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PouZitie u€innej davky chemopreventivnej latky, toremifé-
nu alebo jeho analégov a metabolitov na pripravu farmace-
utického pripravku na zabranenie recidivy, potlagenia alebo
inhibicie karcinogenézy v prostate, na potlatenie alebo na
inhibiciu latentnej rakoviny prostaty a na lieenie jedincov
so zvySenym rizikom vyvoja rakoviny prostaty, napriklad
tych jedincov, ktori maji hyperplaziu prostaty, intraepite-
lislnu neoplaziu prostaty alebo abnormalne vysoké hladiny
cirkulujicich $pecifickych protilatok proti prostate, alebo
ktori maju rodinnii anamnézu rakoviny prostaty.



Spdésob chemoprevencie rakoviny prostaty

Oblast techniky

Tento vynalez sa tyka chemoprevencie rakoviny prostaty a
predovdetkym spdsobu podania u¢innej déavky latky Jjedincovi
pre zabrinenie recidivy ochorenia, potlalenie alebo inhibiciu

karcinogenézy prostaty.

Suéasny stav techniky

V USA je rakovina prostaty jednou z najcastejsich rako-
vinovych ochoreni u muZov, rolne Je diagnostikovanych
niekolko stotisice novych pripadov. Viac ako Sestdesiat %
novo diagnostikovanych pripadov rakoviny prostaty je v pokro-
&ilom &tadiu, bez moZnosti lieCenia a s beznadejnou prog-
nézou. Jednym spdsobom rieSenia tohoto problému je zistenie
rakoviny prostaty skdér, cez skriningové programy, a tym za-
istenie zniZenia po&tu pacientov v pokrocCilom tadiu rakoviny
prostaty. Inym pristupom je vyvoj lieliv pre prevenciu
rakoviny prostaty. Jedna tretina vdetkych muZov nad pédtdesiat
rokov ma& latentnui formu rakoviny prostaty, ktord mbéZe byt
aktivovana na Zivot ohrozujucu klinickd formu rakoviny pro-
staty. Ukazalo sa, Ze frekvencia latentnych nédorov prostaty
sa podstatne zvySuje kaZdou dekadou Zivota od patdesiateho
roku %ivota (5,3 aZ 14 %) do devitdesiateho roku Zivota (40
aZ 80 %). Polet ludi s latentnou formou rakoviny prostaty je
rovnaky u v3etkych etnickych skupin a rdéznych rés, ale
frekvencia klinicky agresivnej rakoviny sa znacne 1isi. Zna-
mena to, Ze enviromentalne faktory méZu mat ulohu pri akti-
vacii latentnej rakoviny prostaty. Preto vyvo] chemoprevencie
voti rakovine prostaty méZe mat nielen dopad zdravotny ale aj

ekonomicky.



Rakovina prostaty sa vyznacduje vysokou incidenciou a
umrtnostou. Preto je velmi Ziadici vyvoj chemoprevencie vocéi
tejto devastujlicej chorobe. Poznanie faktorov, ktoré prispie-
vajui ku karcinogenéze prostaty vratane =zaCiatku, podpory
aktivacie a postupu rakoviny prostaty, poskytne klIu¢ k mole-
kuldrnemu mechanizmu rozluiStenia vhodnych bodov zasahu pre
prevenciu alebo zastavenie procesu Kkarcinogenézy. Naliehavo
potrebné su nové pristupy pre zniZenie vyskytu rakoviny
prostaty ako aj zastavenie alebo vyvolanie regresie latentne]
rakoviny prostaty. Nakolko frekvencia rakoviny prostaty dra-
maticky stupa vo veku, ked muZ je vystaveny inym pricinam
umrtnosti, vhodnou a financne menej narocnou zdravotnou stra-
tégiou moéZe byt Jjednoduché spomalenie progresie adenokar-
cinému prostaty.

Pre chemoprevenciu rakoviny prostaty sa pouZivaju rbézne
pristupy. Greenwald, ,Expanding Horizons in Breast and
Prostate Cancer Prevention and Early Detection” v J. Cancer
Education, 1993, zv. 8, ¢&. 2, strany 91-107, popisuje
testovanie inhibitorov S5a-reduktazy, ako je finasterid, pre
prevenciu rakoviny prostaty. Brawley a spol., ,Chemopre-

~

vention of Prostate Cancer” v Urology, 1994, zv. 43, C. 5,
tie? popisuje inhibitory 5Soa-reduktazy a tieZ difluorometyl-
ornitin a retinoidy, ako moZné chemopreventivne latky.
Kelloff a spol., ,Introductory Remarks: Development of
Chemopreventive Agents for Prostate Cancer” v Journal of
Cellular Biochemistry, 1992, Supplement 16H: 1-8, popisuje
predklinické Studie v Narodnom ustave pre rakovinu uskutoc&-
nené so siedmimi latkami: all-trans-N-(4-hydroxyfenyl)retin-
amid, difluorometylornitin, dehydroepiandrosterén, liarozol,

lovestatin, oltipraz a finasterid.



Lucia a spol., ,Chemopreventive Activity of Tamoxifen,
N- (4-Hydroxyphenyl) retinamide, and the Vitamin D Analogue
Ro24-553 1 for Androgen-promoted Carcinomas of the Rat
Seminal Vesicle and Prostate” v Cancer Research, 1995, zv.
55, strany 5621 aZ 5627, oznamuje chemoprevenciu rakovin
prostaty u Lobund-Wistar potkanov pdsobenim tamoxifenu,
modulatora estrogénovej odpovede.

Ako popisuje Potter a spol., ,A mechanistic hypothesis
for DNA adduct formation by tamoxifen following hepatic
oxidative metabolism” v Carcinogenesis, 1994 zv. 15, ¢&. 3,
strany 439 aZi 442, tamoxifen spdsobuje rakovinu pecene
potkanov, Co sa pripisuje tvorbe kovalentnych aduktov DNA.
Tato praca tieZ popisuje analdg tamoxifenu - toremifen, ktory
vykazuje omnoho nisdiu tvorbu aduktov DNA v peleni, preto nie
je karcinogénny.

Toremifen je prikladom trifenylalkénovej zluceniny popi-
sanej v U.S. patente &. 4,696,949 a 5,491,173 autorov Toivola
a spol., ktoré su tu zahrnuté do literarnych odkazov. Par-
enteralne a lokadlne podanie cicavcom zmesi s obsahom toremi-
fenu su popisané v U.S. patente C. 5,571,534 autorov Jalonen
a spol. a v U.S. patente &. 5,605, 700 autorov DeGregorio a
spol., ktoré su tu zahrnuté do literarnych odkazov.

zmesi obsahujice toremifen pre odvratenie rezistencie
vo&i mnohym liekom proti rakovinovym bunkam, ako cytotoxicky
liek, je popisany v U.S. patente C. 4,990,539 autorov Harris
a spol., ktory je tu zahrnuty do literarnych odkazov. U.S.
patenty &. 5,595,722 a 5,599,844 autorov Grainger a spol.,
ktoré su tu zahrnuté do literarnych odkazov, popisuji spOsoby
identifikacie latok, ktoré zvy3uju hladiny TGFP a zmesi pre
ordlne podavanie, ktoré obsahuju aktivatory TGFP a stimula-
tory produkcie TGFP pre prevenciu alebo lieCenie stavov cha-
rakterizovanych abnormalnou proliferdciou buniek hladkych
svalov, napriklad, poranenie ciev. Uvedené latky pre zvySenie

hladin TGFP su tamoxifen a jeho analdg toremifen.



U.S. patenty ¢&. 5,629,007 a 5,635,197 autorov Audia a
spol., ktoré si tu zahrnuté do literdrnych odkazov, popisuju
spdsob prevencie rozvoja rakoviny prostaty a rizika rozvoja
tejto rakoviny, napriklad tak, Ze pacientovi s benignou hy-
perpldziou prostaty Jje podana zlucenina oktahydroben-
zo[f}chinolin-3-onu.

