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Oprava mutagenniho poskozeni DNA

Oblast techniky

Predlozeny vynélez se tyka pouZiti equolovych, dehydroequolovych a
isoflav-3-enovych a isoflavanovych sloucenin v podpote opravy mutagenniho

poskozeni DNA.

Dosavadni stav techniky

Metalothioneiny (MT) jsou proteiny, které jsou syntetizovany nebo v
nadbytku exprimovany v reakci na psobeni ¢inidel poskozujicich DNA,
napriklad ultrafialového (UV) zafeni (Hansen et al., 1997). Ve vétsiné studii na
svitatech a tkanovych kulturach byly k indukci metalothioneindl pouZity vysoké
davky zafeni, a proto je t&7ké extrapolovat tyto vysledky na nizké hladiny nebo na
opakované expozice UV zéteni u lidi (Cai et al., 1999). Indukovana syntéza
metalothioneind je povaZovana za jeden z mechanismil Ggastnicich se adaptivni
reakce na vystaveni nizké davee UV zafeni a zvy$ené hladiny metalothioneinil
jsou spojeny s ochranou pted UV zéfenim a jsou pravdépodobné zprostiedkovany
skrze vychytavani reaktivnich kyslikovych radikali (ROS) v kizi (Hanada et al.,
1992). Metalothioneiny jsou také zapojeny do ochrany vi&i imunosupresivnim
Geinkim UV zafeni na bufikou mediované odezvy, jak bylo demonstrovano u
knock-out mysi s MT=I a Il (Reeve et al., 2000). UV zéfeni indukuje v
keratinocytech a dermélnich fibroblastech imunohistochemicky detegovatelné
metalothioneiny, a to soub&Zné s fotoelektrickou produkei p53, coz naznacuje, Ze

tyto proteinové systémy jsou systémy ochranné a ve své funkci komplementarni.




Metalothioneiny jsou v koZnich fibroblastech detegovatelné od 2 hodin po
expozici UV zéfeni (Anstey et al., 1996).

V soudasnosti jesté projednavané mezinarodni patentové piihlaSce
PCT/AU03/00427 a WO 98/08503, jez jsou zde zahrnuty v odkazech, jsou
popsany equolové, dehydroequolové, isoflav-3-enové a isoflavanové slouceniny a

zpusoby jejich ziskavani.

Podstata vynalezu

Expozice kiize UV zéafeni zpisobuje poskozeni DNA, coz miiZe zplsobit
karcinogenezi. Nejb&Zng&j§im tumorem u lidi je bazocelularni karcinom (BCC)
nasledovany skvamocelularnim karcinomem (SCC) a fidCeji malignim
melanomem. Pfedkladatel této ptihlasky zjistil, Ze kdyZ se slouCeniny
predloZeného vyndlezu aplikuji na kiiZi, tak se zvysi produkce metalothioneinti v
kiiZi, a to zv14sté v bazalni vrstvé ozafené kiiZe.

Jak bylo uvedeno vyse, metalothioneiny ovliviiuji a podporuji opravu
mutagenniho poskozeni DNA kliZe vystavené UV zafeni.

PredloZeny vynalez popisuje pouZiti equolovych, dehydroequolovych,
isoflav-3-enovych nebo isoflavanovych struktur pro ochranu kiize pred
mutagennim poskozenim DNA, které je spojeno s expozici UV zafeni.

PredloZeny vynalez déle popisuje pouZiti equolovych, dehydroequolovych,
isoflav-3-enovych nebo isoflavanovych struktur pro zvySenou expresi
metalothioneint v kizi, zvlasté v bazalni vrstvé kize.

PredloZeny vyndlez se déle tyka zplisobu ochrany kize pted UV zafenim
indukovanym mutagennim poskozenim DNA a zahrnuje aplikaci pfipravku na
kbzi, pfi¢emz tento piipravek obsahuje jednu nebo vice equolovych,

dehydroequolovych, isoflav-3-enovych nebo isoflavanovych slouCenin ve smési s




dermalné pfijatelnym nosicem.

Isoflav-3-enové a isoflavanové slouceniny maji obecny vzorec II,

(I

kde skupiny Ry, R,, R; a Ry jsou nezavisle vodik, hydroxyskupina, -ORo,
-OC(O)R g, ~-OS(O)R 9, -CHO, -C(O)R 9, -COOH, -COzR 9, -CONR R 3, alkyl,
halogenalkyl, arylalkyl, alkenyl, alkynyl, aryl, heteroaryl, alkylaryl, alkoxyaryl,
thioskupina, alkylthioskupina, aminoskupina, alkylaminoskupina,
dialkylaminoskupina, nitroskupina nebo halogen nebo

skupiny R; a R, jsou definovany vyse a R; a R; spole¢né s uhlikovymi atomy, k

nimZ jsou navazany, tvoii péti¢lenny kruh vybrany z kruht
0}
-
0 0
= =

skupiny R; a R4 jsou definovany vyse a R, a R3 spole¢né s uhlikovymi atomy, k

T

nimZ jsou navazany, tvoti péti¢lenny kruh vybrany z kruhid

T><O _ O _—
o nebo
T 0/|< :<OI
skupiny R; a R, jsou definovany vy3e a R3 a R4 spole¢né s uhlikovymi atomy, k

nimz jsou navazany, tvoii pétilenny kruh vybrany z kruhi




a kde

skupiny Rs, Rg a R; jsou nezavisle vodik, hydroxyskupina, -ORy, -OC(O)R,
-OS(O)Rp, -CHO, -C(O)R 9, -COOH, -CO.R ¢, -CONR R, alkyl, halogenalkyl,
arylalkyl, alkenyl, alkynyl, aryl, heteroaryl, thioskupina, alkylthioskupina,
aminoskupina, alkylaminoskupina, dialkylaminoskupina, nitroskupina nebo
halogen,

