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2. Populeervidenskabelig beskrivelse:

Kan c-vitamin-infusion forlaeenge livet for patienter med udbredt prostatakraeft

Prostatakreeft er den hyppigste kreeftform (hudkusedtaget) blandt maend i USA, med ca. 30.000
nye tilfaelde om aret. | Danmark registreres cad@.9ye tilfaelde arligt. Ved udbredt sygdom uden
mulighed for helbredelse, er standardbehandlingstr&tion, enten medicinsk eller kirurgisk. Dette
medfgrer en midlertidig bedring i sygdommen, oft@-8 ars varighed, hvorefter kraeften igen
blusser op. Sygdommen betegnes da som kastratfi@kieer og er karakteriseret af betydelig
sygdom og ultimativt dad i lgbet af 2-3 ar.

C vitamin som kraeftmiddel

| 1970’erne offentliggjordes adskillige studiernstizevdede at hgjdosis ¢ vitaminbehandling givet
som infusion direkte i blodet, forleengede livet fidiblast syge kraeftpatienter op til 3 gange. Disse
studier var kontroversielle og blev retteligt lsé@ret for manglende lodtraekning mellem behandlede
og ikke behandlede samt en raekke andre metodeftgtfalgende blindede lodtraekningsstudier
kunne ikke pavise nogen effect af c-vitaminbehamptil patienter med fremskreden kraeftsygdom.
Der var dog en vaesentlig forskel pa de to raeklstugfier, da de oprindelige studier anvendte
intravengs c-vitaminbehandling og de senere stimiryttede tabletbehandling. En direkte
sammenligning af de to studieraekker er derfor ikkeig.

C-vitamin givet som infusion i blodbanen som behisgdanvendes i dag kun i privat regi, og har
nogen popularitet blandt kreeftpatienter bade nattay internationalt.

Studier har vist, at i cellekulturer med almindeliceller og cancerceller, vokser cancercellerne
betragteligt darligere, hvis der tilsaettes hgjedemtrationer af c-vitamin. | 2008 offentligtgjortes
forsgg pa mus, hvor indopererede kreeftsvulstemspede efter indgift af c-vitamin koncentrat i
dyrenes bughule. De anvendte koncentrationer @&oin i celle- og dyreforsggene, kan kun
opnas i den menneskelige organisme vha. intraviedggt.

| USA er der i 2008 og 2009 planlagt de farste Iregie studier af c-vitaminterapi til
kreeftpatienter.

Effekten af hgjdosis c-vitaminbehandling pa kradiiéceer endnu uafklaret, men voldsomt
diskuteret og behandlingen er udbredt blandt aternorienterede laeger. Virkningen af hgjdosis c-
vitamin behandling er til dato ikke undersggt pegspektivt, kontrolleret studie pa kreeftpatienter
udfart efter nutidige standarder.

Formalet med dette studie er at undersgge effeiftbahandlingen pa patienter med udbredt og
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kastrationsresistent prostatakreeft. Studiet skgsbes-vitamins indvirken pa overlevelsen,
sygeligheden, eendringer i arvematerialet og biokkenmarkgrer.

Metode og materiale:

80 forsggspersoner med kastrationsresistent pa@ssaft indgar i studiet. Alle forsggspersoner
modtager 1 ugentlig infusion med c-vitamin i 12 ud@rsggspersonerne er deres egne kontroller
mht. eendringer i biomarkgrer (PSA,bALP, PINP mweaateriale og helbredstilstand. Som mal
for behandlingens effekt anvendes den falsomme dnikban PSA, aendringer i skelettets
kreeftmaengde samt andre biokemiske markgrer. Vaaviogpsamles til analyse af eendringer i
arvemateriale og maling af sakaldt oxidative skadearvematerialet.

Konsekvenser af studiet:

Safremt der kan pavises en gavnlig effekt af cmitdbehandling ved behandling af prostatakreeft,
vil dette fund kreeve yderligere og store studierisHlet viser sig, at c-vitamininfusioner kan
forleenge livet, vil det betyde en mindre revolutindenfor lindrende kraeftbehandling, i det man sa
ville kunne tilbyde mange patienter en billig, Iokningsfattig og let tilgeengelig behandling.
Informationerne fra veevs-, urin og blodprgver imdk i studiet vil give ny, unik viden om
aendringer i kroppen og kreeftceller i forbindelsadraatioxidanter.

Hvis der ikke findes nogen effekt af behandlingehkraeftpatienter og sundhedspersonale verden
over kunne radgives i deres valg af alternativeptier

3. Videnskabelig protokol:

3.1 Introduktion:

Prostatacancer (PCa) er den hyppigste, ikke-cutaneer blandt maend i USA med c. 300.000 nye
tilfeelde og 3.000 nye tilfeelde i Danmark arligt(R)sikofaktorer er familizer disposition, race,
livsstil og kost, med animalsk fedtstof som mulgjkofaktor og bl.a. tomat som mulig beskyttelse
mod PCa, men nogen generel risikomodel for sygdamsmevikling eksisterer ikke(2).

Ved metastatisk sygdom er kurativ behandling ikkeign Her er hjgrnestenen i behandling
androgen ablation (AA), i form af medicinsk ellerukgisk kastration, hvilket oftest medfarer
hurtig regression af canceren. Med tiden ophgfekih af kastrationen, og sygdommen
progredierer med et oftest rapidt forlgb preegenaibiditet i form af symptomgivende
knoglemetastaser og symptomer fra urinvejene. Bédidie af sygdommen kaldes det
kastrationsresistente (tidl. hormonrefrakteere)istaded en median overlevelse pa 6-18
maneder(3). Palliativ behandling med kemoterapcétixel) har en lille livsforleengende og
symptomlindrende effekt.(4). Ikke alle patientenkaller vil, modtage pallierende kemoterapi, og
for mange patienter med kastrationsresistent (K& €r den palliative behandling begreenset til
analgetika, prednisolon og bisphosphonater.(5)

3.2 Baggrund — vitamin C som middel mod cancer

Brugen af antioxidanter og kosttilskud i cancerlehiagen har altid veeret omdiskuteret.
Fadeemner med hgijt indhold af anti-oxidanter ergl@ studier vist at have en vis
cancerbeskyttende effekt (6), og lave niveauer@fey blevet korreleret til gget risiko for
ventrikelcancer(7). | en population pa 7071 meenkviigder fandtes risikoen for cancerelateret dgd
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stgrst blandt individerne med VC-niveau i nedekstatil. Om en kost rig pa frugt og grent har
beskyttende effekt over PCa er delvist uafklarennomater og tomatprodukter synes at yde nogen
beskyttelse mod at udvikle PCa(8). Meaend, som indaagligt multivitamin og antioxidanttilskud,
havde mindre PCa risiko i SU.VI.MAX undersggelsgni®ens der ikke fandtes nogen beskyttende
effekt af VC mht. PCa-udvikling hos 29361 maend r@édts follow-up(10). Andre studier har

heller ikke kunne finde en beskyttende effekt af M@hold til udvikling af VC(11), og i et
prospektivt studie viste hgje VC-niveauer ikke haegen praeventiv effekt pa PCa-udvikling(12).
Ikke desto mindre er VC saerdeles populaert somilsisitl, og i en kohorte af amerikanske PCa-
patienter, anvendte ca. 33% VC tilskud(13)

VC i megadoser (over 1g/dag) til patienter medafiggeret og terminal cancersygdom blev for
alvor gjort populeert af Cameron, Campbell(14) oglidg et al., som haevdede at kunne forleenge
livet 3 fold,ved behandling med VC intravengst (tag)(15). Studierne blev efterfglgende
kritiseret for metodologiske fejl, herunder manglemandomisering, manglende blinding og
retrospektive kontrolpatienter.(16) Efterfalgendedomiserede studier fra Mayo Clinic kunne ikke
genfinde de forleengde overlevelsestider, ejhelbgren anden positiv effekt ved behandling med
peroralt VC tilskud (10g/dag).(17;18).

Pa trods af manglende evidens for VC effekt pa eaniedtages VC af mange cancerpatienter som
kosttilskud. Intravengs behandling med VC som a#ttv cancerbehandling tilbydes i ind- og
udland af leeger og klinikker i privat regi(19;20et anslas at 10.000 patienter i USA arligt
modtager VC infusioner for varierende lidelser,umgler cancer(21), og i Danmark tilbydes
behandlingen af mindst 6 klinikker(22).

3.3 Vitamin C — egenskaber og virkning

VC er en non-enzymatisk, hydrophil antioxidant oglet hyppigst indtagne kosttilskud i USA. VC
kan ikke syntetiseres de novo i mennesket og nfardedtages via fadeemner eller som
kosttilskud. Den anbefalede daglige tilfgrsel (AD e nordiske lande er 75mg og gvre graense for
indtag er sat til 1000mg/dag. (23)

HOH,C—CH
0.
O
VC har konstitutionsformlen ¢E1sOs 0g strukturen: Molveegten er
176,13g/mol. Vitamin C betegnes ogsa ‘ascorbin’ galen E—
reducerede form ‘ascorbat’. on -

VC udgver sine mulige kemiske beskyttelse ved skyiee DNA mod oxidativ skade fra frie
radikaler og hindrer lipid peroxidation af cellemananer(24;25). VC inducerer ogsa gget aktivitet
af NK-celler (26)og leucocytter(27).

Det fysiologiske niveau af ekstracelluleert VC/abedrer 25uM. Ved hgje perorale doser, er den
maksimale VC koncentration stramt reguleret med\@am gvre greense, der kun nas i peaks.
Steady state koncentrationer pa ca. 70uM er opnéétVC-tilskud pa mellem 500mg og
2500mg/dag, hvilket gav kortvarige peaks pa 2201edl maksimale perorale koncentrationer(28)

Ud over at fungere som antioxidant beskyttende mathtioner, kan VC muligvis fungere som
pro-oxidant in vivo og in vitro(29) med cytotokseskgenskaber. Om VC fungerer som oxidant
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eller reduktant afheenger af en raekke variable,nuEnuVC koncentrationen, katalytiske faktorer,
reagenser og mikromiljget(30)

Den potentielt cytotoksiske effekt af VC pa canedler er ikke fuldt afdaekket. Chen et al. har
foreslaet, at VC kan fungere som pro-drug fe©pidannelse i ekstracellulaert veev med apoptose af
cancerceller til falge, mens almindelige cellerthesDet reducerede VC (ascorbat) kan oxideres til
en semidehydroascorbat eller dehydroascorbat, gemvia enzymatisk reaktion kan konverteres
tilbage til ascorbat. | denne proces danng®;t$om biprodukt i forbindelse med cyklussen(31)
Sammenhaengen mellem®} og VC er ogsa undersggt af Riviere et al., sordtfat Jurkatceler
udsat for hgje ascorbatkoncentrationer udviste lg@es-induceret oxidativ DNA-skade (32).
Dannelse af kD, fra VC-cyklussen er muligvis afhaengig af tilsteamelsen af ioner fra
overgangsmetallerne, og i seerdeleshed reagendawuokprocesserne i cyklussen(33) eller
alkalimetaller, hvorved der kan producere®kleller andre reaktive oxygen forbindelser(34). @dget
H,0, efter VC indgift er fundet i dyremodeller, hvorriaentrationer af VC pa 150uM ggedgl+
maengden i tumorers extracellulaerveeske, me@s férblev normal i blodet.(35)

@get intracelluleert kO, /reaktive oxygenforbindelser kan fare til gget meanbpid peroxidation,
oxidativ DNA-skade og inducere apoptose. Detteigraf Lee et al., hvor extracelluleere VC-
koncentrationer pa 1,4-3,4mM (opnaelige ved perM@ttilskud) inducerede gget aktivitet i bl.a.
den hydroxid-afhaengige lipid-peroxidation.(34). Degede HO, produktion ved indgift af VC ses
ikke i blod eller normale celler pga. normal casafaktivitet, mens celler med ike-intakt
catalaseaktivitet er mere fglsomme for gged®,Hkoncentrationer. Catalase er et tetramerisk
enzym, som katalyserer omdannelsen g@Hil H,O og G, (36). Cancerceller udviser til
katalasemangel, i modseetning til normale celler.