U.S. patent ¢&. 5,595,985 autora Labrie, ktory je tu
zahrnuty do literdrnych odkazov, tieZ popisuje spdsob lie-
Cenia benignej hyperplézie prostaty pouZitim kombinacie
inhibitora 5a-reduktazy a zluCeniny, ktord sa viaZe a blokuje
receptory pre androgény. Jednym prikladom takejto zluCeniny,
ktorad blokuje receptory pre androgény je flutamid.

U.S. patenty ¢&. 4,329,364 a 4,474,813 autorov Neri a
spol., ktoré sui tu zahrnuté do literarnych odkazov, popisuju
farmaceutické pripravky s obsahom flutamidu pre oddialenie
a/alebo prevenciu nastupu rakoviny prostaty. Pripravok mdéZe
byt vo forme kapsuly, tablety, ¢&ipku alebo elixiru. Napriek
tymto pokrokom existuje nadalej potreba 1latok a ulinnych
spdsobov pre prevenciu rakoviny prostaty. Predkladany vynélez

chce naplnit tdto potrebu.

Podstata vynédlezu

Tento vynalez poskytuje pdsob chemoprevencie rakoviny
prostaty a predovéethm poskytuje spdsob podania Ucinnej
davky chemopreventivnej latky jedincovi, toremifenu a 3jeho
analégov a metabolitov, pre zabranenie recidivy, pre lie-
¢enie, potlacenie alebo inhibiciu rakoviny prostaty.

Predkladany vyndlez obsahuje spdsob pre prevenciu vzniku
nadoru v prostate. Tento vynédlez zahriiuje podavanie farmaceu-
tického pripravku cicavcom, ktory obsahuje chemopreventivnu

latku vzorca:
(1)



kde R, a R,, ktoré mdZu byt rovnaké alebo rozdielne, su H
alebo OH, Rs; je OCH,CH,NR4Rs, kde R; a Rs, ktoré méZu byt
rovnaké alebo rozdielne, si H alebo alkylovéd skupina s 1 aZ 4
atémmi uhlika;
a ich farmaceuticky prijatelny nosi&, rozpuStadla, soli,
estery, alebo N-oxidy a ich zmes.

Predkladany vynalez poskytuje bezpelny a U&inny spdsob
pre potlagenie alebo inhibiciu latentnej rakoviny prostaty a
je predovietkym uZitolny pre jedincov so zvy3enym rizikom
rozvinutia rakoviny prostaty, napriklad, pre tych, ktori maju
benignu hyperplaziu prostaty, intraepitelidlnu neoplaziu
prostaty (PIN), alebo abnormalne vysokd hladinu cirkulujidcich
dpecifickych protilatok (PSA), alebo pre tych, ktori maju

rodinna anamnézu rakoviny prostaty.

Popis obrazkov

Obrazok 1: Znazornenie chemopreventivnych ucinkov toremifenu
na modeli TRAMP.

Oobrazky 2A a% 2C: H a E rezy =znazorfiujuce bunky predne]j
prostaty u normalnej mySi a rakovinu prostaty u TRAMP myS$i
zahrnutej do Studie.

Obrazok 3: U&inok Toremifenu na vyvoj rakoviny v predne]
prostate u TRAMP my$i.

Obrazok 4: UZinok Toremifenu na vyskyt nadorov u TRAMP mySi.
Obrazok 5: U¢inok Toremifenu na vyvoj nadora u TRAMP modelu.
Obrazky 6A aZ 6B: Porovnanie placebo vocli u¢inkom Toremifenu

na rast nadora.

Podrobny popis vynédlezu

Tento vynalez poskytuje spdsob pre prevenciu karcino-

genézy v prostate; 2) spdsoby pre potlacenie alebo inhibiciu



rakoviny prostaty; 3) spdsoby pre zniZenie rizika rozvoja
rakoviny prostaty; 4) spdsoby pre zvySenie preZivania jedin-
cov po pouZiti chemopreventivnej latky pre prostatu, toremi-
fenu, jeho analégov.a metabolitov.

Ako je tu ukazané, Toremifen je chemopreventivnou latkou
pre prostatu. V uskuto&nenych pokusoch, prostaty boli vyreza-
né a vyhodnotené histologicky a celkovou analyzou. Toremifen
bol tieZ hodnoteny pri lieeni rakoviny prostaty jeho pdso-
benim na LNCaP xenoimplantaty v holej my3i. Ako je ukéazané,
hodnoty st velmi vyrazné, Toremifen nielen inhiboval rast,
ale bol aj schopny vyvolat regresiu nadorov.

Predkladany vyndlez sa tyka spbsobu prevencie vzniku
rakoviny prostaty. Vyndlez zahrfiiuje poddvanie farmaceutického

pripravku cicavcovi s obsahom chemopreventivnej latky vzorca:

Q=0+ "

CH,
CH,CI
kde R; a R;, ktoré mdéZu byt rovnaké alebo rozdielne, su H
alebo OH, Rs je OCHCH,NRsRs, kde R; a Rs, ktoré méZiu byt
rovnaké alebo rozdielne, si H alebo alkylovad skupina s 1 aZ 4
atémmi uhlika; '
a 1ich farmaceuticky prijateIny nosic¢, rozpustadla, soli,
estery, alebo N-oxidy a ich zmes.

Tento vyndlez poskytuje pouZitie farmaceutickej kompo-
zicie pre prevenciu recidivy, potlaCenim alebo inhibiciou
vzniku rakoviny prostaty, alebo zvySenie preZivania jedinca
s rakovinou prostaty, obsahujucu chemopreventivnu 1léatku

vzorca:
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CH,

CH,CI

kde R; a R, ktoré méZu byt rovnaké alebo rozdielne, su H
alebo OH, R; je OCH,CH,NRR;, kde Rs; a Rs, ktoré mdzZu byt
rovnaké alebo rozdielne, su H alebo alkylové skupina s 1 aZ 4
atémmi uhlika;
a 1ich farmaceuticky prijatelny nosié¢, rozpusStadla, soli,
estery, alebo N-oxidy a ich zmes.

Predkladany vyndlez poskytuje bezpecny a u€inny spdsob
pre potlaCenie alebo inhibiciu latentne]j rakoviny prostaty a
predovietkym je U&inny pre liecCenie jedincov so zvySenym ri-
zikom vyvoja rakoviny prostaty, napriklad tych, ktori maju
benignu hyperplédziu prostaty, intraepitelidlnu neoplaziu
prostaty (PIN), alebo abnormélne vysoké hodnoty cirkulujicich
Specifickych protildtok vo&i prostate (PSA), alebo u Jjedincov

s rodinnou anamnézou rakoviny prostaty.

Zli&enina 4-chlér-1,2-difenyl-1-[4-[2-(N,N-dimetylamino)
etoxy] fenyl]-1-butén vzorca (I), kde R; a R; si kaZdy H a Ry a
R; su kaZdy metyl, sa nazyva toremifen. Ukazalo sa, Ze
toremifen je bezpe&ny a ulinny ako protinadorova latka a vy-
kazuje hormondlne UCinky ako estrogénna alebo anti estrogén-
na latka, v zavislosti na pouZitej davke. Metabolity toremi-
fenu su tieZ biologicky aktivne.

Tento vynalez poskytuje tieZ pouZitie analégov toremi-
fenu alebo jeho metabolitov, ktoré su dobre znédme odbornikom.

Prikladmi chemopreventivnych latok vzorca (I) su:



4-chlér-1,2-difenyl-1-[4~-[2- (N-metylamino)etoxy]fenyl]-1-
butén; 4-chlér-1,2-difenyl-1-[4-(2-(N,N-dietylamino)etoxyl]-
fenyl]-1-butén; 4-chlér-1,2-difenyl-1-[4-(aminoetoxy)fenyl]-
1-butén; 4-chlér-1-(4-hydroxyfenyl)-1-[4-[2-(N,N-dimetylami-
no) etoxy)] fenyl]-2-fenyl-1-butén; 4-chldér-1-(4-hydoxyfenyl)-1-
[4-[2- (N-metylamino) etoxy] fenyl]-2-fenyl-1-butén; a 4-chlér-
1,2-bis (4-hydoxyfenyl)-1-[4-[2-(N,N-dimetylamino)etoxy]-
fenyl]-1-butén.