Rg je vodik, hydroxyskupina, alkyl, aryl, aminoskupina, thioskupina, -NR;|R5,
-CONR;;R 2, -C(O)R 3, kde Ry3 je vodik, alkyl, aryl, arylalkyl nebo
aminokyselinovy zbytek nebo -CO,R 4, kde R4 je vodik, alkyl, halogenalkyl, aryl
nebo arylalkyl,

Ry je alkyl, halogenalkyl, aryl, arylalkyl, -C(O)R 3, kde R;; byla definovéana vyse,
nebo je to -Si(R,s)3, kde kazda skupina R;s je nezavisle vodik, alkyl nebo aryl,
Ry je vodik, alkyl, halogenalkyl, aminoskupina, aryl, arylalkyl, aminokyselinovy
zbytek, alkylaminoskupina nebo dialkylaminoskupina,

Ry, je vodik, alkyl, arylalkyl, alkenyl, aryl, aminokyselinovy zbytek, -C(O)R 3,
kde Ry; byla definovéna vyse, nebo -CO,R 14, kde Ry4 byla definovana vyse,

Ry, je vodik, alkyl nebo aryl nebo

skupiny R;; a Ry, spoleéné s dusikovym atomem, k némuz jsou vazany, tvori
pyrrolidinyl nebo piperidinyl,

symbol == oznacuje bud’ jednoduchou nebo dvojnou vazbu, s vyhodou dvojnou
vazbu,

T je nezavisle vodik, alkyl nebo aryl a

X je O, NRy; nebo S, s vyhodou O,

v to zahrnujic jejich farmaceuticky pitijatelné soli a derivaty.




Dermalné piijatelné nosice a tekuté 1ékové formy jsou v oboru dobie znamé
a popsané jsou napiiklad v publikaci Remingtonovy farmaceutické védy
(Remington’s Pharmaceutical Sciences), Gennaro A, 18. vydani, Mack Publishing
Co., Easton, PA, 1990, strany 1492 az 1517. V ptipravcich piedloZeného vynalezu
Ize pouzit jakykoliv dermatologicky pfijatelny nosi¢. Dermatologicky pfijatelny
nosié, jak se zde pouzivd, se tyka vehikul, fedicich prostfedki, nosici, jez mohou
zahrnovat adjuvancia, aditiva nebo pomocné latky, o nichZ je znamo, Ze se
pouzivaji v dermatologickych ptipravcich. Piipravky piedloZeného vynalezu
zahrnuji, ale nejsou omezeny na krémy, masti, roztoky, tyCinky, stiraci, Cistici
prosttedky a/nebo gely. Sloudeniny pfedloZeného vyndlezu Ize jednoduse smichat,
vmichat nebo namichat s vhodnymi nosici, aby vznikly pfipravky vhodné k
aplikaci na kiizi. Dermalné piijatelné nosic¢e mohou zahrnovat jedno nebo vice
ochrannych ¢inidel pred slunecnim zarenim. Cinidla pro ochranu pied slune¢nim
z4fenim zahrnuji takové materialy, které se béZné& pouzivaji k blokovani
ultrafialového zateni. Ilustrativni slouceniny zahrnuji derivaty cinnamatu, PABA
(p-aminobenzoové kyseliny) a salicylatu. Lze také pouzit napiiklad
oktylmethoxycinnamat a 2-hydroxy-4-methoxybenzofenon (také znamy jako
oxybenzon). Oktylmethoxycinnamat a 2-hydroxy-4-methoxybenzofenon jsou v
uvedeném pofadi komercéné dostupné pod obchodnimi nazvy Parsol MCX a
Benzophenone-3. Piesné mnozstvi pouZitého Cinidla chraniciho pted slunecnim
zafenim se muZe lisit v zavislosti na stupni pozadované ochrany pied slune€nim
UV zafenim.

Ve zvyhodnéném provedeni vynalezu se jedna nebo vice sloucenin obecného
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vzorce II vnesou do kosmetickych ptipravki. Piiklady kosmetickych pfipravki
zahrnuji krémy, gely, prasky, pasty, hrudkové materialy a podobné. Typicky se
tyto kosmetické p¥ipravky nazyvaji licidla a/nebo podklady (typicky pouzivané k
ziskani hladkého, rovnomérného vzhledu kiize a jako zaklad pro barevné
kosmetické prostiedky).

Sloudeniny obecného vzorce II 1ze v piipravcich pouzit v mnozstvi 0,001 az
100 % hmotn., s vyhodou 0,1 aZ 20 % hmotn., nejvyhodnéji 0,1 az 10 % hmotn.
Ptipravky mohou naptiklad obsahovat 1 pmol aZ 500 mmol equolu nebo jinych
sloudenin obecného vzorce 11, jako i mnozstvi 20 pmol az 400 pmol. Zbyla ¢ast
piipravku bude zahrnovat jeden nebo vice dermatologicky pfijatelnych nosici a
pomocnych latek, jak je v oboru znamo. V piipravcich je moZno vyuzit jednu
nebo vice sloudenin, pfi¢emz equol a dehydroequol jsou zv1asté zvyhodnéné.
Piipravky lze podavat topicky na kiii, a to pfed, béhem a/nebo po vystaveni
slunci. Typicky se pouZivaji davky 1 az 500 mg na den, pfiCemZ davky 2 az 100
mg na den jsou zvyhodnéné.