Hydrogenperoxid/catalasemodellen er kun pavisitioyog det er muligt, at evt. genererexd in
vivo i tumorveev alligevel ville blive omdannet widnd og ilt af allestedsnaerveerende catalase fra
raskt omgivende veev. Intracelluleere koncentratianétO, genereret af ascorbat-cykling er ikke
blevet bestemt in vivo.

Cancerceller behandlet med VC har udvist nedsatitfig-inkoopering i DNAet, en effekt som
tilseetning af catalase ophaever, hvilket kunne im@ikat VC udgver en direkte DNA-medieret
effekt pa cancerceller eller en indirektegQ4-medieret effekt.(37)

Op til 30% af patienter med dissemineret cancebiaemisk VC mangel(38) Nedsat VC kan
veere tegn pa darlig erneeringstilstand, men kan afggjle et @get oxidativt stress med gget
forbrug af antioxidanter. Nedsat plasma-VC er kirabsocieret med gget maengde leucocytter,
thrombocytter og CRP — alle surrogatmarkgrer fodativt stress.

Det er muligt, at hgjdosis VC behandling kan indaagenekspressionsaendringer i gener involveret
i redoxprocesser med mulig gget apoptose til fetgacerceller. Det angiogenese-inducerende
HIF-system inhiberes af VC (39), og det er blewee$§laet, at VC kan inhibere
transferrinreceptoren i visse cancerceller medftearedsatte intracelluleere jernkoncentrationer og
efterfalgende apoptose(40;41). Der er til dato iullezrt nogen genekspressionsstudier in vivo pa
VC’s effekt.

Mulige eendringer i redox-og prooxidativt associeredlleprocesser i relation til hgjdosis VC
behandling kan undersgges vha. de nedennaevnteanetod
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3.2.1 Genekspressionsaendringer ved VC behandling

Vha. Affymetrix U133 Plus 2.0 GeneChip(R)
(http://www.affymetrix.com/products/arrays/spedifigu133plus.affx), kan hele genomet i det
udtagne veev undersgges pa mRNA-niveau. Ved at saligme genekspressionen fgr og efter
behandlingen med VC, kan kandidatgener og procéssezdox- og proxidative processer
identificeres. Undersggelsen kan udfgres pa honiegreale biopsier eller selektivt pa maligne
celler vha. isolering med laserdissektion(42)

3.2.2 Oxidativ DNA-skade

Oxidativ DNA-skade er et meget hyppigt feenomemices, og hypotetisk set burde hgjdosis VC
behandling af cancer reducere denne beskadigedéskatvimale aendringer i 8-oxo-guanineniveauet
i dggnurin far og under VC-behandling vha. HPLQthpower liquid chromatrography)
massespektrometry, kan det be- eller afkreeftesemodidative skade aendres ved VC
behandling.(43)

3.3 Studier af vitamin ¢ som middel mod cancer

3.3.1 Epidemiologiske studier:

Epidemiologiske studier pa den cancerpraeventiaketff VC har ikke kune vise nogen korrelation
mellem p-VC og PCa incidensen i adskillige prospekkohorter(44;45)

3.3.2 Kliniske studier

Adskillige studier, som ma betegnes som fase Histwiden regelrette kontroller, fandt at hgjdosis
VC IV forleengede overlevelsen for terminale canaggmter op til 3 gange(15) og nedsatte
morbiditeten.

IV VC har ogsa veeret brugt som adjuverende behagtilikemoterapi, ud fra rationalet om, at anti
oxidanter potentierer cytotoxiciteten af kemotetdj@.(46). VC har veeret anvendt som
adjuverende behandling til patienter med metagtatisriecancer, hor ugentlige doser pa op til 60g
i over 40 uger tolereredes(47).

| et randomiseret studie, hvor der blev givet paltaelen, Q10, vitamin E og VC, fandtes ingen
pavirkning af PSA eller hormonniveauer hos patiented med hormon naiv PCa(48)

| et prospektivt case studie, blev der til termen@dncerpatienter givet to ugentlige infusioner med
VC og peroralt VC tilskud uden bivirkninger.(49).aNMglende kontroller og meget kort
behandlingsperiode, gor det sveert at drage defirkinklusioner pa dette studie. | et andet case
studie rapporteredes om 3 cancerpatienter (B-geifeim, blaerecancer og renalcellecarcinom),
som modtog IV VC behandlinger pa mellem 15 og 6&gntligt i over 6 maneder. Der fandtes
langtids remission for alle 3 patienter, om end phtienter havde modtaget konventionel
behandling, der kunne forklare denne remission.(50)

Bortset fra studierne i 1970’erne af Cameron ethalor der indgik ganske fa ptt. med PCa,
eksisterer der ikke nogen kliniske studier af IV'¥€ffekt pa PCa, og generelt er studierne
angaende VC og human cancer preeget af et lillerraktemanglende randomisering/blinding og fa
korrelerede undersggelser.
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3.3.3 Cellestudier

3.3.3.1 Cancercellestudier

Nekrose og apoptose er vist i neuroblastom og roetaeller udsat for VC i koncentrationer pa
0,1-1,0mM ascorbat og samtidig gget aktivitet afisiehydroascorbarreduktasen(31). En raekke
andre cancercellelinier har ogsa udvist falsomheifor VC koncentrationer opnaelige in vivo ved
IV administration. Ei cancerceller er naet med VC koncentrationermp5mens normale,
humane celler var upavirkede ved VC koncentratipdeop til 20mM. De naevnte koncentrationer
ville kunne nas hos mennesker ved IV administratid)

3.3.3.2 Prostatacancer — in vitro stuider

Den cytotoksiske effect af VC er undersggt pa diagenfalsomme cellelinier DU-145 og PC-3,
og celleded fandtes ved VC-koncentrationer pa 2Mbay tilseetning af catalase eliminerede den
cytotoksiske effekt(52). CD50 koncentrationer ved-behandling af andre urologiske
cancercellelinier under lignede betingelser vaniadet fra 0,9mM til 6mM(53). Den
androgenfglsomme LAPC-4 prostatacancercelle udaestisat proliferation og nedsat PSA-
ekspression allerede ved 400uM VC, og ligeledesrtexing af processen ved tilseetning af
catalase.(54). PC-3, LNCaP og DU-145 prostatacaaber udviste ogsa nedsat veekst ved VC-
koncentrationer i omradet 1-10mM i et catalasefigdium(37;55).

Kombinationsbehandling med bade vitamin E og C cetde cellevaekst og ekspressionen af
oncogenesurvivin i Alva-101 (knoglemetastase, PC-deriverat) og DI3-prostatacancerceller(56)

3.3.3.3 Dyremodeller

Generelle toksikologiske studier pa pattedyr medgtemde VC syntese (marsvin), har vist at doser
pa op til 500mg/kg/dag givet som bolus parentékitt medfarer bivirkninger eller organtoksicitet
pa kort sigt. Doser pa 2,5g/kg/dag over en 6 dagesde gav ikke nogen mikro- eller
makroskopisk organskade pa marsvin(57).

Antitumoreffekten af VC p& melanoma-xenograft p&srolev undersggt allerede i 1980. Den
observerede cytotoksiske effekt i denne model kstidss seerlige forhold i melanomcellerne, hvor
VC inducerer gget koncentration af intracellulaaitker med apoptose til falge.(58)

En kombination af re-transfektion med det muligg-aridant regeneration tumorsuppressorgen
101F6 og VC behandling, nedsatte veeksten af badgetancerceller (H1299 og H322) in vitro
savel som i tumorstgrrelse pa muse-xenograftmodel.

Det nyeste studie i reekken fra 2008 har vist negisddst og reduktion i tumorstarrelse pa 41-53% i
3 forskellige xenograft tumorer (pancreascanceariegancer og glioblastom) i athymiske hunmus.
Musene blev behandlet med 4g/kg VC intraperitong@dn bivirkninger.(35)

3.3.3.4 Metaanalyse

En nyere metaanalyse af VC og vitamin Es cancdrfggende og helbredende effect
konkluderede, at de to omtalte vitaminer ikke hawdgen effekt pa en raekke forskellige
cancersygdomme(59)

Arsager til divergerende resultater
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Forskelle i maksimale plasma-VC koncentrationeseather af administrationsvejen. De forsgg,
som har pavist cytotoksisk effekt af VC, er alleéet i modeller med VC-koncentrationer, som
kun kan nas ved IV administration. Den manglendizancer effekt i studierne, hvor der
undersggtes pa perorale tilskuds effekt, kan skylaeVc-koncentrationer i plasma og
ekstracellulaervaeske ikke er naet.

Forsggsresultater opnaet in vitro kan ikke ngdwagrisliekstrapoleres til in vivo
omstaendigheder, specielt ma det forventes, at anrggen af hydrogenperoxid in vivo fra det
omkringliggende, raske veev, vil veere stgrre, endbdserverede in vitro.

4. Arbejdshypotese

Primaere arbejdshypoteseq(hlypotese):

Ugentlige, hgjdosis vitamin C infusioner medfgkde PSA-fald i kastrationsresistent, metastatisk,
human prostatacancer.

Sekundeere hypoteser:

Ugentlige, hgjdosis vitamin C infusioner har ikkeflydelse pa overlevelsestid, performance,
oxidativ DNA-skade og tumorbyrde i skelettet patkasonsresistent, metastatisk, human
prostatacancer.

