‘—20 7/ i /

S 40— /
PRI |

& —Bof— » |
L ~BO-k '

T - tzd.3  tzd. 4 tyid.5 ty2d. 6

. (n=12) = (n=8) (n-—8) (n=6)

| CAs .

“CAS PO LIECBE - % ZMENY VZHUADOM KU DNU 0
TVZDEN3 (n=12) —34.58

TYZDEN 4 (n=8) - ~61.01

TYZDEN 5 * (n=8) ~74.51

TYZDENG (n=p) ~61.72

| Obr; 6
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