V dal$im aspektu se pfedloZzeny vynalez tykd zptisobu lé¢eni nebo zlepSeni
stavu nebo prevence vzniku rakoviny kiZe, jako je bazocelulérni karcinom
(BCC), skvamocelularni karcinom (SCC) a maligni melanom, kteryzto zptsob
zahrnuje aplikaci ptipravku na kiiZi subjektu, pficemzZ tento ptipravek obsahuje
jednu nebo vice equolovych, dehydroequolovych nebo isoflav-3-enovych nebo
isoflavanovych sloucenin obecného vzorce II.

V dal$im aspektu se pfedloZeny vynalez tyka zpusobu zvySeni produkce
metalothioneinu v kiizi, jako v bazalni vrstveé klize a zahrnuje aplikaci jedné nebo
vice equolovych, dehydroequolovych, isoflav-3-enovych nebo isoflavanovych
sloudenin na kiZi, a to spole¢né s dermalné pfijatelnym nosi¢em.

Ptihlaovatel vyndlezu dale zjistil, Ze slouCeniny tohoto vynalezu podporuji

opravu DNA. Podpora opravy DNA muzZe G¢inkovat prostiednictvim jednoho
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nebo vice z nasledujicich dé&ji, a to zvysenim rychlosti opravy
cyklobutahpyrimidinovych dimert (CPDs), podporou opravy DNA snizenim
exprese p53 a/nebo podporou tvorby metalothioneinu (MT).

Tvorba CPD je povaZovana za dilezity letalni a mutagenni nasledek
vystaveni UV zéfeni (Mitchell et al., 1989, Liardet et al., 2000). Modely na
zvitatech prokazaly inverzni vztah mezi opravou epidermalnich CDP a
karcinogenezi kiize (Young et al., 1996). Protein p53 (TP53) je exprimovan po
poskozeni DNA UV zéafenim. P53 je transkripcni faktor, ktery blokuje bunéénou
fadu od faze G1 do faze S, a tak zabratiuje replikaci poskozené DNA (Campbell et
al., 1993). Protein p53 miiZe G¢inkovat jako ¢inidlo podporujici vznik nadoru
(Murphey et al., 2001).

Tento vynalez bude popsan odkazy na nasledujici piiklady, které ale nejsou

pfiklady limitujicimi jeho ramec.

Priklady provedeni vynélezu

Priklad 1

Vliv equolu na indukci CPD

Vliv equolu na indukci CPD byl studovan na kiizi bezsrsté mysi (standardni
model pro dermatologické vyzkumy pro lidi) vystavené simulovanému
sluneénimu ultrafialovému zaieni (SSUV). V rlznych ¢asech po vystaveni SSUV
se my$i vyiizla hibetni kiZe, zafixovala 6 hodin ve standardni fixa¢ni tekutiné
(HistoChoiceTM, Amersco Inc., Solon, Ohio, USA), zpracovala a zalila do
parafinu. Pyrimidinové dimery byly detegovany imunohistochemicky ptes
nalezeni antigenu s citronovou kyselinou a H3 anti-pyrimidindimerovych

protilatek. Pocet bunék pozitivnich na dimery byl manualné spocitan ve 30 polich




na mys pfi Ctyficetindsobném zvétSeni.

JestliZe se equolova tekuta 1ékova forma (obsahujici 20 uM equolu) denné
aplikovala po 7 dni pted a po ozéafeni 1 x 3 MED (minimélni erytémova davka)
SSUV, tak se G¢inek equolu projevil ve sniZeni pocatecni indukce dimert a ve
zvyseni rychlosti jejich oprav, jak bylo dokdzano prostfednictvim sniZeného poctu

dimer ve 24 hodinach (Tabulka 1).

Tabulka 1 Indukce epidermalnich CDP-pozitivnich bun€k po ozafeni UV zafenim

Cas odebrani | Typ plisobeni CPD-pozitivni buiiky/délkovy cm
1 hpo SSUV | Normdlni kiize 0

1 hpo SSUV | Vehikulum + SSUV 300+ 18

1 hpo SSUV | Equol +SSUV 238122

24 h po SSUV | Vehikulum + SSUV 340 £ 55

24 h po SSUV | Equol + SSUV 167 £ 17

Aplikace equolu okamZité po expozici SSUV (a pii pokra¢ovéni po 5 dnidi)
méla za vysledek vyznamné sniZeni po&tu dimerti v 1 dni po ozéfeni (vyznamné
sniZeni o 23 %) a ve 2 dnech (vyznamné sniZeni o 42 %, udaje nejsou uvedeny).

Kdyz se tekutd l1ékova forma s equolem (20 uM) aplikovala jak 7 dni pied,
tak 5 dni po vystaveni SSUV, bylo sniZeni po¢tu CPD evidentni okamZité v 1, 24
a 48 hodinach po expozici (p < 0,05, 54%, 50% a 26% sniZeni v poctu CPD v
uvedeném poiadi), a to ve srovnani s kontrolni skupinou (ptisobeni samotného

vehikula).