4.1 Rationale for de valgte metoder

Evidensen for brug af IV, hgjdosis vitamin C tiHaadling af dissemineret cancersygdom er
tvivisom. Evidensen er baseret pa en raekke kaskissitudier og studier uden regelrette kontroller.
Resultater opnaet in vitro mht. apoptose, cytottetiog pro-oxidativ effekt er kun reproduceret i
meget fa in vivo modeller og aldrig i et klinisludte pa et humant materiale. Det eneste
randomiserede, kliniske studie fandt ikke nogeelgffomend adaekvate plasma-VC
koncentrationer naeppe opnaedes. | det aktuelléestmdendes forsggspersoner med samme type
cancer i samme kliniske stadie. Selv om PCa besgligis heterogenicitet, giver designet rig
mulighed for uniform monitorering af behandlinggresset ved at undersgge faktorer som
overlevelse, standard biomarkgrer (PSA, basiskatiser) og eksperimentiel kvantificering af
knoglescintigrafier.

Der anvendes et single arm — single center desidatte farste studie, da antallet af ngdvendige
forsggspersoner er relativt lavt i forhold til ehdomiseret studie. Behandlingstiden pa 12 uger
tillader nok tid til at detektere et eventuelt betliéingsrespons. Den korte behandlingstid vil gge
compliance og mindske antallet af drop-outs.

Senere, randomiserede fase Il studier som muticstudier med langt flere forsggspersoner, kan
iveerkseettes med udgangspunkt i dette studie, séflenfindes nogen gavnlig effekt af VC
behandlingen.

4.2 Rationale for tilvalgte studier

Det anvendte design giver rig mulighed for at imdieablodpraver under behandlingen og kan
bidrage med veerdifuld viden om VC-farmakokinetikkers aeldre cancerpatienter. Veevsprgverne
bruges til at bestemme de genetiske sendringer MeGadsaettelse for antioxidanter, og de
genetiske aendringer generelt i forbindelse med&ia@hsresistent PCa.
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5. Metode og materiale:

5.1 Design:

Fase Il single arm klinisk studie, hvor alle forspgrsoner modtager aktiv behandling (Vitamin C).
Dette er et enkelt-center studie.

Alle forsggspersoner skal modtage 12 ugers behandied ugentlige infusioner af Vitamin C.

Efter de 12 ugers behandling, kan forsggspersoneetge at fortseette med behandlingen i
yderligere 8 uger, safremt fglgende krav er opfyldt

Mindst 50% reduktion i baseline PSA efter 12 uger

Ingen SAE

Har givet informeret samtykke til den resterendead behandlingerne

Har givet informeret samtykke til de yderligerewsseog blodpraver

Inklusion knoglescanhing
Lageunderssgelze Blodpraver
Sereening Followe-up

Frostatabiopsiar
Knoglescanning
Blodprswer
Urinprswer

kEnoglescanning

-
Vitamin C Salgfri itamin ©

.
i 1 i
behandling R
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| Frostatabiopsier L_Er_{s@fta_h_io_?s_iir __i
¥ v ¥ -
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Figur 1: Tiddlinie og design af studiet, inkl. den valgfrie ekstra behandlingsperiode

5.2 Effektmaling:

Prostataspecifikt antigen:

Responset i lgbet af behandlingsperioden fglgeP 8. Plasma-PSA korrelerer med tumorbyrden
i de fleste tilfeelde af PCa, og guidelines fra bNiadil Cancer Institute anbefaler en 50% reduktion i
PSA som mal for anti-tumor-effekt(60). PSA-reduktidorbindelse med kemoterapi korrelerer
med overlevelsestiden(61). | TAX-327-studiet er pi@vist korrelation mellem PSA-respons
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(mindst 50% reduktion i forhold til baseline), gitxglof-life(QoL)-respons og smerterespons, i
forbindelse med kemoterapibehandling af kastratesistent PCa(62). | et retrospektivt materiale
kunne en 30% PSA-reduktion i et 2-arms kemoteragistanvendes som surrogatmal(63)

PSA negative og neuroendokrint differentieredeinaroer udgar en lille andel af alle tilfeelde af
PCa og udviser ikke ggede PSA-niveauer(64;65)gtgefig inkluderes sadanne patienter ikke.

Radionucleotide knoglescintigrafi(RBS):

Sammenligning af ossgse metastasers udbredelsg &fter behandling, kan sammenlignes med
flere metoder baseret pa tolkningen af RBS(66).

Tilveekst af knoglemetastaser i tidligere randonaderundersggelser er fundet associeret med
darligere overlevelse ved behandling af kastratasistent PCa(67). | hormon-naiv PCa er
regression af knoglemetastasebyrden ved kastratjsé korreleret til overlevelsen(68).
TAX327-studiet viste ogsa, at progression pa kremjfeigrafi var en selvsteendig risikofaktor for
gget risiko for ded.(4)

Kvantificeringsmetoderne til maling af progressafrknoglemetastaser pa knoglescintigrafien er
multiple, og endnu er ingen af disse metoder testet surrogatparameter for overlevelse.

Sygdomsudbredelsen kan kvantificeres vha. manuekving og indplacering pa en
ordinalskala(69) eller udmaling af areal vha. cotemoftware(68;70). Der planleegges i dette
studie anvendelse af et eksperimentelt, neuralemddsbaseret computersystem til opmaling og
kvantificering af knoglemetastaserne(71). Dennemaerbaserede beregning af
knoglemetastasebyrden forventes at give en langt neproducerbar vurdering af
knoglemetastasebyrden og aendringerne i denneidvétdtoden er aktuelt underkastet et
retrospektivt studie pa et patientmateriale bestder prostatacancerpatienter.

ECOG-performance score:
Et klinisk valideret, enkelt system til at vurdéogsggspersonens almentilstand pa en
ordinalskala.(72)

EORCT-Score
Et klinisk valideret system til at vurdere forsgggmnens selvrapporterede almentilstand og
sygdomsspecifikke parametre pa en ordinalskala.(73)

Oxidativ DNA-skade:

In vitro og xenograft studier pa hormon-naive patestancerceller har vist, at produkter som fglge
af oxidativ DNA-skade (8-oxo-7,8-dihydro-2'-deoxygosin (8-oxo-dG) cyclisk pyrimidopurinon
N-1, N(2) malondialdehyde-2'-deoxyguanosin (M(1)d&gler ved tilseetningen af antiandrogenet
flutamid(74).

Studier pa lungecancer i forbindelse med kemotdrapvist, at nedsat oxidativ DNA-skade i
forbindelse med behandling med cytotoksiske stdfereleres med tidligere progression i
sygdommen.(75).

Peroralt indtag af Vitamin C synes ikke at haveammdflydelse pa niveauet af oxidativ DNA-
skade hos raske, (76), mens oxidativ DNA-skad&tion til intravengs vitamin C-behandling
aldrig er blevet undersggt.

Malingen af oxidativ DNA-skade tjener primaert esplorativt formal. Muligvis vil en vurdering af
den oxidative DNA-skade sammen med microarraystudiene afggre om en eventuel cytotoksisk
effekt af vitamin C pa cancerceller skyldes prodaxive eller anti-oxidative virkningsmekanismer.
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Cancerpatienter har ofte forhgjede markgarer fodatkt DNA-skade(77), og med baggrund i
ovenstaende er det derfor relevant at afklare ydéfsen af hgjdosis antioxidant behandling til
denne patientgruppe.

Basisk phosphatase:

Progression i niveauet af basisk phosphatase sglesteendig risikofaktor for tidlig ded ved
behandling med taxotere. | en cox proportional hdszanalyse af TAX327-patientmaterialet, steg
HR med 1,39 for hver log (IU/L) stigning i basiskgsphatase. (4)

Knoglemarkgrer: bALP, PINP og NTX:

| eksplorativt giemedmales en reekke knoglemarkareunder og efter behandlingen, for at
undersgge knogleabsorbtion og knogledannelse niodihgsforlgbet. Der er valgt 3 markgrer, som
i studier har vist sig korrelerbare til metastasdbyperformance og overlevelse.

Urin N-telopeptid (NTX) er en markar for osteoctdivitet, forbundet med nedsat overlevelse i
kastrationsresistent PCa(78), mens knogle-spduadisk phosphatase (bALP)er markar for
osteoblastaktivitet, ogsa med praediktiv veerdi fertevelsen i kastrationsresistent PCa(79)og
udbredelsen af skeletale metastaser bedgmt padsuvagtigrafi (80).

Hgje niveauer af Pro-collagen type-I N-Terminalg&natid (PINP) er ligeledes fundet associeret til
kortere overlevelse i et materiale pa 106 patiemted kastrationsresistent PCa(81)

MRNA-ekspressionsaendringer vha. microarrays:

Denne analysemetode tjener et eksplorativt ford@ét.er ikke tidligere udfart microarrayanalyser
pa hgjdosis antioxidant behandling af disseminecadeere i et humant materiale, hvorfor
microarrayanalysen ikke kan tjene som effektparanfetr behandlingen.

5.3 Dosiskrav til Investigational medical product ( IMP)

Investigational medical product er Vitamin C (ascobinsyre)

For at opna de pakraevede p-VC koncentrationer @@V, skal VC indgives intravengst. En
ugentlig infusion pa 10g VC med en rate pa 250mugumér fundet sikker i cancerpatienter(14).
Farmakokinetiske data fra infusioner pa 1,259 V&ske forsggspersoner gav p-VC
koncentrationer pa ca. 1,2mM. Disse data blev agsteret til, at en dosis pa 10g VC IV skulle
give p-VC pa ca. 6mM. (82). Der er kun fa studi@mhpimant materiale, men kasuistisk har IV VC
doser pa 15-65g givet p-VC i omradet 5-15mM uderkiinger i patienten. Selv om nogle
kasuistiske meddelelser og en del alternative dlbembrugere hgjere doser og hyppigere
administration, ma det formodes, at en ugentligiMGsion pa 60g bar give en reduktion i PSA og
aendringer i sekundeere effektparametre (knoglegcatiti genekspressionsanalyse, oxidativ DNA-
skade), safremt behandlingen har en cytotoksiskeff

Forsagspersonerne skal modtage en ugentlig infusamh60g vitamin ¢ i 10 uger, forudgaet af af
en dosis-eskalering over 2 uger med en ugentligsioh pa 5g farste uge og 30g anden uge.

En ugentligt dosis pa 60g vitamin c er valgt, foopna tilstraekkeligt hgje p-VC koncentrationer
men samtidig fastholdes en dosis, som anses veesédae 0g gennemprgvet.
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Plasma-VC males 1 min far og 30 minutter eftersidnens afslutning, hermed sikres, at adeekvat
VC koncentration er opnaet og data til farmakokineggistreres.