Vynalez zahrfiuje &isté (zZ)- a (E)- izoméry zluiCenin a
ich zmesi, rovnako aj &isté (RR,SS)- a (RS,SR)- enantiomérne
pary a ich zmesi.

zlugeniny 1latky vzorca (I) mdéZu byt pripravené podla
spdsobu uZ popisaného vo vy$sie citovanych U.S. patentoch ¢.
4,696,949 a 5,491,173 autorov Toivola a spol.

Vynalez zahriiuje farmaceuticky prijatelné soli amino
substituovanych zlu&enin s organickymi a anorganickymi kyse-
linami, napriklad s kyselinou citrénovou a kyselinou chloro-
vodikovou. Vynalez tieZ zahrfiuje N-oxidy amino substituentov
zlucenin vzorca (I). Farmaceuticky prijatelné soli mdéZu byt
tieZ pripravené z fenolovych zluCenin pdsobenim anorganickych
zadsad, napriklad hydroxidu sodného. MéZu byt tieZ pripravené
estery fenolovych zlulenin s alifatickymi alebo aromatickymi
karboxylovymi kyselinami, napriklad kyselinou octovou a es-
termi kyseliny benzoovej.

Ako sa tu pouZiva, ,farmaceutickd kompozicia” znamena
terapeuticky G&inné mnoZstva latky spolu s vhodnymi riedid-
lami, ochrannymi latkami, rozpustadlami, emulgatormi, dopln-
kami a/alebo nosiémi. ,Terapeuticky uinné mnoZstvo” sa tyka
mnoZstva, ktoré vykazuje terapeuticky ucinok pre dany stav a
rezim podavania. Takéto kompozicie si kvapalné alebo lyofi-
lizované alebo suché zmesi a obsahuju rozpuStadla s rdznym

obsahom pufru (napriklad Tris-HCl, acetat, fosfat), s rdznou



hodnotou pH a 1idénovou silou, aditiva ako albumin alebo
Jelatina pre zabranenie absorbcie na povrchy, detergenty
(napriklad Tween 20, Tween 80, Pluronic F68, soli Zlcovych
kyselin), solubilizacné latky (napriklad glycerol, polyetylén
glycerol), antioxidacné latky (napriklad kyselina askorbovi,
metabisulfid sodny), ochranné latky (napriklad Thimerosal,
benzylalkohol, parabény), latky podporujuce travenie a menice
tonusu (napriklad laktéza, manitol), kovalentné pripojenia
polymérov ako polyetylén glykol na protein, komplexy s iénmi
kovov, alebo inkorporadcia materidlu do- alebo na pripravky
polymérnych zluenin ako kyselina polylakténova, kyselina
polyglykolova, hydrogély a podobne, alebo na lipozémy, mikro-
emulzie, micely, unilameldrne alebo multilameldrne CcZastice,
membrany erytrocytov, alebo sferoplasty. Takéto kompozicie
ovplyvnia fyzikalny stav, rozpustnost, stabilitu, rychlost
uvolfiovania in vivo, a rychlost vymiznutia in vivo. Kontro-
lované alebo nepretrZité uvolfiovanie kompozicii zahriuje vy-
tvorenie lipofilnych zasob (napriklad mastné kyseliny, vosky,
oleje). Vynalez zahriiuje kompozicie pokryté polymérmi
(napriklad poloxaméry alebo poloxaminy). Kompozicie podla
vynidlezu mdéZu obsahovat uréité ochranné obaly, inhibitory
proteadz alebo urychlovace prieniku pre rdézne cesty podania,
vratane parenterédlneho, pulmonalneho, nazalneho a oralneho.
Farmaceutickd kompozicia méZe byt podavana parenteralne,
transmukozalne, transdermalne, intramuskularne, intravendzne,
intraderméalne, subkutédnne, intraperitonealne, intraventri-
kularne, intrakranidlne a do néadoru.

Dalej vyraz ,farmaceuticky vhodny nosié” je dobre znamy
odbornikom. Neobmedzene to mbéZe byt 0,01 aZ 0,1 M a vyhodne
0,05 M fosfatovy pufer alebo 0,8 % solny roztok. Okrem toho
takéto farmaceuticky prijatelné nosice méZu byt vodné, alebo

nevodné roztoky, suspenzie a emulzie. Prikladmi nevodnych
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rozpustadiel st propylén glykol, polyetylén glykol, rastlinné
oleje ako olivovy olej, injikovatelné organicke estery ako
etyl oleat. Vodné nosicCe su voda, alkohol/vodné roztoky,
emulzie alebo suspenzie vratane solnych a pufrovanych médii.
Pomocné latky pre parenteralne podavanie zahrfiuju roztok
chloridu sodného, Ringerov roztok s dextrédzou, dextrdza a
chlorid sodny, Ringerov roztok s laktdézou, alebo oleje.
Pomocné latky pre intravendzne podavanie zahriuju kvapalinu a
doplnky vyZivy, doplnky elektrolytov ako su Ringerov roztok
s dextrézou a podobne. MéZu byt pritomné aj ochranné latky a
iné doplnky, napriklad antimikrobialne latky, antioxidacné
latky, chelataéné léatky, inertné plyny a podobne.

Vyraz ,adjuvant” sa vztahuje na zlui¢eninu alebo zmes,
ktord zvy3uje imunitnd odpoved na antigén. Adjuvant mdZe
pésobit ako zasoba, ktora pomaly uvolhuje antigén a tieZ ako
aktivator lymfatického systému, ktory nedpecificky zvySuje
imunitna odpoved (Hood a spol., Immunology, Second Ed., 1984,
Benjamin/Cummings: Menlo Park, California, str. 384). Prvotne
vyvolana reakcia so samotnym antigénom, v nepritomnosti adju-
vantu, nevyvold humorédlnu alebo bunkovi imunitnd odpoved.
Adjuvant zahriuje, ale nie Jje obmedzeny na kompletné
Freundovo &inidlo, netplné Freundovo ¢&inidlo, saponin, mine-
ralne gély ako hydroxid hlinity, povrchovo aktivne latky ako
lyzolecitin, pluronové polyoly, polyanidny, peptidy, emulziu
oleja alebo uhlovodikov, hemokyaniny, dinitrofenol a pripadne
uzito&ny ludsky adjuvant ako BCG (bacille Calmette-Guerin) a
Corynebacterium parvum. Je vyhodné, ked adjuvant je farmaceu-
ticky prijatelnym.

Kontrolované alebo nepretrZité uvolifiovanie kompozicii
zahriiuje zmesi v lipofilnych zasobéach (napriklad mastné
kyseliny, vosky, oleje). Vynalez tieZ zahrfiuje urcité kompo-

zicie pokryté polymérmi (napriklad poloxaméry alebo poloxami-
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ny) a zlucCeninu spojenu s protilatkami voli tkanivovo Speci-
fickym receptorom, s ligandami alebo antigénmi alebo zlucCe-
ninu spojeni s ligandami pre tkanivovo Specifické receptory.

Iné uskutolnenie kompozicii podla predkladaného vynalezu
zahriiuje uréité formy ochranného pokrytia, inhibitory proteaz
alebo urychlovale prieniku pre rdzne cesty podavania, vréatane
parenteralneho, pulmonalneho, nazélneho a oralneho. ZluCeniny
modifikované kovalentnym pripojenim polymérov rozpustnych vo
vode ako polyetylén glykol, kopolyméry polyetylén glykolu a
polypropylén glykolu, karboxymetylceluldzy, dextranu, polyvi-
nyl alkoholu, polyvinylpyrolidonu alebo polyprolinu st zname,
e po intravendznej injekcii vykazuju podstatne dlhSi polcas
v krvi ako prisludné, nemodifikované zluleniny (Abuchowski a
spol., 1981; Newmark a spol., 1982; a Katre a spol., 1987).
Takéto modifikdcie mdéZu tieZ zvyZit rozpustnost zluCenin vo
vodnych roztokoch, zabrénit agregacii, zvysit fyzikalnu a
chemicky stabilitu zldi&eniny a vyznamne zniZit imunitnd odpo-
ved a reakciu na zludeninu. Vysledkom je, Ze poZadovanad in
vivo biologicka aktivita mdZe byt dosiahnuta podanim takejto
zlG&eniny s polymérom v niZ3ej davke a mene] CcCasto, ako pri
podani nemodifikovanej zluCeniny.