Priklad 2

Na kazi péti lidskych dobrovolniki se aplikoval equol okamZité po ozafeni UV




zéfenim a po 4 hodinéch a 6 hodinach po ozéfeni UV zafenim. Byla pouZita také
kontrolni tekuta lékova forma neobsahujici equol. Dvacet €tyfi hodin po ozafeni
UV zéfenim se provedly odbéry kiiZe a imunohistochemicky byla zméfena
produkce metalothioneind.

V tabulce 2 jsou uvedeny poéty bunék v bazélni epidermis a povrchové
dermis, jeZ vykazovaly pozitivni zbarveni na metalothioneiny. Pfiblizné polovina
bunék bazalni epidermis exprimovala metalothioneiny na zakladni arovni,
zatimco témét zadné butiky v hofejsich vrstvach epidermis metalothioneiny
neexprimovaly. Po 24 hodinach od expozice 2,5 MED SSUV byly ziejmé znacné
rozdily v éxpresi metalothioneini v bazalnich vrstvach epidermis mezi fezy, na
které se plisobilo equolem a témi fezy, na které se pisobilo DMSO v zakladni
tekuté 1ékové formé (vehikulu). U vSech 5 ucastniki testu byla exprese
metalothionein® vy$§i v kiiZi, na kterou se pilisobilo equolem, pfi¢emz velikost

rozdilu byla v rozmezi 4 az 21 %.

Tabulka 2 Pomér bungk v epidermis péti lidskych dobrovolniki, jeZ se pozitivné

vybarvily na MT, rozdéleno podle typu piisobeni

Cela epidermis ~ Svrchni Bazalni epidermis

epidermis

Objekt puso- neg poz % neg poz % neg poz %

beni

NO1DWH | zdkladni {303 [201 |40 |99 |0 0 204 (201 {50

uroven

10min [255 | 179 |41 |72 0 183 | 179 |49

DMSO |282 | 185 {40 (70 0 212 | 185 |47

equol 303 382 [56 |185 118 380 |76

SOl N O O
ok

NO3PA zékladni {227 |109 |32 |97 0 130 {109 {46
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| Uroven
10 min 231 237 |51 |77 4 5 154 [233 |60
DMSO |317 |236 |43 |96 4 4 221 232 |51
equol 270 1271 |50 |82 0 0 188 |271 |59
NO6MED | zékladni [420 [413 |50 [ 169 |0 0 251 {413 |62

uroven

10 min [ 437 |565 |56 |168 |1 1 269 |564 |68

DMSO | 440 [442 |50 | 130 4 310 |436 |58

equol 315 |539 |63 |76 239 |531 |69

S 0] O
SN
=

N13PDO | zékladni | 267 |217 |45 |112 0 155 [217 |58

aroven

10min | 468 |703 |60 {270 {10 |4 198 1693 |78

DMSO 465 [405 |47 (144 |0 0 321 405 |56

equol 323|527 |62 {169 |5 3 154 |522 |77

N14GBO | zdkladni {270 |127 |32 113 |0 0 157 | 127 |45

uroven

10min {381 |[242 |39 (247 |0 0 134 242 |64

DMSO  [276 |217 |44 [111 [4 3 165 |[213 |56

equol 225 {234 |51 |68 1 1 157 1233 |60

Poznamka: Termin zakladni Groven se tyka fezl klize odebranych biopsii
pted expozici 2,5 MED SSUV.

Termin 10 min se tyka fezi kiZe odebranych biopsii po 10 minutach
expozice 2,5 MED SSUV. Na kiiZi se neplisobilo ani DMSO v zékladnim roztoku
(vehikulu), ani equolem o koncentraci 200 uM.

Termin DMSO se tyka ezl kize odebranych biopsii po 24 hodinach
expozice 2,5 MED SSUV. KiiZe byla z odebrana z oblasti, na kterou se pﬁsobilo
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DMSO v zékladnim roztoku (vehikulu).

Termin equol se tyka ez kiize odebranych biopsii po 24 hodinach expozice
2,5 MED SSUV. KiZe byla odebrana z oblasti, na kterou se plisobilo equolem o
koncentraci 200 pM.

Nejvy$$i nartist metalothioneinové imunoreaktivity v bazalnich a
suprabazalnich keratinocytech UV zéafenim nedavno ozafenych jedincti byl v kiZi,

na kterou se ptisobilo equolem.
Priklad 3

Kozni biopsie péti lidskych dobrovolniki z piikladu 2 byly pomoci
imunohistochemie otestovany na tvorbu cyklobutanpyrimidinovych dimerd.

Tabulka 3 znazorfiuje polty a procenta bunek, které byly pozitivné
vybarveny protilatkou reagujici na CPD. Tato data prokazuji, Ze jak se oCekavalo,
tak pred ozafenim 2,5 MED v epidermis vpodstaté nebyly Zadné CDP-pozitivni
butiky. Aviak koZni fezy odebrané ode vSech Gcastnikii 10 minut po expozici UV
zafeni vykazovaly vysoké urovné poskozeni DNA, s podilem pozitivné
vybarvenych bun&k v rozmezi 36 (4¢astnici NOIDWH a NO3PPA) az 87 %
(4¢astnik N14GBO).