Forsggspersonerne undersgges biokemisk efter @@, 3,2, 12, (16,) 20, 26 og 52 med ’'baseline
parametre’ (se tabel B), hvorved der indsamles dgtaventuelle bivirkninger (vitamin C mangel,
elektrolytderangement, haamolyse, anaemi) kan koasgéor at undga hypotetisk VC mangel efter
forsggets ophar, modtager alle forsggspersoneraeMc tilskud pa 500mg i 26 uger(83)

Forsggsmedicin:

Uge 1: 5g VC IV ugentligt og 500mg VC p.o. dagligt
Uge 2: 30g VC IV ugentligt og 500mg VC p.o. dagligt
Uge 3-12: 60g VC IV ugentligt og 500mg VC p.o. dggl
Uge 13-26: 500mg VC p.o. dagligt

Forsggsmedicin for forsggspersoner, som modtagetigdre 8 ugers behandling:
Uge 1: 5g VC IV ugentligt og 500mg VC p.o. dagligt

Uge 2: 30g VC IV ugentligt og 500mg VC p.o. dagligt

Uge 3-20: 60g VC IV ugentligt og 500mg VC p.o. dggl

Uge 21-26: 500mg VC p.o. dagligt

5.4 Baseline parametre:
Folgende parametre males far VC behandlingen

 Plasma-VvVC
* Leucocytter

+ Na'ogK'
» Jern, transferrin og Ferritin
« PSA

* Haemoglobin
» Basisk phosphatase, bALP, PINP og NTx

e« |LDH
o ASAT/ALAT/Albumin
. se-C&

* se-testosteron (2 mdr. gammel veerdi accepteres)
* ECOG performance status

* EORCT Core + P25

» Screening for G-6-P dehydrogenase mangel

* Radionucleotide knoglescintigafi

* Dgagnurinanalyse (8-oxo-guanine)

6. Behandlingsprotokol:

6.1 Behandling:

Alle forsggspersoner modtager ugentlige (6-8 dagaemrum) infusioner i 12 uger, i alt 12
infusioner.
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Intravengs Vitamin C behandling:
Gives som infusion med Na-ascorbat sv.t. 60 grasaragsyre (L-ascorbate, ca. 500mg/ml) med
pH 7,0, oplgst i 1000ml sterilt vand mhp. fysioklgosmolaritet.

Forsggsmedicinen (Na-ascorbat) leveres i 50mlggi&stteret jf. annex 13 i GMP-regelseettet.(84)
Umiddelbart inden infusion i forsggspersonen titesstorsggsmedicinen til infusionsposen
indeholdende 881 ml sterilt vand (leveres som I@8hvor der aspireres 150 ml inden
tilseetningen) vha. aseptisk teknik, blandes ognidéres inden for 3 timer.

Osmolariteten i oplgsningen er beregnet til 681 imo

Det totale volumen pa 1001 ml infunderes med empat1000mg/minut intravengst i en vene pa
armen, hver infusion tager 60 minutter.

Af sikkerhedsmaessige arsager startes med 2 ugsisedkalering:
1. infusion (uge 1): 5,0g ascorbat i 500ml isotkmykikose (infunderes over 30 min)
2. infusion (uge 2): 30,0g ascorbat i 500m| stendibd

| litteraturen er det beskrevet at op til 1 g / raitses som sikkert(85), safremt patienterne
observeres teet, hvilket allerede er tilfeeldet.

Séafremt der optreeder lokalirritation pa infusiordsteduceres indlgbshastigheden til 0,75 g/min og
0,5 g/min

30 minutter efter infusionens afslutning udtagesemas blodprgve, der undersgges for haemolyse
efter farste og 3. infusion (se tabel 1). P-VC mdlenin fagr infusionens afslutning og 30 min efter
hver infusion. Der foretages yderligere blodproatgser jf. se tabel 1..

Peroralt VC tilskud:

Der udleveres i stedet 200 stk. table@etabs, Multi-tabs ®, depottablet 500 mg ATC-kode: A

11 GA 01, MT nummer 6222693) til hver forsggsperson

De 200 tabletter (2 glas) udleveres i den originaieballage ved forsggets start i uge 1.
Forsggspersonen skal tage 1 tablet dagligt i 26, ugé 182 tabletter svarende til 91 gram vitamin
C.

Ved besgget i uge 26 indsamles de 2 udleveredeiggasog antallet af tilbageveerende tabletter
noteres.

6.2 Materiale

Antal forsggspersoner: 80
Alder: >18 ar
Kgn: maend

6.2.1 Rekruttering:

Direkte rekruttering via leeger. Der rekrutteresdadienter i kontakt med Urologisk Afdeling,
Herlev Hospital samt underafdelinger heraf. Dentares offentligt efter forsggspersoner jf.
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tillaegsprotokol 1 pa afdelingens og projektgruppejesnmside, ved opslag i afdelingen og via
cancer.dk.

Ved det daglige kliniske arbejde i urologisk amiaiieum finder forsggsansvarlig lsege og co-
investigators egnede forsggspersoner. Disse infesmet samtalerum om muligheden for at indga
i et klinisk forsgg. Der orienteres kort mundtlagh det kliniske forsgg, udleveres skriftlig
information og derefter aftales ny tid til inform@tssamtale minimum 24 timer senere. Potentielle
forsggspersoner orienteres om muligheden for abnrege bisidder.

« Safremt der ikke gnskes beteenkningstid, kan samatyldhentes i forbindelse med fagrste samtale.

» Forsggspersonens ret til ikke-viden respekteres.

» Der rekrutteres kun deltagere, der egenhaendiggkeninformeret samtykke.

« Safremt der tilkommer nye oplysninger om risicildiminger ved forsgget, informeres deltagerne hemgn
der skal indhentes samtykke pa ny.

» Safremt der fra Sundhedsstyrelsen godkendes beéhgsdeller diagnostikmodaliteter, der kan findeellte

anvendelse i allerede analyserede prover fra fedsdtgagerne, vil forsggsdeltagerne blive informaegbm.

Samtykke skal indhentes senest ved starten af besage O (inklusion)

Alle forsggspersoner faglges i ambulant regi.

6.2.2 Registrerede data:

Alder

Kgn

CPR-nummer

Gleason sum

Baseline parametre som defineret i tabel 1
Tidligere/nuveerende PCa-behandlinger
LHRH agonist

Orchiectomi

Biculatamid

Bisphosphonater

Ekstern stralebehandling af prostata/visceral netag/ossgse metastaser
Kirurgisk dekompression af knoglemetastaser
Tidligere intenderet radikal behandling

VVVVVVVVVVVVYY

Bivirkninger og haendelser relateret til VC behangéin registreres og rapporteres til
sponsor/investigator.

Alle Adverse Events (AE), Adverse Drug Reaction @D Serious Adverse Events (SAE), Serious
Adverse Drug Reactions (SADR), Adverse Drug ReastiADR) og Suspected Unexpected
Serious Adverse Reaction (SUSAR) registreres otpppubrteres til Leegemiddelstyrelsen jf. afsnit
8.7 og 8.8.
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En tilstande angaende forventelige serious adwereats er forudefineret i afsnit 8.7, og vil blive
registreret som beskrevet i dette afsnit.
Som reference for, om en SAR skal klassificeres S&iSAR anvendes:

a) de beskrevne forventelige bivirkninger i sikkerrefdnittet (hele afsnit 8)

b) bivirkninger beskrevet i produktresume for 'C-tabhylti-tabs ®, depottablet 500 mg’
Markedsfaringstilladelsesnummer 6222693. Bivirkeingog risici er beskrevet i
produktresumeets 4.4. 4.5, 4.8 og 4.9

SAR, som ikke omfattes af ovennaevnte, defineresSORBAR.
Registrering foregar pa case report forms samsigigspersonens journal.

Rapportering foregar som beskrevet i afsnit 8.7

6.2.3 Biobank

Alle udtagne veevsprgver opbevares, med forsggspeErses accept, i en biobank til senere
forskningsformal, dette kunne veere til eksempgivigeinekspressionsanalyse eller fornyet
ekstraktion af materiale safremt nye teknikker dlitilgeengelige.

Biobanken placeres pa Herlev Hospital, Urologiskeling H. Ansvarlig er sponsor-investigator.
Biologisk materiale (prostatabiopsier, blodprgves)forsggspersoner, der veelger at udga af
projektet, vil fortsat blive opbevaret i biobank#éranvendelse i aktuelle projekt, safremt farnsevnt
forsggspersoner samtykker til dette.

Indholdet i biobanken vil ikke blive udleveret 3il mand.

Indholdet i biobanken destrueres senest 10 ar @ftgektets afslutning.

Séafremt det i biobanken opbevarede vaev gnskes dintilemye studier, skal der pa ny blive sagt
om godkendelse fra Videnskabsetisk Komité og Datatét.

6.3 Inklusionskriterier:

Kgn: maend

Skal selvsteendigt give informeret samtykke

alder >18 ar

Biopsiverificeret PCa
Gleason surm6
PSA > 10ng/ml pa diagnosetidspunktet(ingen PSAatieg cancere)
Ingen overvejende neuroendocrin differentiering

Metastastisk PCa defineret som extranodale (vikeeer knoglemetastaser bestemt ved
knoglescintigrafi, billeddannende undersggelser galpabel metastase

Kastrationsresistent sygdom defineret som mindstigminger i PSA med mindst 10% stigning
med minimum 1 uges mellemrum indenfor de senestdrgeder

P-testosteron i kastratniveau (<50ng/dl)

Forsggspersonerne skal alle have modtaget kasshgbandling, enten ved orchiectomi eller
LHRH antagonist/agonist, med mulighed for tilleeg évt. seponering) af antiandrogen
(bicalutamid)

ECOG perfomance status 0-2

Negativ screeningstest for glucose-6-phosphat delggthasemangel
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Normal eller subnormal nyrefunktion (se-creatinB08uM) og ingen anamnese med tidligere
nyresvigt.

Bisphosponat og prednisonbehandling tilladt

Ekstern stralebehandling af metastaser tilladt

S-testosteron:

Inklusionskriterium er s-testosteron <1,7 nmolA.{s50 ng/dL), dvs. i kastratniveau.

Safremt der foreligger en s-testosteron der etdges for mindre en 2 maneder siden kan en ny
udelades, safremt forsggspersonen forsat i bemanaiied samme medicinske kastration (LHRH-
agonist/antagonist), eller forsggspersonen er dislrkastreret

PSA-stigning:

Dette nu tolkes som samlet stigning fra baselindiermpa 10%, dog med betinget baselineveerdi pa
minimum 2,0 ng/mL. Mulige forsggspersoner, somstoneret behandling med bicalutamid
indenfor 6 uger fra screeningstidspunktet, skaktfavetaget ny PSAmaling efter 6 uger fra
seponeringstidspunktet, og herefter have 2 pa Hevafelgende PSA-stigninger jf. protokollen for

at opfylde inklusionskriterierne. Hos 20% ses efiealutamidseponering en midlertidigt PSA-
reduktion (antiandrogen discontinuation resporiBejte gleeder dog ikke safremt PSAreduktionen
pa bicalutamid tidsmaessigt har varet under 3 niidr. safremt der ikke har vaeret respons pa
bicalutamid.