V inom uskuto&neni méZe byt farmaceutickd kompozicia
dodavana systémom kontrolovaného uvolfiovania. Napriklad, lat-
ka mdie byt podand intravenéznou infuziou, implantovanou
osmotickou pumpou, transdermdlnou naplastou, lipozdémami,
alebo inymi spésobmi podania. MéZe byt pouzitad pumpa (pozri
Langer, vy38ie; Sefton, CRC Crit. Reff. Biomed. Eng. 14:201
(1987); Buchwald a spol., Surgery 88:507 (1980); Saudek a
spol., N. Engl. J. Med. 321:574 (1989)). Pri inom uskutocneni
mé%u byt pouZité polymérne materiadly. Kontrolované uvolno-
vanie mdéZe byt umiestnené do blizkosti terapeutického ciela,

napriklad do mozgu, &im sa vyZaduje len cCast davky podane]
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systémovo (pozri napriklad Goodson v Medical Application of
Controlled Release, vy3Sie, 2zv. 2, str. 115-138 (1984)).
Vyhodne Jje zariadenie na kontrolované uvolfiovanie zavedené
jedincovi v blizkosti miesta neprimeranej imunitnej odpovede
alebo néadoru. Iné kontrolované uvolfiovacie systémy su popi-
sané v prehlade Langera (Science 249:1527-1533 (1990)).
Spésob podla predkladaného vyndlezu pre prevenciu vzniku
rakoviny prostaty obsahuje podanie farmaceutického pripravku
Iudskému Jjedincovi, ktory obsahuje chemopreventivnu 1latku
alebo jeho metabolit alebo jeho sol. Farmaceuticky pripravok
méZe obsahovat len chemopreventivnu latku, alebo mdéZe dalej
zahrnovat farmaceuticky prijatelny nosic¢. M&Ze byt v pevnej
alebo kvapalnej forme ako tablety, préasky, kapsule, pelety,
roztoky, suspenzie, elixiry, emulzie, gély, krémy alebo
¢ipky, vréatane rektdlnych a uretrdlnych ¢ipkov. Farmaceuticky
prijateIné nosice su gumy, Skroby, cukry, celuldézy a ich
zmesi. Farmaceuticky pripravok obsahujici chemopreventivnu
latku mdéZe byt podédvany Jjedincovi, napriklad, subkutannou
implantdciou pelety; peleta méZe mat kontrolované uvolilovanie
chemopreventivnej 1latky pocCas urc¢itého Casu. Pripravok mdZe
byt podany intravendznou, intraarteridlnou, alebo intramusku-
larnou injekciou roztoku pripravku, ordlne vo forme kvapaliny
alebo pevného pripravku, alebo lokdlnym podanim. Podanie mdZe
byt tieZ vo forme rektdlnych &ipkov alebo uretridlnych &ipkov.
Farmaceuticky pripravok mdéZe byt tieZ parenterdlna zmes;
v jednom uskutolneni zmes obsahuje lipozém, ktory =zahriiuje
komplex chemopreventivnej 1latky ako takej, napriklad tore-
mifen, a zlU€eninu cyklodextrinu, ako bolo popisané uZ
v citovanom U.S. patente ¢. 5,571,534 autorov Jalonen a spol.
Farmaceutické pripravky podla vyndlezu mdéZu byt pripra-
vené rozpustenim, mieSanim, granuldciou alebo tabletovanim.

Pre oralne podanie, chemopreventivne latky alebo ich fyziolo-
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gicky tolerované derivaty ako si soli, estery, N-oxidy a
podobne, sU zmieSané s aditivami beZnymi pre tento ucel, ako
s vehikula, stabilizatory alebo iné riedidla, a premenené
beZnymi spbésobmi na vhodnu formu pre podanie, ako tablety,
potiahnuté tablety, tvrdé alebo makké Zelatinové kapsuly,
vodné, alkoholové alebo olejové roztoky. Pre beZné tablety su
vhodné vehikula napriklad laktdéza, sachardza, alebo kukuriény
§krob v kombindcii s vazobnymi latkami ako agét, kukuriény
fkrob, Zelatina, alebo dezintedrdtory ako kukuriény Skrob,
zemiakovy 3&krob, kyselina alginova, alebo mazivami ako Je
kyselina stedrova alebo stearan draselny. Prikladmi vhodnych
vehikul alebo rozpudtadiel si rastlinné alebo Zivo&isne oleje
ako slne&nicovy olej, alebo olej z pelene ryb. Pripravky mdZu
byt vlhké alebo suché granuly. Pre parenterdlne podanie
(subkutanna, intravenézna, intraarterialna, alebo intramusku-
larna injekcia), chemopreventivne latky a ich fyziologicky
tolerované derivaty ako su soli, estery, N-oxidy a podobne,
si premenené na roztoky, suspenzie alebo emulzie, podla
potreby s latkami beZnymi a vhodnymi pre tieto ucely, naprik-
lad so solubilizatormi alebo inymi pridatnymi l&tkami. Pri-
kladmi su: sterilné kvapaliny ako voda a oleje, s- alebo bez-
pridania povrchovo aktivnej 1latky a inych farmaceuticky
prijatelnych pomocnych léatok. Prikladmi olejov su vazelina,
Jivocidny, rastlinny alebo synteticky olej, napriklad ara-
§idovy olej, sdéjovy olej alebo minerdlny olej. Vyhodnymi
vodnymi nosimi pre injek&éné roztoky su voda, solny roztok,
dextrdoza vo vode a podobne, roztoky cukrov, roztoky glykolov
ako propylén glykoly alebo polyetylén glykoly.

Priprava farmaceutickych kompozicii, ktoré obsahuju
aktivnu zloZku je dobre znadmy v odbore. Takéto kompozicie su
typicky pripravované vo forme polypeptidového aerosolu urcCe-

ného pre dodanie do nosohrtana, alebo injekcie vo forme kva-
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palnych roztokov alebo suspenzii. M&Zu vSak byt pripraveneé
pevné formy Vv kvapalindch pre injek&né podavanie alebo pre
suspenzie. Pripravok méZe byt tieZ emulgovany. Aktivna
terapeuticka zloZka je Casto zmieSand s vehikulom, ktoré je
farmaceuticky prijatelné a kompatibilné s aktivnou zloZkou.
Vhodné vehikula su napriklad, voda, solny roztok, dextrodza,
glycerol, etanol a podobne, a ich kombinéacie. Okrem toho, ked
je Ziaduce, kompozicia mbZe obsahovat pomocné latky ako su
svlh&ovadlad alebo emulgatory, 1latky upravujuce pH, ¢im sa
zvySuje ulinnost aktivnej zloZky.

Aktivna zlofka mbéZe byt zabudovand do kompozicie Vo
forme neutralnej, farmaceuticky prijatelnej soli. Farmaceu-
ticky prijatelné soli su adic¢né soli kyselin (vytvorené
s volnymi amino skupinami polypeptidu alebo molekuly proti-
1atky) a tieZ anorganickych kyselin. Prikladmi anorganickych
kyselin su kyselina chlorovodikova, fosfore¢né kyseliny,
prikladmi anorganickych kyselin su kyselina octova, oxalovéa,
tartarova, mandelovd a podobne. Soli vytvorené =z volnych
karboxylovych skupin mdéZu byt odvodené od anorganickych
zasad, napriklad hydroxidu sodného, draselného, aménneho,
vapenatého alebo 3eleznatého a takych organickych zasad ako
st izopropylamin, trimetylamin, 2-etylamino etanol, histidin,
prokain a podobne.