Kozni fezy odebrané 24 hodin po expozici UV zéfeni vykazovaly u vSech
subjektll podstatng niz3{ hladiny poskozeni z CPD. U 4 z 5 t€astniki mely kozni
fezy, na které se pisobilo equolovou tekutou lékovou formou, proporcionalné
mén& CPD-pozitivnich bunék, nez koZni fezy, na které se ptisobilo DMSO v

zékladni tekuté 1ékové forme (vehikulu).

Tabulka 3 Pocet bunék v epidermis péti lidskych dobrovolnikd, jez se pozitivné

vybarvily na CPD, rozdéleno podle typu plisobeni
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Cela epidermis ~ Svrchni Bazalni epidermis

epidermis

Objekt puaso- neg poz % neg poz % neg poz %

beni

NO1DWH | zékladni | 345 |0 0 (134 |0 0 211 |0 0

uroven

10min | 162 | 107 [40 |64 |51 44 |98 56 36

DMSO |231 [105 |31 |81 47 |37 |150 |58 28

equol 164 |39 (19 |70 |23 25 |94 16 15

NO3PA zakladni {309 [0 0 |104 |0 0 205 |0 0

| Groven

10min | 204 | 191 |48 |56 106 |65 |148 |85 36

DMSO (179 |25 12 |55 20 (27 124 |5 4
equol 349 |18 |5 |70 17 120 {279 |1 0

NO6MED | zakladni {309 [0 0 {90 0 0 219 |0 0

aroven

10min [136 |364 |73 |19 198 |91 |117 [166 |59

DMSO 339 |65 16 | 112 |59 |35 |227 |6 3

equol 279 192 |25 |98 |71 42 1181 |21 10

NI13PDO |zakladni |205 {0 0 (60 |0 0 145 |0 0

uroven

10min |69 [195 |74 {20 |94 |82 |49 101 |67

DMSO |105 |68 |39 |78 51 40 |27 17 39

equol 213 {94 |31 {79 |50 (39 |134 |44 25

N14GBO |zakladni {255 [0 0 |98 |0 0 157 10 0

uroven




13

10min |34 {389 [92 |0 157 |100 |34 232 87

DMSO [240 | 131 |35 |93 69 (43 |147 |62 30

equol 188 |85 [31 |63 44 141 (125 |41 25

Poznamka: Termin zékladni Girover se tyka fezli kiize odebranych biopsii pfed
expozici 2,5 MED SSUV. Termin 10 min se tykd fezli kiZze odebranych biopsii po
10 minutach expozice 2,5 MED SSUV. Na kiiZi se nepusobilo ani DMSO v
z4kladnim roztoku (vehikulu), ani equolem o koncentraci 200 uM. Termin DMSO
se tyka fezl kiize odebranych biopsii po 24 hodinach expozice 2,5 MED SSUV.
KiZe byla odebrana z oblasi, na kterou se ptisobilo DMSO v zékladnim roztoku
(vehikulu). Termin equol se tyka fezii kiiZe odebranych biopsii po 24 hodinach
expozice 2,5 MED SSUV. KuZe byla odebréana z oblasti, na kterou se ptsobilo

equolem o koncentraci 200 pM.

Ze shroméazdénych dat ode vech Gdastniki 1ze vidét, Ze kozni fezy, na které
se pusobilo equolem, mé&ly po 24 hodinach od expozice mirn€ niZsi trovné

poskozeni spojené s CPD.
Ptiklad 4

Biopsie kiize péti lidskych dobrovolniki z piikladu 2 se otestovaly na vybarveni

na p53 po UV ozafeni. Vysledky jsou uvedeny v tabulce 4.

Tabulka 4 Pocet bungk v epidermis péti lidskych dobrovolnikd, jez se pozitivné

vybarvily na CPD, rozdéleno podle typu plsobeni

Cela epidermis ~ Svrchni Bazalni epidermis

epidermis




Objekt pulso- neg poz % mneg poz % neg poz %
beni
NO1IDWH | zdkladni {261 |0 0 |115 |0 0 146 |0 0
uroven
10 min | 343 |1 0 |154 |1 1 189 |0 0
DMSO [187 (12 |6 |79 |4 5 108 |8 7
| equol 270 {94 (26 | 109 [48 |31 |161 |46 |22
NO3PA zakladni | 274 |2 1 {112 |1 1 162 |1 1
uroven
10 min {316 |2 1 (114 |2 2 202 |0 0
DMSO [223 |55 (20 |81 31 |28 |[142 (24 14
equol 337 |87 |21 |165 |72 |30 |172 |15 8
NO6MED | zékladni | 412 |1 0 [134 |0 0 278 |1 0
uroven
10 min | 402 |3 I 153 |1 1 249 |2 |
DMSO 462 |133 |22 |165 |77 |32 |297 |56 16
equol 500 ({50 (9 (250 (19 |7 250 |31 11
NI13PDO |zakladni |325 |0 0 (141 |0 0 184 |0 0
uroven
10min |304 |0 0 |140 |0 0 164 |0 0
DMSO 222 (45 |17 |109 |8 7 113 |37 25
equol 287 (13 |4 |147 |4 3. 1140 |9 6
N14GBO | zakladni {321 (0O 0 |149 |0 0 172 |0 0
uroven
10min  |292 |4 1 185 |2 1 107 |2 2
DMSO |[217 [190 |47 [106 |106 |50 |111 (84 |43
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equol 227 |76 {25 {109 |35 24 | 118 |41 26

Poznamka: Termin zékladni Groven se tyka fezii kize odebranych biopsii pfed
expozici 2,5 MED SSUV.