Ovenstaende retningslinje er i overensstemmelseRGatIG2(86).

6.4 Eksklusionskriterier:

Bivirkninger og haendelser i relation til IMP (sevipknings- og AE-afsnittet)

Darlig almentilstand, som ikke tillader ambulanhaedling

Laege eller patientgnske om anden intervention (kerapi)

Synkrone cancere (non-melanom hudcancer undtaget)

Kemoterapi med taxotere eller lignende stoffer giwe eller under IMP behandling
Allergi overfor IMP eller additiver

Anamnese med oxalatnyresten

Anamnese med heemochromatose

Starre kirurgisk indgreb op til 4 uger far forsagss(def.: indlaeggelsestid > 2 dage)
Aktiv hjertekarsygdom (CCS>2 NYHA>2), AMI indenférmaneder

Deltagelse i andre kliniske forsgg med farmaka ubédandlingen med IMP

Ved drop-outs eller eksklusioner inkluderes ikke hyrsggspersoner.

Data fra drop-outs/ekskluderede anvendes ikkestiédning af primaere og sekundaere mal, men
alle data anvendelige til eksplorative formal (miarrays mv.) opbevares mhp. senere analyse,
safremt forsggspersonerne samtykker hertil.

Ekskluderede og drop-outs, som har pabegyndt béhgnded IMP, modtager fulde 26 ugers
behandling med p.o. VC tilskud og p-VC males e2@uger.

6.5 Forsggspersonernes tidsforbrug i studiet:

Falgende tidsforbrug skegnnes:
1-2 uger til inklusion og screening
12-20 uger med behandling med IMP og samlet follpwid pa 52 uger.
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| alt 54 uger pr. forsggsperson.

7. Targets:

Primaert:
At evaluere PSA andringer i forbindelse med behagadhed IMP efter 12, 20, 25 og 52 uger.

Sekundeere:

Median overlevelse af forsggspersoner sammenligedtoverlevelsen i Docetaxel-studier(87)
(def. overlevelsestid fra diagnose hormonrefralgggdom til dad)

ECOG performance status fagr behandling og ved Q,22@ og 52 uger

Udbredelse af knoglemetastaser malt ved RBS femrimiiimg og efter 12, 26 og 52 uger
Basisk fosfataseaendringer far behandling og etePQ, 26 og 52 uger

PINP, Ntx og knoglespecifik basisk phosphatase eegeir for behandling og efter 12, 20, 26 og 52
uger

Genekspressionseendringer far behandling og efteg18uligvis 20 uger

AEndringer i oxidativ DNA-skade fgr behandling oteefl2 og muligvis 20 uger

Andringer i EORCT-score ved 0 og 12 uger

Terticere
Opna farmakokinetiske data vedragrende vitamin etgitravengst pa cancerpatienter med
dissemineret sygdom

Efter PCWG2(86) males haemoglobin, LDH, basisk fiasfa og PSA med 3 ugerscyklus (PSA dog
undtaget i uge 3 grundet biopsi) samt ved follow-up

8. Sikkerhed

8.1 Vitamin C (IMP) infusioner:

Der er ikke observeret gget mortalitet af peradhinistreret VC.(88). Bivirkninger til p.o. VC i
store doser (op til 15g/dag) er rapporteret i fafoxaluri, mave-tarmgener, glycosuri og treethed.
Doser pa 1-2g p.o. har ikke afstedkommet gene@(§9;

Vitamin C mangel efter ophgr med infusionsbehamgdéinnaevnt som mulig bivirkning i
produktbladet for VC. Evidensen for dette er iklebmdersagt(83). Alle forsggspersoner modtager
p.o. VC tilskud (500mg/dag) fra dagen for den f@iafusion og indtil uge 26 i studiet.

Der er et kasuistisk tilfeelde med oxalatnyresten &omplikation til store VC doser,
komplikationen ma betragtes som sezerdeles sjeeldest, stort prospektivt studie har ikke vist gget
risiko for nyresten hos maend, som indtog >1500mgod@agligt,(91). Andre studier indikerer, at
oxaluri indtreeder ved p.o. VC-doser pa 1-2 gramigg§2). Langtids IV administration af VC til
haemodialysepatienter (750mg/uge) har ikke medfgestensdannelse(93).

Pa kasuistisk niveau er der ikke beskrevet alvettiyirkninger af IV VC doser pa 1,25g til raske
forsggspersoner(82). Doser pa op til 60g givetaiicerpatienter er ogsa talt uden gget
morbiditet(14;15;50). Riordan et al. infunderedenitjgt VC doser fra 57,5g til 115g til 6
cancerpatienter i 13 uger uden bivirkninger. Edia$e patienter ndede peakkoncentrationer pa
158mg VC/dI (8,97mM VC)(19). Et nyligt single centase-I dosiseskaleringsstudie med 3
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ugentlige VC infusioner (0,4-1,5g /kg) til 24 carngatienter fandt kun fa og milde bivirkninger
(hovedpine, kvalme, svimmelhed, treethed, radme ageproblemer) og ingen ikke-reversible
haendelser(94).

Aktuelt anvendes i privat regi i Danmark et regimed intravengs administration af vitamin c i
doser pa op til 100g over 2-3 timer, uden andréloiinger end tarst og risiko for veeskeoverskud i
patienter med hjerteinsufficiens. En dansk kvinagmravariecancer har modtaget 715 infusioner
med vitamin ¢ i doser fra 25-100g ugentligt i enipde pa 3 ar, uden observerede systemiske
bivirkninger.(95)

Kredslgbsbivirkninger:

Veaeskeoverskud og vaeskeretention kan for hjertesmeesentere et helbredsproblem, hvorfor
forsggspersoner med NYHA>2 og/eller nedsat nyrdfankkke inkluderes. Ved kontrol af
elektrolytstatus, klinisk undersggelse for gdentplungestase og aktiv udspgrgen til andengd (se
CRF) sikres mod helbredstruende vaeskeoverskud.

Hemolysis:

Forsggspersoner med Glucose-6-phosphat dehydragereamyel (G-6-PDM) kan ikke indgd i
studiet pga. risiko for haemolyse.(96). Screeningde-PDM udfares som rutineundersggelse vha.
en vengs blodprave pa Klinisk Biokemisk Afdelinggri¢v, Danmark.

Haemolyse hos personer uden G-6-PDM er lidet satigspmend forsigtighed bgr udvises ved
infusion af potentielt prooxidative stoffer. Deraar hypotetisk risiko for, at en evt. cytotoksisk
effekt af IMP kan medfare tumor-lysis-syndrom, ona éette syndrom er meget sjeeldent i
PCa(97). P-LDH males efter hver infusion for at keletektere haemolyse.

Sikkerhed af IMP:

Den infunderede maengde Na-ascorbat er hypertortilfieedel af 340mmol Naved infusion af 60
gram Na-ascorbat, og vil afstedkomme tgrst. Forsergsner opfordres til at drikke rigeligt pr. os.
Natrium, ascorbat og vand udskilles renalt, og e@éhfusionshastighed p& 340mmol‘Kiane i
1001ml vand kan hjerte-nyre raske forsggspersaekille denne veeske og eletrolytoverskud med
gget diurese.

Den infunderede oplgsning (60 gram Na-ascorba®i i€otonisk glucose) anses for fysiologisk
sikker ud fra fglgende betragtninger:

* pH - neutralt pH med stor bufferkapacitet

e volumen — 1001 ml infunderet over 1 time i forsggspner uden anamnese med
inkompenseret hjertesygdom, iskeemisk hjertesygdtanre/resvigt anses for et sikkert
volumen

» ascorbatdosis — erfaringerne er belyst i 'sikkesfeddnittet

» additiver — glucose og vand tolereres i neevnterd@seIMP leveres i haetteglas til
engangsbrug, er der ikke krav om konserveringsmidle

De beskrevne sikkerhedsprocedurer i aktuelle stedisammenlignelige med det nylige fase-1
studier pa IV VC af Hoffer et al.(94)

Farste og anden dosering er stadig af sikkerhedghdastdoser. |1 uge 1 anvendes 5 g (indgivet
over 30 min) oplgst i 500 mL isoton glucose, dwendret ift. godkendt protokol og i uge 2
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anvendes 50% af maldosis (indgivet ved normal glastl), dvs. 30 gram oplgst i 500 mL
steriltvand mhp samme osmolaritet som maldosis.

Tilstande med gget jernabsorption (haemokromatose).

Ved besgg 0 / prestudy males p-jern, p-transfegip-ferritin, og transferrinmaetningen beregnes
som: Transferrinmetning = ((p-jern / (2 x p-tramafe x 100).

Séafremt denne ligger <55% har patienten for ikkenbégomatose.

Jernophobning monitoreres med p-ferritin i ugeB2, (16 - for pt. som fortseetter med C-vitatin
infusioner), 20,26 og 52, og safremt denne ikkerstigeer 1000 ug/l, gares ikke yderligere tiltag
idet patienter med cancer vanligvis har forhgjgattianiveau (normal op til 300) og risikoen for
udvikling af leversygdom ikke er til stede ved fémniveauer under 1000 ug/I

Blodpraverne s-haptoglobin og bilirubin udgéar afgmaeteren “jernstatus” (fra tabel 1 og 2 i
tilfgjelse 6 af 16/9-2010), idet der monitores nieditin jf. ovenstaende.

Safremt investigator i gvrigt skenner stigningemrkaat, men under ovennaevnte graense, kan der
suppleres med p-jern, p-transferrin, p-ferritinpgansferrinreceptor mph. diagnostik pa mistanke
om jernophobning af hensyn til sikkerheden.

Andre bivirkninger:

Der er en lille risiko for kemisk thrombophlebitisd indstiksstedet i armvenen. Personlige samtaler
med patienter, som har modtaget VC infusioner iadik at selv patienter med skrgbeligt bindevaev
og vener pga. darlig almentilstand og kemoteragildent oplever thrombophlebit sekundaert il
infusionerne. Der er i produktresumeet for ascaynia beskrevet risiko for kemisk cystit, denne
komplikation har ikke kunne genfindes i litteratore

Da den infunderede opl@gsning er hyperton, oplearga tarst i forbindelse med infusionerne, og
forsggspersonerne opfordres til at drikke rigaligiler og efter behandlingen.

8.2 Prostatabiopsier:

Prostatabiopsier til genekspressionsanalyse udhehte 18G nale, ultralydsvejledt transrektal
ultralydsskanning (TRUS). Der udtages 4 biopsier lweer biopsitagning. Alle forsggspersonerne
har tidligere faet foretaget undersggelsen somdedes primeere cancerudredning. Metoden er en
rutineprocedure i urologiske og radiologiske afioigdir med fa bivirkninger (haematuri, haematokesi,
ubehag og infektionsrisiko). Infektionsrisikoencar 0,5%, og alle forsggspersoner gives
antibiotikaprofylakse i form af tb. ciproxin 500r8g.(98)

8.3 Radionucleotid knoglescintigrafi:

Knoglescintigrafi udfgres som rutineundersggelsKlpask Fysiologisk Afdeling,
Herlev Hospital. En scintigrafi bestar af injektiahsporstof (T&), fordeling af sporstoffet og
ophold foran gammakamera, i alt et tidsforbrug @a3ctimer.