Pri lokadlnom podavani na telesny povrch, napriklad kré-
mov, gélov, kvapiek a podobne, chemopreventivne latky alebo
ich fyziologicky dobre tolerovane derivaty ako su soli,
estery, N-oxidy a podobne, si pripravené a aplikované ako
roztoky, suspenzie alebo emulzie VO fyziologicky prijatelnom
rozpustadle s pritomnym alebo nepritomnym nosicom.

V inom uskutoZneni vynalezu aktivna zluZenina mdZe byt
dodavana vo vezikule lipozému (pozri Langer, Science 249:

1527-1533 (1990); Treat a spol., v Liposomes in the Therapy
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of Infectious Diseases and Cancer, Lopez-Berestein a Fidler
(vyd.), Liss, New York, str. 353-365 (1989); Lopez-Berestein,
tamtieZ, str. 317-327).

Farmaceutické kompozicie podla predkladaného vynalezu su
predovietkym uZitoné pre lieCenie jedinca so zvySenym rizi-
kom vyvoja rakoviny prostaty. Vysoko rizikovi jedinci su
napriklad ti, ktori maju benignu hyperpléziu prostaty, intra-
epitelialnu neopléaziu prostaty (PIN), alebo abnormalne vysoku
hladinu cirkulujticich 3Specifickych protildtok vo&i prostate
(PSA), alebo maju rodinnd anamnézu rakoviny prostaty.

Chemopreventivna latka vo&i rakovine prostaty méZe byt
podavana v kombindcii s inymi cytokinmi alebo rastovymi fak-
tormi, ako sd, nie vSak obmedzene: IFN-y alebo o, IFN-§;
interleukin (IL) 1, IL-2, 1IL-4, IL-6, IL-7, IL-12, nekro-
tiza&ny faktor nadoru (TNF-tumor necrosis factor) o, TNF-8,
stimula&ny faktor kolénie granulocytov (G-CSF - granulocyte
colony stimulating factor), granulocyty/makrofagy CSF (GM-
CSF); daldie molekuly vratane &lenov superrodiny integrinov a
Zlenov superrodiny imunoglobulinov (Ig) ako s, neobmedzene,
LFA-1, LFA-3, CD22 a B7-1, B7-2 a ICAM-1 kostimulacné
molekuly T buniek.

Podavanie chemopreventivnej latky moéZe predchadzat alebo
nasledovat po podavani latky poskodzujicej DNA v intervaloch
niekolkych mintt aZ tyZdiov. Protokoly a spdsoby su dobre
zname odbornikom. Latky, alebo faktory poSkodzujice DNA su
dobre zname odbornikom a je to akadkolvek chemicka zluc€enina,
ktora ked sa dostane do bunky, spdsobi liecebné poSkodenie
DNA, . Takéto latky a faktory su oZiarenie a vlinenie, ktoré
indukuji po3kodenie DNA, ako su gama Ziarenie, rontgenove
Siarenie, UV-Ziarenie, mikrovlnné Ziarenie, elektrickad emisia
a podobne. Velké mnoZstvo chemickych zlucenin, tieZ nazyva-

nych ,chemoterapeutické latky” spésobuje poSkodenie DNA, a
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vietky tieto latky mdéZu byt pouZité v kombinovanom spdsobe
liedby podla predkladaného vynédlezu. Chemoterapeutické latky
zahrriujua napriklad, adriamycin, 5-fluorouracil (5FU),
etoposid (VP-16), kaptotecin, aktinomycin D, mitomycin C,
cisplatin (CDDP) a dokonca aj peroxid vodika. Vynalez uvaZuje
pouzit kombinaciu jednej alebo viacerych latok spdsobujucich
podkodenie DNA, &i uZ na zaklade oZiarenia alebo skutoénej
zlugeniny, ako je pouZitie rontgenovych luCov s cisplatinom
alebo pouZitie cisplatinu s etoposidom.

V inom uskutoéneni vynilezu je moZné oZiarit lokali-
zovany nador Ziarenim poSkodzujucim DNA, ako je rontgenove
iarenie, UV svetlo, gama luCe a dokonca aj mikrovlnné Zia--
renie. Je tieZ moZné, aby sa nadorové bunky dostali do styku
s latkou poskodzujucou DNA tak, Ze Jjedincovi sa podad tera-
peuticky u&inné mnoZstvo farmaceuticke] kompozicie s obsahom
zluleniny poskodzujucej DNA, ako su adriamycin, 5-fluoro-
uracil, etoposid, kaptotecin, aktinomycin-D, mitomycin C,
alebo vyhodnejsie cisplatin. Latky, ktoré poskodzujui DNA su
tieZ 1latky, ktoré =zasahuju do replikacie DNA, mitézy a
delenia chromozoémov. Takéto chemoterapeutické zluceniny zahr-
fiuju adriamycin, znémy tieZ ako doxorubicin, etoposid, vera-
pamil, podofylotoxin a podobne. Iné faktory, ktoré spdsobuju
poskodenie DNA, a ktoré sa intenzivne pouZivaju zahriujud tie,
ktoré sa spolo&ne oznaluju ako gama lucCe, rontgenove Ziarenie
a/alebo priame podanie rédioizotopov do nadorovych buniek.
Inymi formami faktorov posSkodzujicich DNA su mikrovlnné Zia-
renie a UV Ziarenie. Je velmi pravdepodobné, Ze v3etky tieto
faktory spdsobuji Siroky rozsah poSkodenia DNA, prekurzorov

DNA, replikadcie a opravy DNA a zloZenia chromozdémov.

Odbornici ocenia, Ze spdsoby a farmaceutické kompozicie
podla predkladaného vynédlezu su predovietkym vhodné pre

podanie cicavcom, vyhodne Iudskému jedincovi.
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Medziprodukty biomarkerov sUi meratelné biologické zmeny
v tkanive, ktoré sa vyskytuji medzi =zahdjenim a rozvojom
klinicky zistenej neopléazie. Predpokladd sa, Ze moduléacia
jedného alebo viacerych medziproduktov biomarkerov chemopre-
ventivnou 1latkou mdéZe =zaznamendvat skutoéni inhibiciu kar-
cinogenézy. Biomarker by bol hodnoteny vtedy, ked metabolit a
vyskyt rakoviny, su po pdsobeni chemopreventivnej latky tieZ
zniZené. Biomarkery rakoviny méZu byt nasledovné: histolégia,
prolifericia, diferenciicia a biochemické markery. V mnohych
chemopreventivnych pristupoch je déleZité pocCiatolné histolo-
gické rozliZenie prijatelnych predrakovinovych 1ézii. Pre
prostatu je moZnym histologickym markerom intraepiteliélna
neoplazia prostaty (PIN), ktord je prekancerdznym prekurzorom
adenokarcinému prostaty. PIN sa javi ako abnormalna prolife-
racia v kanadlikoch prostaty predrakovinového miesta vo forme
dyspléazie buniek a rakoviny in situ bez vniknutia do stromy.
PIN a histologickd rakovina prostaty su morfometricky a
fenotypicky rovnaké. TakZe vyvoj PIN vysokého stupfia mdZe
predstavovat dbdleZity krok progresie, ked normalna prostata
vyvinie PIN, histologicku rakovinu prostaty, invazivnu rako-

vinu prostaty a metastazy.
Pre Uplnej8ie zobrazenie vyhodnych uskutoCneni vynalezu
si uvedené nasledujuce priklady. Nemali by byt chapané ako

obmedzujlice Siroky ciel vynalezu.