Termin 10 min se tyka fezi kiize odebranych biopsii po 10 minutich
expozice 2,5 MED SSUV. Na kiiZi se neplisobilo ani DMSO v zakladnim roztoku
(vehikulu), ani equolem o koncentraci 200 pM.

Termin DMSO se tyka fezii kiize odebranych biopsii po 24 hodinach
expozice 2,5 MED SSUV. Kiize byla z oblasti, na kterou se pisobilo DMSO v
zakladnim roztoku (vehikulu).

Termin equol se tyka fezli kize odebranych biopsii po 24 hodinach expozice
2,5 MED SSUV. KiiZe byla z oblasti, na kterou se piisobilo equolem o
koncentraci 200 uM.

Jak se odekavalo, tak u vSech uéastnikii vpodstaté zZadné burniky v epidermis
neexprimovaly p53 pred ozéafenim 2,5 MED. Podobné€ i koZni fezy odebrané
icastnikim 10 minut po expozici UV zafeni mély zanedbatelné hladiny exprese
p53, coz je v souladu s literaturou.

KoZni fezy odebrané 24 hodin po expozici UV zifeni mély podstatné vyssi
hladiny exprese p53, a to u viech testovanych subjektii. Procenta exprese p53 ve
svrchni a/nebo bazalni epidermis byla sniZena u étyfech z péti subjektl, na néz se
plisobilo equolem. Napfiklad u subjektii N13PDO a N14GBO byla procenta
vybarveni na p53 ve srovnani s kontrolnimi pokusy s vehikulem vyznamné

sniZena (obvykle o vice nez 50 %).

Zaveéry
V t&chto studiich hodnocené biomarkery byly vybrany na zakladé jejich

biologickych vztahti k rakoving kiZe (jeZ je pfimo spojend s UV zafenim
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indukovanym mutagennim poSkozenim DNA).

UV zarenim indukované oxidativni poskozeni se v sou€asnosti povazuje za
potencionalné diileZity kauzalni faktor pro rakovinu kiiZe. Metalothioneiny jsou
molekuly s antioxida¢nimi vlastnostmi, které se specificky indukuji v reakci na
expozici UV zafeni. Tato studie zajistila konzistentni diikaz, Ze v lidské kiizi, na
niZ se ptsobi equolem a jak se pfedpoklad4 i dalSimi slouCeninami obecného
vzorce I1, se indukuje vice metalothioneinl, nez v kuzi, na niz se piisobi pouze
zakladni tekutou lékovou formou.

CPD jsou nejéasnéj$im indikatorem molekularniho poSkozeni po expozici
UV zéieni a jestliZe toto poSkozeni neni opraveno, tak vede ke stalym mutacim v
DNA bunék kiiZe. Jednim mechanismem piisobeni po expozici by bylo zvySeni
rychlosti opravy téchto poruch. V této studii provedené experimenty naznacuji, Ze
oprava CDP miiZe byt podpofena topickymi pfipravky s equolem a dal$imi
topickymi piipravky obsahujicimi jednu nebo vice sloucenin obecnébo vzorce II.

P53 je tak jasné dilezitym regula¢nim genem, ktery béZné mutuje u
epidermalnich typt koznich rakovin. Navic v normalnich koznich buikéch se po
expozici UV zéfeni zvy$uje mnozstvi p53, aby se zabranilo mitéze, dokud se
neopravi poSkozeni DNA. Equol moduloval v této studii expresi p53,atou
Styfech z péti subjektl zptisoboval sniZeni poctu bunék exprimujicich p53 ve
svrchni nebo bazalni vrstvé epidermis.

V celém tomto popisu a narocich, které nasleduji, tak pokud kontext
nevyzaduje jinak, slovo zahrnuji nebo variace tohoto slova, jako zahrnuje nebo
zahrnujici, implikuje za¢lenéni pojmenovaného celku nebo kroku nebo skupiny
celkll nebo kroktl, oviem neznamena vylouceni kteréhokoliv jiného celku nebo
kroku nebo skupiny celkil nebo kroki.

Odkaz v tomto popisu na jakékoliv pfedchozi dilo v oboru neni a nemél by

byt povaZzovan jako pfiznani nebo jakoukoliv formu ndznaku, Ze pfedchozi dilo v
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oboru tvoii v Australii ¢ast bé€Zného obecného poznani.
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PATENTOVE NAROKY

1. Zptsob ochrany kiiZe pfed UV zéfenim indukovanym mutagennim poskozenim
DNA,vyznadujici se tim,Zese nakiz topicky poda ve smési s
dermatologicky pfijatelnym nosi¢em ptipravek obsahujici jednu nebo vice

slouéenin obecného vzorce 1I,

(1)

kde skupiﬁy Ry, Ry, R; a Ry jsou nezavisle vodik, hydroxyskupina, -ORo,
-OC(O)R g, -OS(O)R g, -CHO, -C(O)R, -COOH, -CO2R 9, -CONR 1R, alkyl,
halogenalkyl, arylalkyl, alkenyl, alkynyl, aryl, heteroaryl, alkylaryl, alkoxyaryl,
thioskupina, alkylthioskupina, aminoskupina, alkylaminoskupina,
dialkylaminoskupina, nitroskupina nebo halogen nebo