Der er ingen seerlige risici eller ubehag, og deniatstrerede radioaktivitet (4-
5mSv/scintigrafi) medfarer ikke gget risiko for $agspersonernes helbred, specielt ikke nar deres
alder, morbiditet og forventede overlevelse tagastiagtning.
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8.4 Forsikring:

Alle forsggspersoner (eller efterladte) er deekk&tagientforsikringen
(Patientforsikringen, lov 547 af 24/06/2005, kap8B89), safremt de pafgres permanent skade i
forbindelse med forsggsdeltagelsen.

8.5 Forsinket henvisning til kemoterapi:

For at undga hildet behandling og eventuel fordihlemvisning til andre
behandlinger, som ville medfare eksklusion fra dégeele studie, sikres forsggspersonerne uvildig
kontrol. Alle forsggspersoner fortseetter deres mbemambulante kontrolforlgb i Urologisk
Ambulatorium, Herlev Hospital hos en laege, som i&kélknyttet aktuelle studie. En eventuel
beslutning om at tilbyde forsggspersonen kemotesiapgivet fald blive taget af en uafhaengig
laege. Som udgangspunkt kontrolleres patienter mestatacancer hver 3. maned i det normale
ambulante forlgb.

8.6 Procedurer for ugnskede og alvorlige ugnskede h  aendelser:

| hvert enkelt tilfeelde vurderes det, om haendetsarlateret til IMP (serious adverse drug reaction
(SADR)). Der er ikke nogen specifik antidot til IMRvorfor behandling af eventuelle bivirkninger
vil veere symptomatisk.

Serious adverse events (SAE), serious adverserdaatjons (SADR) og suspected unexpected
serious adverse reaction (SUSAR) defineres i hehitildCH-GCP(99) guidelines.

Heaendelser, som medfarer indleeggelse, forleengeladladggelse, dad, er livstruende eller
resulterer i betydelige eller vedvarende invalidéiéer uarbejdsdygtighed, klassificeres som SAE.
Safremt sammenhaeng mellem behandling med IMP odédisenikke kan udelukkes, klassificeres
denne som SADR eller SUSAR.

Undtagelser:

Da forsggspersonspopulationen er cancerpatienteéfomeentelig hgj morbiditet og nogen
mortalitet, ma en del udsving i helbredstilstancbakemiske parametre forventes, som en naturlig
del af deres sygdom. Nedenstaende fund betradtesdm SADR, SUSAR eller SADR, men som
AE eller SAE:

Haemoglobin

Anagemi er en almindeligt forekommende observatioh petienter med dissemineret cancersygdom,
kendt som anaemi ved kronisk sygdom. Anaemien eskypt til moderat med Hgb = 5,5 -
6,5.mmol/L

Adverse event (AE) klassificeres som Hgb <8,0 mimag indrapporteres til leegemiddelstyrelsen
ved forsggets afslutning.

Serious adverse events (SAE) klassificeres som<gjsp mmol/L eller 4,5>Hbg<6,0 mmol/L med
samtidige aneemisymptomer som medfgrer indlaeggglééodtransfusion. Denne indrapporteres
sammen med vanlig arlig afrapportering til Viderséiisk Komite og Leegemiddelstyrelsen.
Mistanke om relation til IMP (SADR eller SUSAR) sep ved Hgb-fald pa >0,1 mmol/L pr. dag
og/eller samtidig biokemiske tegn pa haemolyse.
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Elektrolytderangement (Na', K*, C&"):

Mindre:

Definition: fraveer af kliniske symptomer (feber pgoyhyperrefleksi, abnorm tgrst, tremor, nedsat
muskelkraft, lammelser, cerebral slgring, abnoriGEoliguri/anuri/polyrui) og N&(130-

160mM), K' (3,0-5,5mM), C&' (1,02mM-1,45mM) (abnorme Eaveerdier kan accepteres, safremt
disse har veeret kendt ved inklusionen).

Behandling:

Ingen, en del variation i elektrolytvaerdier ma femtes i populationen pga. infusioner med IMP,
svingende aktivitet i grundmorbus og eventuel gidlehde behandling med bisphosphonater.

Prostatainfektion:
Definition: Temperatur >38;, gmhed af prostata eller klinisk mistanke omktiée indenfor 7
dage efter bioptering af prostata.

8.7 Rapportering af bivirkninger og haendelser

Alle bivirkninger og haendelser (ADR, AE, SADR, SAiR)irapporteres arligt til
Laegemiddelstyrelsen.

ADR, SADR, AE og SAE vurderes ud fra NCI-CTEP adeeevents reporting guidelines og
rapporteres via sponsor-investigator til Leegemistyetisen vha. LMS formular
(http://www.laegemiddelstyrelsen.dk/1024/visLS Adlilasp?artikelID=11519)

8.7.1 Afslutning af forsgget for tid:

Forsggspersonerne ekskluderes fra protokollefaalitie af:
IMP-relaterede serious adverse events
Intolerable bivirkninger til prostatabiopsier
Hastigt aftagende performance, som ikke tilladebalant forlab

Safremt standardbehandlingen for hormonrefraktastatacancer eendres og denne behandling
ikke tillader inklusion i aktuelle protokol.

Bivirkninger:

Nedenstaende bivirkninger registreres, men medfamerudgangspunkt ikke eksklusion af
forsgget:

Mindre elektrolderangement

Lokalt sdem

Mave-tarmgener (flatus, obstipation, kvalme)

Treethed

Oxaluri

Lokal thrombophlebit

8.8 Suspected unexpected adverse reaction (SUSAR)

SUSAR'’s rapporteres elektronisk til
http://www.laegemiddelstyrelsen.dk/1024/visLSArtiesp?artikelID=10964
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(Leegemiddelstyrelsen) af sponsor-investigator inddage. SUSARs dokumenteres pa relevante
CRF.

Rapporteringsperiode:

Der rapporteres til sidste dage i forsggets ugeé\B.elimineres hurtigt, og der forventes ikke
nogen blivende effekt af stoffet. Desuden er fospegsonerne uhelbredeligt syge cancerpatienter,
hvorfor der ma forventes en del events som en iiatlel af sygdomsprogressionen.

9. Investigational medical product (IMP):

Fremstilling:

Al produktion, pakning og etikettering varetage€ahtralapoteket, Region Hovedstaden, Danmark
(Region Hovedstadens Apotek, Steril Serieproduktiofiane Maries Vej 16, 2100 Kgbenhavn @,
Danmark).

Fremstiller autorisationskode: 389

Isotonisk glucose (Glucose Isotonisk SAD ATC: BO9BA anskaffes fra Centralapoteket, Region
Hovedstaden, Danmark.

Sterilt vand skaffes fra producentet B.Braun edigs@gning om importtiladelse fra
Laegemiddelstyrelsen

Specifikation af IMP:
960 flasker indeholdende 20g Na-ascorbat (500mglom)l (referet som ‘Active additive, 20Q’)

pH af 20,0 gram Na-ascorbat (0,1136 mol) oplasinidvtil et volumen pa 40ml er ca. 7,0.

Bestilling og opbevaring:
Ved administration af 5,0g, 30,0 og 60,0g Na-asabrdosiseskalering doseres fra oplgsningen
indeholdende 20g Na-ascorbat.

Efter levering af hvert batch opbevares dette il&fisk Ambulatorium, HA122, Herlev Hospital
ved 2-8 grader C i alarmovervaget, aflast kgleskdtl brug.

Bestilling og opbevaring:
Isoton glucose tages fra Urologisk Afdelings nomraber.

Vitamin C er kun stabilt, s&fremt det opbevaresrskeefor UV straler, hvorfor Vitamin C
oplgsningen opbevares i forseglet flaske indtildaeibart far infusionen. Her tilseettes den
infusionsposen med isotonisk glucose og infundieregsnfor 3 timer. Der bruges en steril 50cc
sprgjte og aseptisk teknik til at tilsaette "actadglitive’ til oplgsningen.

Efter levering af hvert batch opbevares dette il&ffisk Ambulatorium, HA122, Herlev Hospital
ved stuetemperatur indtil brug.

Compliance:
Al forsggsmedicin, fraset peroralt vitamin c tilskigives som intravengs infusion, og denne
administration dokumenteres pa CRF.
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Al udleveret medicin (peroralt vitamin c tilskud)klimenteres, og ved follow-up besgget i 26. uge
indsamles glasset og evt. ikke-forbrugt medicirenss.

10. Effektmal og beskrivelse af anvendte metoder

10.1 PSA, knoglemarkgrer og andre vengse blodprgver

Alle blodpraver ekskl. p-VC og G-6-PDH udfares sautineblodpraver pa Klinisk Kemisk Afd.,
Herlev Hospital.

Serum-PINP, bALP og YKL-40 blodprgver skal dog cémgeres og fryses ved -80grader
umiddelbart efter udtagningen, inden efterfglgeamdayse vha. ELISA.

Urin-NTx praver fryses i portioner af 2ml umiddetbafter prgveafgivningen.

Totalt blodvolumen afgivet af forsggspersonerne:
10 uger: 133 ml
20 uger: 230 ml
52 uger: 277 ml

Tallene er kumulative, og den samlede maengde ligiea til analyser er ca. 277ml pa et ar,
hvilket ikke udgar nogen helbredsrisiko for forgggsonerne.

10.1.1 YKL-40 og CRP

For at kvantificere det inflammatoriske respons tmder og efter behandlingen, males markgrerne
YKL-40 og CRP (C-reaktivt protein) i uge 0, 12, @@ 26.

Forhgjede niveauer af fornaevnte inflammationsmankiaar vist sig at veere associeret med senere
udvikling af bl.a. mamma- og coloncancer. Der syategere nogen specificitet forbundet med de
to markarer.

Udviklingen i inflammationsmarkgarer i dissemingpebstatacancer i forbindelse med
antioxidantbehandling har ikke tidligere veeret usdet.

Undersggelserne kan udfgres pa det i forvejen adiamiudtagne blodvolumen og medfarer ikke
yderligere ubehag for forsggspersonerne. Analyseridges pa KBA, Herlev.