Priklady uskutoénenia vynalezu

Priklad 1: Adenokarciném prostaty transgénnej mysSi
dtudiu chemoprevencie rakoviny prostaty branil nedos-
tatok vhodnych zvieracich modelov. Nedavny vyvoj transgénnej

my3i s modelom adenokarcinému prostaty (TRAMP) dava mozZnost
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Studovat chemoprevenciu. V TRAMP modeli, ktory popisali
Greenberg a spol., ,Prostate cancer in a transgenic mouse”,
Proc. Natl. Acad. Sci. USA, 1995, zv. 92, strany 3439-3443,
je v epitelidlnych bunkdch mySej prostaty Specificky expri-
movany PB-SV40 velky T antigén (PB-Tag). Vysledkom je, Ze
tento model ma& niekolko vyhod v porovnani s existujucimi
modelmi: 1) myS$i vyvinu progresivne formy epitelidlnej hyper-
plazie prostaty vo veku 10 tyZdiiov a invazivny adenokarciném
vo veku asi 18 tyZdiov; 2) rozSirovanie metastaz rakoviny
prostaty - napodobniuje rakovinu prostaty u Tudi s rovnakymi
miestami metastdz ako su lymfatické uzliny, pluca, oblic&ka,
nadoblidka a kost; 3) vyvoj a rovnako aj postup rakoviny
prostaty sa uskuto&ni v priebehu relativne kratkeho casu 10
ay 30 tyZdhov; 4) vyskyt naddorov je 100 %; a 5) transgénne
zvierata méZu byt vySetrené na pritomnost rakoviny prostaty
pred nastupom klinickej formy rakoviny prostaty, Cim je moZné
priamo testovat u&inok chemopreventivnych latok, ktoré méZu
menit vznik rakoviny v prostate.

TRAMP model transgénnej my3i je vynikajici in vivo model
pre urlenie mechanizmov zahajenia a rozvoja rakoviny prostaty
a pre testovanie u¢innosti moZnych chemopreventivnych léatok.
Mysi progresivne vyvinu epitelialnu hyperpléaziu prostaty, PIN
a potom rakovinu prostaty v priebehu kratkeho casu (< 17
tyzZdnov) .

Podivanie chemopreventivnej latky hybridnej TRAMP myS5i
je zahajené vo veku 30 dni, koncentrdcia chemopreventivnych
latok je v davke 0,5 aZ 50 mg/kg hmotnosti mySi denne,
vyhodne 6 aZ 30 mg/kg hmotnosti my3i denne. Chemopreventivne
latky st vhodne podané vo forme podkoZnych implantatov ako
21-diiové a 90-difiové pelety (pripravené Innovative Research of
America, Sarasota, FL). Kontrolné zvieratd dostali placebo

implantaty. V kaZdej skupine boli zvierata usmrtené vo veku
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5, 17, 10, 15, 20, 25, 30, 40 a 50 tyZdiov pred tym, ako sa
vyvinul hmatatelny nador. Odobrala sa krv pre vyhodnotenie
zmien v obsahu sérového testosterdnu a estradiolu. Pre histo-
logické a molekuldrne Studie sa odobralo tkanivo prostaty.

Vykonali sa nasledujice skuSky:

1) Analyza celej prostaty pre zistenie zmien morfolégie
kanalikov prostaty v zavislosti na cCase po podavani, alebo
bez podavania; priklady sui zaznamenané na Obrazku 2. Rezy
tkaniva sui histologicky vyhodnotené H a E a Masson-trichom
Standardnym farbenim. Stanovi sa pritomnost PIN a vyhodnoti
sa stupeil (1- mierny aZ do 3- tazky).

2) Meranie hladin estradiolu a testosterdénu v sére (RIA)
v ka?dom vekovom intevale pre stanovenie zmien tychto hor-

ménov ako vysledok pdsobenia chemopreventivnych latok.

Priklad 2: Imunochemické analyzy

Mikroskopicky obraz kaZdého rezu bol hodnoteny pocitacom
(Mac9500-132 pocita¢ a monitor), pre kvantitativne vyhodno-
tenie obrazu (NIH-Image 1,6 PPC) bola pouzitd Kodak DCS 460
kamera pripojend k Nikon Microphot-FX mikroskopu. Kvantifi-
kidcia bola zaloZend na analyze sfarbenia (IPLab Spectrum 3,1,
Scanalytics, Inc., VA), ¢&im sa rozliSili rozdiely vo farbe
zafarbenych rezov tkaniva. Hranice rozliSovania boli nasta-
vené tak, aby sa rozoznavali rdzne zloZky tkaniva prostaty.
Je vypocitand plocha hustoty kazdych zloZiek tychto tkaniv.
Vypo&ita sa priemer z piatich =zaberov. Imunohistochemické
obrazky? méZu byt digitalizovane a kvantifikované, Co umoZni
Statistické vyhodnotenie vzorky vyjadrené korelacnym koefi-

cientom a pravdepodobnostou (dvojcestna analyza).
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Priklad 3: Chemoprotektivna aktivita

Uskuto&nila sa skidka U¢innosti chemoprotektivnych l&tok
u TRAMP transgénnych my3i (PBTag X FVCwt) (od Dr. Normana,
Greenberg, Baylor College of Medicine, TX). Tieto mysi vyka-
zovali priznaky rakoviny uZ vo veku 10 tyZdiov. TRAMP trans-
génne'myéi boli testované na pritomnost Large T ag transgénu.
V pokusoch boli pouzZiti pozitivni mys5i samci. Pre moZné che-
moprotektivne uZinky bola testovanad antiestrogénna aktivita
toremifenu, . ktory bol inkorporovany do beZnych peliet (Inno-
vative Research of BRmerica, Sarasota, FL). Chemoprotektivne
pédsobenie u my35i bolo zahdjené tridsiaty postnatalny den
(priemernd hmotnost my3i bola 14 g). 10 aZ 12 zvierat v Sty-
roch skupindch dostalo subkutdnne implantaty peliet s obsahom
90-dfiového uvolfiovania toremifenu. Uvolfiovand davka lieciva,
prispdsobend zmendm rastu, hodnoteného hmotnostou, bola upra-
vena bud na dodavanie nizkej davky toremifenu (6 mg/kg) alebo
vysokej davky (30 mg/kg) . Kontrolné zvieratd (n = 10) dostali
placebo pelety. U&innost 1lieCenia bolo hodnotené nepritom-
nostou hmatatelného nadoru. My3ie néadory prostaty boli
vybraté a hodnotené molekuldrnymi a histologickymi metddami.

PouZitim TRAMP transgénneho modelu rakoviny prostaty,
kde kaZdé =zviera vyvinie dedi¢ne rakovinu prostaty, sa
dokazalo, Ze toremifen zvy3uje latenciu a aj pokles vyskytu
rakoviny prostaty.

Ako zaznamendva Obrazok 1, obe davky, vysoka aj nizka,
boli u&inné. Tvorba nadorov v prednej prostate TRAMP mysi
bola pozorovand v 17 tyZdni veku u placebo skupiny (n=10), vo
veku 19 tyZdiiov pri pouZiti vysokej davky toremifenu (n=12) a
vo veku 28 tyZdiiov pri pésobeni nizkej davky toremifenu
(n=12). Toremifen vyznamne zvySil latenciu vyvoja rakoviny

v prednej prostate TRAMP my3i aZ do veku 11 tyZdnov.
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Hoci sa pocas trvania pokusu u my3i lieCenych toremi-
fenom nedosiahol 50 % vyskyt nadorov, ¢&as, kedy 25 % zvierat
malo nador, bol porovnavany medzi skupinami. 25 % nadorov z
10 zvierat bolo hmatatelnych v 23. tyZdni u placebo skupiny a
v 30. aZ 31. tyZdni u skupin s nizkou aj vysokou davkou
toremifenu, ¢o predstavuje posun o 7 aZ 8 tyZdnov. Statistic-
ka analyza Wilcoxonovym testom ukadzala vyznamné rozdiely
medzi vysokou aj nizkou davkou toremifenu oproti placebo

skupine, tak ako zaznamendva Tabulka 1.

Tabulka 1 - Statistickd analyza

hodnota P Wilcoxon P
Nizka davka toremifenu vs placebo 0,0003* 0,0004+*
Vysokd davka toremifenu vs placebo 0,0017* 0,0071*

* yyznamnost P<0, 05

v 33. tyZdni, ked vSetky kontrolné zvieratd mali néadory,
72 & zvierat 1lieenych nizkou davkou toremifenu a 60 %
zvierat lie&enych vysokou davkou toremifenu boli stale bez
niadorov. Znamenad to, Ze podavanie toremifenu v nizkej aj vy-
sokej davke spdsobilo velky pokles vyskytu nadorov v prednej
prostate TRAMP myS3i.