skupiny R; a R, jsou definovany vySe a R; a R, spole¢né s uhlikovymi atomy, k

nimiZ jsou navazany, tvori péti¢lenny kruh vybrany z kruht

skupiny R, a Ry jsou definovany vySe a R; a R3 spole¢n€ s uhlikovymi atomy, k

nimiz jsou navazany, tvoti péti¢lenny kruh vybrany z kruhi

T O _ 0 _—
T>< j: 0:< nebo
00— 0

skupiny R; a R, jsou definovany vyse a R3 a Ry spole¢né s uhlikovymi atomy, k
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a kde

skupiny Rs, Rg a R jsou nezavisle vodik, hydroxyskupina, -ORy, -OC(O)R |,
-OS(O)R}g, -CHO, -C(O)R 4, -COOH, -CO,R o, -CONR ;R 5, alkyl, halogenalkyl,
arylalkyl, alkenyl, alkynyl, aryl, heteroaryl, thioskupina, alkylthioskupina,
aminoskupina, alkylaminoskupina, dialkylaminoskupina, nitroskupina nebo
halogen,

R; je vodik, hydroxyskupina, alkyl, aryl, aminoskupina, thioskupina, -NR R,
-CONR; R 5, -C(O)R 3, kde Ry3 je vodik, alkyl, aryl, arylalkyl nebo
aminokyselinovy zbytek nebo -CO,R 4, kde Ry4 je vodik, alkyl, halogenalkyl, aryl
nebo arylalkyl,

Ry je alkyl, halogenalkyl, aryl, arylalkyl, -C(O)R 3, kde R;3 byla definovana vyse,
nebo je to -Si(Rs)s, kde kazda skupina Rs je nezavisle vodik, alkyl nebo aryl,

R o je vodik, alkyl, halogenalkyl, aminoskupina, aryl, arylalkyl, aminokyselinovy
zbytek, alkylaminoskupina nebo dialkylaminoskupina,

Ry: je vodik, alkyl, arylalkyl, alkenyl, aryl, aminokyselinovy zbytek, -C(O)R 3,
kde R;; byla definovana vyse, nebo -CO,R 4, kde R4 byla definovéna vyse,

Ry, je vodik, alkyl nebo aryl nebo

Ri1 a Ry; spole¢né s dusikovym atomem, k némuz jsou vazany, tvoii pyrrolidinyl

nebo piperidinyl,
symbol === oznaluje bud’ jednoduchou nebo dvojnou vazbu, s vyhodou dvojnou
vazbu,

T je nezévisle vodik, alkyl nebo aryl a

X je O, NR; nebo S, s vyhodou O,
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v to zahrnujic jejich farmaceuticky piijatelné sole a derivaty.

2. Zpisob ochrany kiize pfed UV zafenim indukovanym mutagennim poskozenim
DNA podle néroku 1,vyznadujici se tim,Zejednounebo vice

sloudeninami obecného vzorce Il je equol a dehydroequol.

3. ZpUsob ochrany kiZe pred UV zafenim indukovanym mutagennim poSkozenim
DNA podle naroku 1,vyznadujici se tim,Zese zabrafuje vzniku

rakoviny kaze.

4. Zptsob prevence vzniku rakoviny kiiZe podle naroku 3,
vyznadujici se tim,zZe se zabrafuje vzniku bazocelularniho karcinomu,

skvamocelularniho karcinomu a maligniho melanomu.

5. Zptisob ochrany kiZe pred UV zafenim indukovanym mutagennim poskozenim
DNA podle ndroku 1,vyznadujici se tim,Ze sekizZe ochrani pfed UV
zéfenim indukovanym mutagennim poskozenim prostiednictvim jednoho nebo
vice G&inkt na zvyseni rychlosti opravy cyklobutanpyrimidinovych dimert, na

podporu tvorby metalothioneinu a na sniZeni exprese p53.

6. Zptsob podle narokd 1 az5,vyznadujici se tim,Ze pfipravek tohoto

vynalezu se podava pied, béhem a/nebo po expozici UV zafeni.

7. Zpiisob podle naroku 6, vyznadujici se tim,Ze pfipravek tohoto

vyndlezu se podava pred expozici UV zafeni.
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8. Zptsob podle naroku 6, vyznacdujici se tim,Ze ptipravek tohoto

vynalezu se podava pied a po expozici UV zafeni.
9. Zptsob podle naroki 1 az8,vyznacujici se tim,Ze sepouZije
pripravek tohoto vynalezu, ktery obsahuje 20 pmol aZ 500 mmol sloucenin

obecného vzorce II.

10. Pouziti jedné nebo vice sloucenin obecného vzorce II,

I

kde skupiny R;, Ry, R3 a Ry jsou nezavisle vodik, hydroxyskupina, -ORo,
-OC(O)R g, -OS(O)R y -CHO, -C(O)R ¢, -COOH, -CO2R g, -CONR ;R 5, alkyl,
halogenalkyl, arylalkyl, alkenyl, alkynyl, aryl, heteroaryl, alkylaryl, alkoxyaryl,
thioskupina, alkylthioskupina, aminoskupina, alkylaminoskupina,
dialkylaminoskupina, nitroskupina nebo halogen nebo

skupiny Rz a R4 jsou definovany vyse a R, a R, spole¢né s uhlikovymi atomy, k

nimiZ jsou navazany, tvofi péti¢lenny kruh vybrany z kruhti
0]
-
0 o
Z =
skupiny R; a R4 jsou definovany vySe a R, a R3 spolené s uhlikovymi atomy, k