10.2 Radionucleotid knoglescintigrafi (RBS):

RBS udfgres som standardprocedure p& Klinisk Fygisk Afdeling, Herlev Hospital. T&HDP
RBS kan bruges som markar for meengden af ossgsstasdr. Traditionelt har 2 metoder veeret
anvendt til at vurdere maengden af knoglemetaspEsRBS:

a. Diskret semi-kvantitativ gradering a.m. Solowagd inddeling i graderne 1-IV(69)
b. % PABS (positive area on bone scan) eller B8hébscan index), som ved manuel udmaling og
indtastning i custom software(70;100)

En tredie metode, som omfatter kvantificering aalttumorbyre, knoglespecifik distribution og
antal hotspots er aktuelt under udvikling af Exdmagnostics AB, Sverige Urologisk Afdeling,
Herlev Hospital. Metoden er baseret pa neuraleaagttil computer-assisted-diagnosis og
almindelige RBS kan inputtes i interfacet.
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10.3 Klinisk observation:

ECOG-performance score bestemmes ved aktiv udspaggrov klinisk
undersggelse ved hvert besgg.

Kliniske observationer for cerebral funktion, gdentdens, hjerte-lungestatus,
smerter, cutane forandringer og vitalparametredfipyi/puls) dokumenteres ved hvert besgg.

Anamnestisk information om ovennaevnte parametire si&d aktiv udspgrgen.

10.4 Urinanalyse for oxidative DNA-skade:

8-oxo-guanin-nivauer males i dggnurin under betiageh med vitamin c, vha high
power liquid chromatography (HPLC) tandem masstspe®try(43). Forsggspersoner far
udleveret beholdere til opsamling ved inklusiongri nge 11, saledes at dagnurin indsamles
umiddelbart far uge 1 og uge 12. Forsggspersoost fartsaetter i uge 13-20, skal opsamle og
aflevere dggnurin umiddelbart far sidste behandivegl vitamin c i uge 20.

10.5 Overlevelsesanalyse og statistiske metoder:

Information om et- og femarsoverlevelsen kan ekstres fra journalmateriale og
Landspatientregistret, selv efter studiet er ophgrt

Kaplan-Meyer life-test bruges til sammenligningpaérlevelsestider mellem stratificerede grupper,
typisk non-supervised clustering af geneksprespiariter.

En Cox proportional hazards anvendes til besteneradliazard ratios mellem grupper mht.
demografi og surrogatmarkgarer.

Effektparametrenes (PSA, basisk phosphatase, agedrigkelettets tumorbyrde) betydning i
forbindelse med vitamin ¢ behandling kan estimghes multivariat regression, typisk i en Cox
proportional hazards model. Materialets starre8€3 (uligger dog ikke en model med mange
variable.

Far- og efterbehandlingsanalyse af de naevnte pHekinetre kan udfares vha. en ikke-parametrisk
test, typisk Wilcoxon eller Mann-Whitney.

Styrkeberegning:

Der er ikke nogen tidligere studier, hvorfra resgetraf PCa ved VitC behandling kan estimeres.
Som nulhypotese i styrkeberegningen antages datf®SA-respons efter 12 uger ikke adskiller sig
fra Docetaxel-behandling, som beskrevet i TAX-32et(87)

10.5.1 Styrkeberegning for detektering af PSA-gendri  nger:

a = 0,05 (tosidet)

=0,2« Power =1-0,2=0,8

Standard afvigelsen af PSA ved inklusion (s): [@stl forsggspersoner antages at have PSA
mellem 10 og 150ng/ml ved inklusion. Antages PSkaate normalfordelt i populationen, saettes
standard afvigelsen til 30ng/ml.

MiReDif (mindste relevante differencé&)50ng/ml
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Antal kreevede forsggspersoner bestemmes ud frdastitomogrammer(101) og givet de
ovenngzvnte antagelser, kreeves ca. 80 forsggspefspaepavise en MiReDif af PSA pa 50ng/ml.

10.5.2 Styrkeberegning til detektering af eendringer | knoglemetastasebyrde

Der ligger ikke tidligere undersggelser med kvacgiing af knoglemetastaser som effektparameter
i behandlingen af prostatacancer. Tidligere stuldérorugt semi-kvantitative metoder sa som mere
eller mindre end 5 hotspots eller rent kvalitatnederinger (progression/ikke progression).

Den pateenkte metode maler den procentuelle invialyéprocent af det samlede skelet. MiReDif
seettes her til fraktionen 0,025, svarende til a,&86-point aendring i knoglemetastasebyrden er
klinisk relevant.

Standard afvigelsen af den procentuelle involveenikke vel belyst, men i studiet af Erdi et.
al.(70) fandtes en standardafvigelse af bone suexi(BSI) pa 0,0345 i et forholdsuvis lille
materiale.

a = 0,05 (tosidet)

=0,2+ Power =1-0,2 =0,8

S:0,0345

Standard variation: 0,025/0,0345 =0,72

Antal kreevede forsggspersoner bestemmes ud frdastitomogrammer(101) og givet de
ovennavnte antagelser, kreeves ca. 65 forsggspefepaépavise en MiReDif af BSI pa 0,02.
Beregningen er behaeftet med den usikkerhed, alat@dafvigelsen pa BSI bygger pa et meget lille
materiale. Denne styrkeberegning skal ses i lyiseit studiet har et overvejende eksplorativt sigte

10.5.3 Styrkeberegning til detektering af eendringer | knoglemarkgarer:

Basisk phosphatase, knoglespecifik basisk phospdatél x og PINP udviser stor variation i
tidligere materialer, med standard-afvigelser ag&dan starrelse, at pavisning af klinisk relevante
differencer ikke ngdvendigvis kan pavises. Dermateriale fra Brasso et al pa 153 patienter kunne
pavises signifikante forskelle i bALP samt PINPaafigig af metastasebyrden pa
knoglescintigrafi(80). Om der kan pavises signifiteaforskelle i et materiale pa 80 patienter er
usikkert, men maling af de beskrevne biomarkgesrej primaert et eksplorativt formal, hvor de er
medtaget.

10.5.4 Styrkeberegning vedrgrende microarray analys e

Der er ikke tidligere lavet microarrays i forbingelmed antioxidantbehandling af cancer.
Microarrays har heller ikke vaeret anvendt i klimiskudier pa prostatacancer til segmentering af
respons.

| langt de fleste studier indenfor prostatacanceamdre solide tumorer, hvor RNA-ekspressions
microarrays anvendes til at segmentere forskediggper (unsupervised clustering), indgar kun et
lille antal patienter, typisk 12-30 (102;103).

Principielt set skal en styrkeberegning pa genalsspion udfgres pa hver enkelt gen, men da
variansen af genekspression for de forskellige gelnes patienter med kastrationsresistent
prostatacancer ikke kendes, kan denne beregnieguittfgres.

Som tommelfingerregel betragtes datasset med méisaBiples” dog som store, og i da der i dette
forsgg teenkes anvendt mere end 160 samples, nssatttbetegnes som stort, det eksplorative
formal taget i betragtning.
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En variansratio pa 4.0 mellem den naturlige var&genet og varians som fglge af
maleusikkerhed, vil typisk kreeve ca. 50 samples(¥@do = 0,01 (tosidet) og
B=0,05«> Power = 1-0,05 = 0,95 for at kunne pavise forgelhiveauer af genekspression.

10.6 Vitamin C farmakokinetik:

Vengse blodpraver til bestemmelse af p-VC udtagésille ved de beskrevne besgg (se tabel 1).
Blodpragver udtages ca. 30 minutter efter infusioeetilendebragt.

Alle blodprgver til bestemmelse af p-VC behandas deskrevet i bilaget ‘'VCSampling_bedside’
og der dokumenteres pa CRF. Behandlede prgver apmved -8TC i op til 5 ar uden tab af
ascorbat. Prgverne analyseres vha. HPLC(105)

10.7 Micro array genekspressionsanalyse:

Cancerveev fra prostatabiopsier isoleres vha. LCMarggares efterfaglgende mRNA isolation og
amplifikation far genekspressionanalyse med Affyireégene Chips U-133A 2.0.

RNA-amplifikation, hybridisering og microarrayansé/geres pa RH Microarray Center, Klinisk
Kemisk Afdeling, Rigshospitalet (www.rh-microarragm). Analyse, normalisering, clustering mv.
geres vha. dChip softwaren

Inter-array normalisering kan ggares via veevspravéande ubehandlede forsggspersoner.
Alternativt haves en biobank i Urologisk Afdelingerlev Hospital, med vaevsprgver fra andre
stadier af PCa.

Genekspressionsanalysen kan bruges til at idegrifidifferentielt regulerede gener i relation til
behandlingen med vitamin C. Kandidatgener kan eadisl p& andre platforme (RT-PCR/Western
Blot) og efterprgves i andre studier/modeller.

Ved anvendelse af unsupervised analyse af allecdgkarrelation af disse til klinisk respons og
cancerfeenotype, kan genetiske netveerk for PCamespma antioxidantterapi etableres. Hermed er
yderligere down-stream analyser af cancerrespanskgt.(106)

Genekspressionsanalysen kan bruges til profileafrfgrsggspersoner med godt og darligt respons
pa behandlingen, med henblik pa evt. senere stextiig af patienter.

10.7.2 Genekspressionsanalyse fra lymfocytter

Til kortleegning af forsggspersonernes ikke-tumaterkede arvemateriale anvendes
genekspressionsanalyse pa RNA ekstraheret fra bytiéo i helblod.

Der anvendes PAX-Gene RNA Blood glas (107) til oplsag af fuldblod fra forsggspersonerne.
De 2.5ml, som glasset indeholder analyseres domasstaf 3. part (Aros, Aarhus, DK). Der kan
fra de 2.5ml fuldblod udvindes mere end 1 picogRiINA.

Dette RNA analyseres vha. Affymetrix ST 1.0 Gengp€I®, hvortil der skal bruges 100ng RNA.
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10.8 Histopathologi:

Hver 18G biopsi placeres med det samme i 1ml RMAIG&RmMbion, Austin, USA) og inkuberes ved
4°C i ca. 12 timer, inden prgverne overfares til*Q@ller -80C, hvor de kan opbevares i mindst 5
ar uden tab af RNA. Prgverne kan ved analyse fissefissue-Tek(R) OCT ved -8D, skaeres i
8uM snit og farves med H&E til almindelig histoplaig (gleason sum).(108) Resten af
veevsprgven kan opbevares ved®’@dil seneres LCM og RNA-ekstraktion.(109)

10.9 Laser Capture Microdissection:

LCM udfgres pa 5-8uM snit af prostatabiopsier iatisi Tissue-Tek OCT. Eferfglgende placering
pa microslides, farvning og dehydrering sker jfctirus protokollen(110). RNA udbytte og RIN
males pa Agilent Bioanalyzer inden analyse pa naicays.