Tieto vysledky, ziskané v sthlase s predkladanym vyna-
lezom, sa nepredpokladali na =zaklade predchadzajlcej publi-
kicie Lucia a spol., ktori popisuji podavanie dvoch davok
tamoxifenu, blizkeho &trukturalneho analégu toremifenu,
Lobund-Wistar potkanom s rakovinou prostaty vyvolanou podéava-
nim kombinacie inicidtora a prométora. Lucia a spol., popi-
suju, Ze len 20 aZ 26 % zvierat po podavani nizkej davky a 32
a? 50 % zvierat po podavani vysokej davky tamoxifenu boli bez

nadorov v prednej prostate. Treba poznamenat, Ze prednd pros-
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tata hlodavcov, na rozdiel od zadnej prostaty, nemd Ziaden
podobny segment v prostate Iudského jedinca.

Lucia a spol. dalej uvadzajl, Ze pouZitd kombinécia
inicidtor-prométor uc¢innd pre vyvoj rakoviny v prednej pros-
tate pokusnych zvierat, bola neuc¢innd vo vyvolani rakoviny
v zadnej prostate. Preto neexistuje ddvod predpokladat chemo-
preventivny U¢inok na nadory v zadnej prostate podanim
tamoxifenu Lobund-Wistar potkanom alebc Iudom.

Ako uZ bolo uvedené, podanie toremifenu spdsobuje pod-
statny chemopreventivny u&inok voCi nadorom prednej prostaty
TRAMP my3i. Tento vysledok je povzbudivy pre podobné uZitocné
G&inky u ludskych jedincov, ktorych prostata neobsahuje

segmenty zodpovedajuce zadnej prostate hlodavcov.

Priklad 4: Histolégia tkaniva prostaty

V &ase palpaéného zistenia tumorov u placebo skupiny a u
skupiny zvierat lieCenych vysokou davkou toremifenu boli
nadory histologicky vySetrené. Obrazok 2A je HaE rez zadne]j
prostaty 17-tyZdiiovej normalnej dospele] my§i. Obrazok 2B jJje
rez zadnej prostaty placebo 16—t§idﬁovej TRAMP my3$i a zazna-
menava, Ze oproti normalnej Strukture zvierata na Obréazku 2A,
zadni prostatu TRAMP mySi charakterizuje vrstva nediferen-
covanych, anaplastickych buniek s vysokym mitotickym indexom.
Naproti tomu, ako zaznamenadva Obrazok 2C, prostata 30-tyi-
diiovych TRAMP my$i liecenych toremifenom vykazuje normalnu
Strukturu Zlazy a nadory maju diferenciovanu Strukturu,
mitoticky index je niZ3i ako u placebo lieCenych zvierat.
Tieto vysledky nazna&uju, Ze toremifen aj v nizkych davkach

je schopny potlaéit karcinogenézu v prostate u TRAMP mySi.
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Priklad 5: PouZitie chemopreventivnej Gd¢innosti
Toremifenu vocéi rakovine prostaty u modelu
TRAMP mys$i

Tento pokus potvrdil a dokazal chemopreventivnu GCinnost
toremifenu. Predkladand 3tudia bola zamerand na histologické
a molekuldrne zmeny spojené s vyvojom rakoviny prostaty u
kontrolnych zvierat a mechanizmus chemopreventivneho pd&so-
benia toremifenu u TRAMP my3i, ktoré boli chované, depis-
tované a lie&ené nepretrZitym uvolfiovanim lieciva 2z peliet.
Vo vopred stanovenom &ase boli usmrtené skupiny 5 zvierat a
ich prostaty boli odobraté pre analyzu. Zlazy prostaty boli
hodnotené na pritomnost nadoru histologicky a v anatomickej
vzorke bol imunohistochemicky hodnoteny velky T antigeén.
P&dsobenie Toremifenu bolo hodnotené v 7, 10, 15 a 20 tyZdni.
Vysledky su popisané niZsie.
Vysledky: Rnalyza vzoriek prostaty v 7, 10, 15, a 20 tyiZdni
ukédzala, Ze u placebo skupiny my3i sa vyvinuli nadory vo veku
15 aZ 20 tyzdiiov, &o je v suhlase s predchadzajicou pilotnou
studiou. AvZak Toremifenom liedené zvieratd vykazovali oddia-
lenie vyskytu rakoviny prostaty aZ do veku 20 tyZdnov (Obra-
zok 3). Vo veku 20 tyZdiiov je pritomné vyrazné oddialenie
vyskytu nédorov u skupin lieCenych Toremifenom, ktoré pre-
trvava a? do 35 tyZidhov (Obrazok 4). Tieto vysledky potvr-
dzuju, Ze dokonca aj pri citlivejsSom stanoveni tumori-
genicity, Torememifen mad chemopreventivnu dc¢innost. Pre his-
tologické vyZetrenie boli vzorky fixované, spracované a
zaliate v parafine. Rezy (hrubky 5 pM) boli narezané a zafar-
bené beinym HaE spdsobom. Toremifen inhiboval vyvoj kanalika
a diferenciadciu tkaniva (porovnanie s nadorov prostaty 17
tyZdiiov starych TRAMP my3i vs. divoky typ (Obrazok 4)); b)
Kvantitativne a imunohistochemické vy3etrenie rezov ukazalo,

e vo veku 15 tyZdiiov (Obrazok 5) placebo a toremifenom lie-
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Cené tkaniva vykazuju pritomnost T-antigénu v prednej pros-
tate. 72dad sa, Ze chemopreventivna aktivita Toremifenu nie Jje
vysledkom potlacenia probasin prométora u TRAMP modelu.

Z23ver: PouZitim citlivejsSich metdéd na stanovenie tvorby néado-
rov bola potvrdend schopnost Toremifenu predchadzat rakovine
prostaty u TRAMP modelu. 2d& sa, Ze mechanizmus chemopre-
ventivneho pdsobenia Toremifenu nie Jje vysledkom straty

transgénu pre velky T-antigénovy protein.

Priklad 6: Toremifen indukuje regresiu ludskych
nadorov prostaty v modeli nude mysSi

U americkych muZov =zostdva rakovina prostaty najroz-
girenejdou diagnostikovanou rakovinou. Nezodpovedané vSak
zostavaju otazky tykajuce sa etioldgie a lieCenia tohoto
ochorenia, predovietkym Jjeho pokro&ilych &tadii. Napriek
recidive a postupujucej rakovine prostaty a napriek vse-
obecnému vyvoju odolnosti ochorenia vocCi hormonalnej liecbe,
hormonalna terapia zostava Standardnym spésobom lieCenia. Pre
prevenciu a liedenie rakoviny prostaty su preto potrebné nové
pristupy, aby bolo moZné sa prispdsobit zvySenému pocCtu muzZov
s diagnézou tohoto ochorenia. Pokusy a niZ3ie uvedené vys-
ledky ukazuju, Ze toremifen potlacuje rast nadorov citlivych
na LNCaP u beztymusovej nude myS3i.
Materidl a metdédy: jeden milién LNCaP buniek v Mitrigel boli
injikované subkutdnne atymickym nude my$iam. Celkovo bolo
injikovanych 40 my3i. Po pribliZne 3 aZ 4 tyZdiioch sa vyvinu-
1li viditelné néadory. Na zaklade rovnakych rozmerov nadorov
vyhodnotenych dvojrozmernym ukazovatelom nadorov, boli my3i
rozdelené do dvoch skupin. Medzi lopatky kaZdej mySi bola
subkutanne implantovanad jedna peleta (placebo alebo toremifen
35 mg). TyZdenne sa merala velkost néadora. Bol vypolitany
objem nadora (objem nadora = 0,5 (L+W) xLxEx0, 5236, kde
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L=diZka nadora a W=3irka nadora). Velkost nadora v Case im-
planticie bola porovnavacou hodnotou. Pre porovnanie rozdie-
lov vo velkosti nddorov. boli zaznamendvané tyZidenné zmeny Vo
velkosti nadorov a vyjadrili sa ako rozdiely od pdvodnych
velkosti v Case implantécie pelety.