nimiZ jsou navazany, tvori péti¢lenny kruh vybrany z kruhi
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T><O _ () _
' o nebo
T oj; =<0:<
skupiny R; a R, jsou definovany vyse a R; a R4 spole¢né s uhlikovymi atomy, k

nimiz jsou navazany, tvofi pétilenny kruh vybrany z kruhi

a kde

skupiny Rs, Rg a Ry jsou nezavisle vodik, hydroxyskupina, -ORy, -OC(O)R,
-OS(0O)R ¢, -CHO, -C(O)R o, -COOH, -CO,R 1y, -CONR ;R 5, alkyl, halogenalkyl,
arylalkyl, alkenyl, alkynyl, aryl, heteroaryl, thioskupina, alkylthioskupina,
aminoskupina, alkylaminoskupina, dialkylaminoskupina, nitroskupina nebo
halogen,

Rg je vodik, hydroxyskupina, alkyl, aryl, aminoskupina, thioskupina, -NR;R 5,
-CONR{R;, -C(O)R 3, kde Ry; je vodik, alkyl, aryl, arylalkyl nebo
aminokyselinovy zbytek nebo -CO,R 4, kde Ry4 je vodik, alkyl, halogenalkyl, aryl
nebo arylalkyl,

Ry je alkyl, halogenalkyl, aryl, arylalkyl, -C(O)R 3, kde R,; byla definovana vyse,
nebo je to -Si(R,5);, kde kazda skupina R;s je nezavisle vodik, alkyl nebo aryl,
R0 je vodik, alkyl, halogenalkyl, aminoskupina, aryl, arylalkyl, aminokyselinovy
zbytek, alkylaminoskupina nebo dialkylaminoskupina,

R, je vodik, alkyl, arylalkyl, alkenyl, aryl, aminokyselinovy zbytek, -C(O)Ry3,
kde R,; byla definovana vySe, nebo -CO,R 4, kde Ry4 byla definovana vyse,

Rj, je vodik, alkyl nebo aryl nebo

Ry; a Ryp spolecné s dusikovym atomem, k némuz jsou vazany, tvoii pyrrolidinyl

nebo piperidinyl,




L X 2 J
L )

(X LX] L X ] e e o8

24

symbol == oznatuje bud’ jednoduchou nebo dvojnou vazbu, s vyhodou dvojnou
vazbu,

T je nezavisle vodik, alkyl nebo aryl a

X je O,NRjz nebo S, s vyhodou O, v to zahrnujic jejich farmaceuticky pfijatelné
sole a derivaty, ve smési s dermatologicky pfijatelnym nosiéem pro vyrobu
topického ptipravku pro ochranu kiiZe pfed mutagennim poskozenim DNA

spojenym s expozici UV zafeni.

11. PouZiti pfipravku tohoto vynalezu podle naroku 10, kde uvedenou jednou

nebo vice slouceninami obecného vzorce 11 je equol a dehydroequol.

12. Pouziti pfipravku tohoto vynélezu podle naroku 10, které zabratiuje vzniku

rakoviny kize.

13. Pouziti pfipravku tohoto vynalezu podle naroku 12 v prevenci vzniku
rakoviny kiiZe vybrané z bazocelularniho karcinomu, skvamocelularniho

karcinomu a maligniho melanomu.

14. PouZiti piipravku tohoto vyndlezu podle naroku 10, kde se kiize chrani pfed
mutagennim poSkozenim DNA prostfednictvim jednoho nebo vice Uéinkt na
zvySeni rychlosti opravy cyklobutanpyrimidinovych dimert, na podporu tvorby

metalothioneinu a na sniZeni exprese p53.

15. PouZiti pfipravku tohoto vynalezu podle narokt 10 az 14, kde se tento

ptipravek poda pied, béhem a/nebo po expozici UV zéfeni.
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16. Pouziti pfipravku tohoto vynalezu podle naroku 15, kde se tento piipravek

poda pred expozici UV zafeni.

17. Pouziti pfipravku tohoto vynalezu podle naroku 15, kde se tento pripravek

poda pred a po expozici UV zafeni.

18. Pouziti ptipravku tohoto vynalezu podle narokt 10 az 17, kdy tento pripravek

obsahuje 20 umol az 500 mmol slou¢enin obecného vzorce II.

19. Pouziti slouc¢enin obecného vzorce Il k chranéni klize pfed mutagennim

poskozenim DNA spojenym s expozici UV zéfeni.

20. Zpusob podle kteréhokoliv znaroki 1 aZ9,vyznacujici se tim,Ze
se pouzije pfipravek obsahujici kosmeticky prostiedek nebo prostfedek ochrany

pted slune¢nim zafenim.

21. Pouziti pfipravku a sloucenin tohoto vynalezu podle narokd 10 az 19, kde
pouZity ptipravek obsahuje kosmeticky prostfedek nebo prostiedek ochrany pied

sluneénim zafenim.

22. Kosmeticky prostredek nebo prostiedek ochrany pred slunecnim zatenim,
vyznacujici se tim,Ze obsahuje jednu nebo vice sloucenin obecného
vzorce II ve spojeni s jednim nebo vice dermalné piijatelnymi nosi¢i nebo

pomocnymi latkami.

23. Kosmeticky prostiedek podle naroku 22, vyznacujici se tim,Ze

obsahuje li¢idlo nebo zakladni prostiedek.
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