11. Source data management — CRF listing

Nedenfor fglger liste med CRF-dokumenter. | parepteangivet placering af source data
(Kildedata). Der planleegges eCRF i samarbejde n@d-énheden, Region Hovedstaden. eCRF
via Open Clinica tillader direkte input i datab&sed audit trail, og output i .csv-format til SAS
eller SPSS.

a) Demografi (Kildedata: journal)

b) Medicinstatus (Kildedata: journal)

c) Tidligere behandling (Kildedata: journal)

d) Tidligere behandling, prostatacancer (Kildedatarhal)

e) Vengse blodpraver (Kildedata: web-ice/LABKA Herldwespital, Klinisk Kemisk Afd. RH)
f) Inklusion og eksklusion (Kildedata: journal)

g) Kliniske observationer (Kildedata: CRF)

h) Forsggsmedicin - infusioner (Kildedata: CRF)

i) Billeddiagnostiske data (Kildedata: journal)

]) Microarray data (Kildedata: dChip output)

k) Histopathologidata (Kildedata: journal)

[) Serious adverse events (SAEs) (Kildedata: journal)

m) Suspected unexpected serious adverse reactionA\E8) Kildedata:journal)
n) Vitamin C malinger (Kildedata: malinger, Life KU)

0) Knoglescintigrafidata (Kildedata: Prostscan Sofwyar

p) End-of-study (Kildedata: CRF)

g) Project medications — vitamin C oral supplemenitd@€iata: CRF)

Alle CRF er pa dansk og al dataregistrering ggéedamsk.

12. Etiske overvejelser:

De forventede bivirkninger til hgjdosis Vitamin @Handling er beskrevet i
protokollen, og graden og frekvensen af bivirkninge forventes at vaere minimal. Endvidere er
der planlagt en veesentlig grad af monitoreringpeddgspersonernes kliniske og biokemiske
tilstand. Forsggsbehandlingen méa pa den baggrumkidaeres at veere meget sikker og skansom.

Det beskrevne studie belyser et relevant og meyetralt stof, som pa trods af dette
ikke er velundersggt. Dette studie vil veere dedtBzaf sin art, som undersgger effekten af vitaomin
pa en meget udbredt cancerform (prostatacancdrgr®ider findes en cancercelledreebende effekt
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af stoffet, vil det afstedkomme stgrre, randomidergtudier med mulig stor betydning for den
palliative cancermedicin.

| betragtning af, at Vitamin C infusioner allerdaknyttes som palliativ terapi af
alternativ orienterede behandlere, er det vigtigiuadere effekten af denne behandling pa et oplyst
videnskabeligt grundlag, for at kunne radgive pateog behandlere om denne terapiform.

Et grundigt, klinisk studie kan give videnskabewgeindsigt i vitamin C’s virkning
pa maligne celler, specielt prostatacancer, ogkdplerative mal i studiet kan danne baggrund for
yderligere forskning i humane modeller.

Ubehag og bivirkninger for forsggspersonerne
* Ugentlige ambulatoriebesgg
» Anleeggelse af IV-adgang og risiko for phlebitis
» Blodprgvetagning
» Tidsforbrug ved ambulante besgg (ca. 2 timer)
» Mulige bivirkninger (hovedpine, kvalme, mave-tarmgg traethed)
* Hypotetisk risiko for nyresten
¢ Minimal risiko for haemolyse, ademer og hjertepawink
* Ubehag og infektionsrisiko ved prostatabiopsier
» Tidsforbrug ved knoglescintigrafi (4 x 2 = 8 timer)

Potentielle gevinster for videnskaben
* Undersggelse af cytotoxicitet af vitamin c i et lanhprostatacancermateriale
* Unikke data om genekspression i kastrationsresift€a far og efter antioxidantterapi
» Farmakokinetiske data om Vitamin C i eeldre candepter

Potentielle goder for den enkelte forsggsperson
« Safremt behandlingen virker: bedret overlevelssyaglomsreduktion med et minimum af
bivirkninger
« Teettere overvagning af forsggspersonerne kan sgisyaaigheden for rettidig intervention og evt.
visitation til 2 og 3% line terapi
» Data fra genekspressionsanalyse kan hypotetislebriuggnere, eksperimentielle behandlinger.

13. Ressourcer

Rekrutteringsgrundlag og fysiske rammer:

Urologisk Afdeling, Herlev Hospital, er det starst®logiske center i Skandinavien med et
optageomrade pa over 1 million mennesker. Der gafmres over 35.000 ambulante besgg arligt.
Mindst 700 nye tilfeelde af PCa diagnosticeres ilafdelingen, med et estimeret lidt mindre antal
progressioner til hormonrefraktser sygdom.

En stor del af patienterne med kastrationsresi§t@at vil pa et tidspunkt komme i betragtning til
kemoterapi eller anderi®3ine terapi. Der er dog gode muligheder for atuttere forsggspersoner
til protokollen, som endnu ikke er symptomatiské& tibandre behandlinger, som ikke har
tilstreekkelig performance, eller som ikke gnsken&eerapi.
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Den relativt korte behandlingsperiode (12 ugereget vindue, hvori patienter kan rekrutteres
inden de nar at blive kandidater til kemoterapi ligheden for forlaengelse af behandlingsperioden
kan give flere data og leengere observationstid.

Urologisk Afdeling har alle de ngdvendige logiséskg lokalemaessige faciliteter til gennemfarsel
af et fase-Il studie, herunder udstyr til infusigr@bservation, vaevsprgvetagning og sengefacilitete
til evt. indlaeggelseskraevende bivirkninger. Afdgén har klinisk og laboratoremaessig erfaring i
bioptering og laserdissektion af prostataveev.

Projektet er indrettet saledes, at danner bagdiamet 3-arigt ph.d. studium. Der ansaettes tilalett
formal en lzege som klinisk assistent, som har ngdarfor projektets daglige drift og med direkte
reference til sponsor-investigator.

PhD-stillingen vil endeligt blive slaet op, nar dertilvejebragt midler til at starte projektet.

Biokemi, histologi og genekspressionsanalyse:
Klinisk Farmakologisk Afd., Rigshospitalet og Afdel for Veteringer Patobiologi, KU Life, har
lang erfaring med vitamin C analyser, genekspressigalyse og cellestudie pa antioxidanter.

Urologisk Afd., Herlev Hospital, har laboratorieilggeter til laserdissektion og RNA isolation.

Good Clincial Practice:

Urologisk Afdeling, Herlev Hospital, har stor eiifag med kliniske forsagg, og der foregar pt. ca. 10
kliniske forsgg i fase II-1ll pa afdelingen, heramdt indenfor prostatacancer. Ekstern GCP-
vejledning og monitorering er tilgeengeligt via GERRenden, Region Hovedstaden.

Aktindsigt:

Der gives via fuldmagt fra forsggpersoner aktintsatientjournaler og andet projektrelateret
materiale til GCP-enheden, Region Hovedstaden, haelgelstyrelsen, Datatilsynet og
Videnskabsetiske Komiteer.

14. dkonomi

Det samlede budget er pa ca. 4.300.000 Dkr.
Se vedlagte budget for detaljer.

Der er bevilget 3.947.446 kr. fra Kirsten og Freddhansens Fond.
Der er bevilget 120.000 kr fra Region Hovedstadlestetkning af Ph.D.-studieafgiften.

Der ydes ikke honorar til forsggspersoner.
Der udbetales lgn efter vanlig overenskomstmaeaks til VIP og TAP-personale naevnt i
budgettet.

15. Tidsplan

2009: Fondsansggninger, godkendelse fra relevaynidigheder, implementering af GCP-
procedurer, fremstilling af forsggsmedicin.

2010: Inklusion og behandling af forsggspersoner

2012: 3.-4. kvartal — sidste behandling af sidstedgsperson
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2013: 1 ars follow-up, genekspressionsanalyser
2013-2014: Dataanalyse, sammenskrivning og pultiger

16. Registrering:

Projektet skal anmeldes og godkendes ved fglgernyaeigheder/organisationer:
De Videnskabsetiske komiteer for Region Hovedstaden

EudraCT — EU Community Clinical Trial System

Clinical Trials (http://clinicaltrials.gov)

Laegemiddelstyrelsen

Datatilsynet

17. Publikation og rettigheder:

Alle resultater, savel positive som negative fumid.ifarmakokinetiske data vil blive forsggt
publiceret i internationale, peer-reviewed tidsb&ri

Forfattere vil veere investigator og co-investigatétorfatterraekkefglge aftales internt, sponsor-

investigator beslutter raekkefalgen, safremt deroserensstemmelser.

Alle data indsamlet i dette studie, inklusiv datalbiokemi, vaevsanalyser, microarrays og lignende

tilhgrer de i protokollen neevnte investigatoregpektive afdelinger.

18. Interessekonflikter:

Ingen af investigatorerne eller sponsor har priiedenmercielle interesser i
behandlingsmodaliteter eller farmaceutiske produkiterendt i dette studie.

Ingen medlemmer af projektgruppen modtager gkorosi@tte fra private virksomheder med
kommercielle interesser i vitamin c.

Det omtalte projekt er baseret pa ikke-kommerdigrsiering.
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Tabel 1 - Samlet oversigt over blodprever og evrige undersogelser

|Uge 13 - 20forsat: kun hvis kriterier herfor er opfyldt (PSArespons) |

L_ Fer [ ‘Uge1 ‘Uge2 ‘UgeS ‘Uged ‘uQes ‘Ugeﬁ Uge 7 ‘UgeB Uge 9 ‘uQem ‘Ugeﬁ ‘uQe 12 ‘Uge 13 ‘Uge 4 ‘15uger Uge 16 ‘Uge']? ‘Uge18 ‘u9919 Uge20-‘Uge2D ‘UQezs Uge 52
Uge 0 forsast

Elodprever - Rutineanalyser KBA Herlev

Hgb x X x X X X x X x X
Leucocytter x X X X x X x X X
Koag f 247+10, % + INR [x X

LDH x X X X X x X X X X X X X X b X X x X
Bas fosfat. x X x X b X X X x X
K* x X x X X X X X x X
Na® x X x X X X X X x X
Creatinin % X x X x X X X x X
Bilirubin x X X x X b X X X x X
ASATIALAT x X X X X X x X X X
Albumin x x x X X X X X x X
Urat X X X

phosphat x X X

Jemn x

Ferritin x X x X X X x X x X
PSA x X X X X X X X X
Transferrin x

Ca®t x X x x X X X % X X
CRP x X x x x
Haptoglobin x X X

Blodpraver - Ruti ly SSI/RH

Testosteron X

G-6-Pdh-screening X

[Blodpraver - Specielle

plasma-VC x X X X X x X X X X X b X X b X X x X
bALP x X X X x X
PINP x b X X x X
YKL-40 x b X X x
Lymfocytter (biobank) x b X

URINpraver

U-NTx ANDEN SPOT x X X X X X
U-8-oxoguanidin DEGN  |x X X

@vrige scoringer / undersegelser

ECOG x x X x X x X X X X X x x x x x x X x X x X
EORCT Core+P25 X X

Prostatabiopsier X X X

Knoglescintigrafi x X X X
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