Vysledky: Dve my3i uhynuli po implantacii pelety v désledku
poraneni od inej my3i. Jedna my3 lieCena toremifenom bola
vylu¢end zo 3tudie z dévodu mohutného krvacania nadoru a
vyvoja hematému. VZetky my5i vyvinulil viditelné jednostranné
alebo obojstranné nadory. KaZdy nador bol sledovany samostat-
ne. Dvadsat &tyri nadorov bolo lieCenych placebo a dvadsat
osem nadorov bolo lie&enych toremifenom. Vysledky zaznamenava

Tabulka 2 a Obrazky 6A a 6B.

Tabulka 2
Placebo
tyzden n relativne % zmeny obJjemu
(pred liecenim)
3 11 9,44
4 8 115,27
5 8 271,71
6 8 600, 88
TOREMIFEN
tyZdenl n relativne % zmeny objemu

(pred liecenim)

3 11 -34,58
4 7 -61,01
5 -74,51
6 -61,72
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Sledovanie bude roz&irenie na beZni populdciu a v sucasnosti
st vyhodnocované vysledky s dodatoénymi zvieratami.

Zdver: Toremifen inhibuje a indukuje regresiu existujucich
LNCaP néadorov. Nie Jje 2znamy mechanizmus, ktorym toremifen
vykazuje u&inok. Schopnost vykazovat takéto u€inky podporuje
pouZitie Toremifenu pre lieCenie rakoviny prostaty a pre
zabranenie recidivy rakoviny prostaty a na zabranenie
recidivy rakoviny prostaty u pacientov s vysokym rizikom

mikrometastadz rakoviny prostaty.
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PATENTOVE NAROKY

Pouzitie chemopreventivnej latky na pripravu
farmaceutického pripravku na prevenciu karcinogenézy
prostaty cicavcov, kde chemopreventivna latka obsahuje

zlGceninu vzorca: R3

éHz

éPhCl (1)
kde R' a R?, ktoré mézu byt rovnaké alebo rozdielne, su
H alebo OH, R® je OCH,CH,NR'R’, kde R! a R®, ktoré mé3su
byt rovnaké alebo rozdielne, si H alebo alkylova skupina
s 1 az 4 atémami uhlika;

alebo jej farmaceuticky prijatelnd sol, ester, alebo N-

oxid a ich zmes.

PouZitie podla naroku 1, kde farmaceuticky pripravok

dalej obsahuje farmaceuticky prijatelny nosi&.

PouZitie podla naroku 2, kde nosi¢ je vybraty zo skupiny
zahrfiujicej gumu, Skrob, cukor, celuldézovy material a

ich zmes.

PouZitie podla niektorého =z néarokov 1 azZz 3, kde
farmaceuticky pripravok Jje vo forme pre subkutannu

implantaciu pelety jedincovi.

PouZitie podla naroku 4, kde peleta je vo forme pre
kontrolované uvolnovanie farmaceutického pripravku

v urditom case.
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PouZitie podla niektorého =z narokov 1 az 3, kde
farmaceuticky pripravok Jje v kvapalnej forme pre

intravendézne, intraarterialne alebo intramuskularne

podanie.

PouZitie podla niektorého =z narokov 1 aZ 3, kde
farmaceuticky pripravok Jje vo forme pevnej alebo

kvapalnej pre ordlne podanrie.

PouZitie podla niektorého 2z narokov 1 aZ 3, kde
farmaceuticky pripravok sa aplikuje lokdlne na koZu

jedinca.

PouZitie podla niektorého =z ndrokov 1 aZ 3, kde
farmaceuticky pripravok je vybraty zo skupiny
obsahujucej peletu, tabletu, kapsulu, roztok, suspenziu,

emulziu, elixir, gél, krém a cipok.

PouZitie podla naroku 9, kde <¢ipkom je ¢&ipok do

kone¢nika alebo uretrdlny ¢&ipok.

PouzZzitie podla niektorého 2z ndrokov 1 aZ 3, kde

farmaceutickym pripravkom je parenterdlna zmes.

Pouzitie podla ndroku 11, Ze parenterdlna zmes =zahrffia
lipozém obsahujici komplex chemopreventivnej 1latky a

zlaCeniny cyklodextrinu.

PouZitie podla niektorého z predchadzajucih nérokov, kde
chemopreventivna latka obsahuje toremifén, jeho N-oxid,

jeho farmaceuticky prijatelné soli a ich zmesi.

PouZitie podla niektorého z predchaddzajucich narokov,
kde chemopreventivna latka je obsiahnutd v mnoZstvach od

0,5 mg/kg hmotnosti/defi do 50 mg/kg hmotnosti/den.
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Pouzitie podla naroku 14, kde chemopreventivna latka je
v mnozZstve od 6 mg/kg telesnej hmotnosti jedinca/den do

30 mg/kg hmotnosti jedinca/den.

PouZitie podla niektorého =z predchddzajicich narokov,

kde jedinec mé& zvysSené riziko pre rakovinu prostaty.

PouZitie podla néroku 16, kde Jjedinec m& benignu
hyperplédziu prostaty, intraepitelidlnu neoplaziu
prostaty, alebo abnormdlne vysoku hladinu cirkulujdcich

Specifickych protilatok vocli prostate.

PouZitie chemopreventivnej latky na pripravu
farmaceutického pripravku na prevenciu recidivy,
potlacenia, alebo inhibicie karcinogenézy v prostate,
alebo zvy3eného preZivania jedinca s rakovinou prostaty,

kde chemopreventivna l&tka zahrffia zldc€eninu vzorca:

CH,Cl (1
kde R! a Rz, ktoré mézZu byt rovnaké alebo rozdielne, su

H alebo OH, R® je OCH,CH,NR'R’, kde R* a R’, ktoré mdzZu
byt rovnaké alebo rozdielne, su H alebo alkylova skupina
s 1 aZ 4 atémami uhlika;

a jej farmaceuticky prijatelnd sol, ester, alebo N-oxid

a ich zmes.

Pouzitie chemopreventivnej latky na pripravu
farmaceutikého pripravku na potlac¢enie alebo inhibiciu
prekancerdznych poSkadeni rakoviny prostaty, kde

chemopreventivna latka zahrffia zlaéeninu vzorca:
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i

kde R' a R?, ktoré méZu byt rovnaké alebo rozdielne, su
H alebo OH, R® je OCH,CH,NR'R®, kde R* a R®, ktoré mézu
byt rovnaké alebo rozdielne, si H alebo alkylova skupina

s 1 az 4 atémami uhlika;
a jej farmaceuticky prijatelnd sol, ester, alebo N-oxid

a ich zmes.

PouZitie chemopreventivnej latky na pripravu
farmaceutikého pripravku na 1liedenie prekanceréznych

poSkodeni prostaty, kde chemopreventivna 1latka zahrha

zluceninu vzorca: R3

CH,

e
CH,CI (1

kde R! a R? ktoré méZu byt rovnaké alebo rozdielne, su

H alebo OH, R?® je OCH,CH,NR‘R®°, kde R! a R®, ktoré mézu

byﬁ rovnaké alebo rozdielne, sU H alebo ‘alkylovd skupina

s 1 az 4 atémami uhlika;
a jej farmaceuticky prijatelnad sol, ester, alebo N-oxid

a ich zmes.

PouzZitie podla naroku 19 alebo 20, kde prekancerézne

poSkodenie je prekancerdézny prekurzor adenokarcindému

prostaty.
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PouZitie podla naroku 21, kde prekancerdézny prekurzor
adenokarcinému prostaty Je intraepitelidlna neopléazia

prostaty.

PouZitie podla naroku 22, kde intraepitelidlna neopléazia

prostaty je vysokd intraepitelidlna neoplazia prostaty.

PouZitie podla niektorého =z n&rokov 19 az 23, kde
farmaceuticky pripravok dalej obsahuje prijatelny nosié

alebo riedidlo.
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TRAMP-VP-17 tyzZdiov

7 tyZdiiov € 15 tyZdnov

U&inok toremifenu na vyvoj nidora v TRAMP mysSi

(H a E farbenie takaniva prostaty)
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