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OPIS IZUMA

Predmetni se izum odnosi na postupak lije¢enja upalnih i/ili alergijskih koznih bolesti koji ukljucuje lokalnu primjenu
jednog supstituiranog hidroksi indola.

1zoenzimi fosfodiesteraze (PDE) sudjeluju u regulaciji kaskada transdukcije stani¢nih signala putem modulacije
ciklickih razina nukleotida. Do danas je identificirano 11 genskih obitelji PDE izoenzima (Giembycz, 2000). Ti
izoenzimi posjeduju razli¢ite biokemijske funkcije i staniénu distribuciju. U lekocitima bolesnika od atopijskog
dermatitisa, posebice u djece, otkrivena je visoka razina aktivnosti PDE4 (Butler i dr., 1983; Cooper i dr., 1985). PDE4
je glavni izoenzim kod upalnih stanica, poput monocita i makrofaga izvedenih iz monocita (Gantner i dr., 1997),
eozinofila (Dent 1 dr. 1994) i B limfocita (Cooper i dr., 1985). Inhibitori PDE4 pokazuju vrlo snazne protu-upalne
u¢inke povecanjem medustanicne cAMP razine. Putem inhibicije propadanja cAMP inhibitori PDE4 moduliraju
medustani¢ne funkcije (npr. priguSivanje tvorbe superoksida) i prepisivanje gena (npr. inhibiciju sinteze i/ili oslobadanje
upalnih citokina) (Giembycz, 2000, Kuss i dr., 2002). Budu¢i da se PDE4 takoder eksprimira u keratinocitima, te bi
stanice takoder mogle biti dodatni potencijalni farmakologki cilj za kontrolu upalnih poremecaja na koZi uporabom
inhibitora PDE4 (Chujor i dr., 1998).

Hidroksi indoli, njihova uporaba kao inhibitora PDE4 i postupci njihove priprave opisani su u W099/55696. Ti se
spojevi mogu koristiti kod poremecaja koji su povezani s djelovanjem eozinofila, posebice upalnih poremecaja disnih
puteva, poput primjerice bronhalne astme, alergijskog rinitisa, alergijskog konjunktivitisa, atopijskog dermatitisa,
ckcema, alcrgijskog angiitisa, upala 1 prolifcrativnih porcmeéaja koze, poput psorijaze ili keratoze. Moguéi oblici za
primjenu reéenih spojeva su peroralni, parenteralni, intravenski, transdermalni, lokalni, inhalacijski ili intranazalni
pripravci. Posebice poZeljan spoj je AWD 12-281.

Inhibitor PDE4 AWD 12-281  (N-(3,5-dikloro-4-piridinil)-2-[ 1-(4-fluoro-benzil)-5-hidroksi-1H-indol-3-il]-2-
oksoacetamid) uspjes$no je testiran na modelu alergijske bronhokonstrikcije. Znatno je smanjio bronhospazmogeni
uc¢inak alergena kod pasivno senzibiliziranih humanih di$nih puteva (Schmidt i dr., 2000). AWD 12-281 je inhibirao
oslobadanje upalnih medijatora u antigen stimuliranim humanim stanicama iz nazalnih polipa poput GM-CSF (¢imbenik
stimulacije kolonija granulocit-makrofaga), TNF-o (¢imbenik tumorske nekroze o) 1 histamina (Kuss i dr., 2002). Osim
toga, ADW 12-281 je inhibirao degranulaciju humanih eozinofila irn vitro (Ezeamuzie, 2001). In vivo, AWD 12-281 je
zna¢ajno smanjio nakupljanje eozinofila kod bronhoalveolarnog ispiranja u kasnoj fazi reakcije disnih puteva na antigen
u senzibiliziranih smedih norveskih $takora. Isti je spoj takoder iskazao inhibicijske u¢inke kod LPS-om inducirane
pluéne neutrofilije kod domacih svinja (Kuss i dr., 2002).

Sljedeéi inhibitor PDE4 je cilomilast, koji se trenutno ispituje za lije¢enja astme (Griswold 1 dr., 1988, Giembycz, 2000)
i kroni¢ne opstruktivne bolesti plué¢a. Posebice su Faze II/IIT klini¢kog testiranja kroni¢ne opstruktivne bolesti pluca
pokazale klinicki znac¢ajno povecanje funkcije pluca (Giembycz, 2001, Dyke & Montana, 2002).

Kako bi se stimulirala imunoloska upala, koristen je ve¢ uvrijeZeni (Ehinger i dr., 2000) test oticanja migjeg uha (mouse
ear swelling test, MEST) s miSevima koji su bili senzibilizirani prema Gad i dr. (1986) na toluen-2-,4-diizocijanat
(TDI). Decarman i dr. (1996) su pokazali kako scnzibilizacija koZzc putem TDI-ja dovodi do proizvodnjc Th-2 citokina u
BALB/c miseva. Aktivirane stanice limfnih ¢vorova od Zivotinja izloZenih djelovanju TDI-ja proizvode znatne koli¢ine
interleukina 4 i 10, ali samo niske razine interferona y. Ovisno o rezimu senzibilizacije, kontaktni alergen TDI inducira
IgE-neovisni (kratkotrajno izlaganje) ili IgE-ovisni (dugotrajno izlaganje) alergijski dermatitis (Scheerens i dr., 1999).
Kako se visoke vrijednosti IgE dobivaju samo senzibilizacijom putem dugotrajna izlaganja, u jednoj je studiji
senzibilizacija izvedena tijekom perioda od 120 dana.

Izvedene su studije s ciljem pridobivanja informacija o uéinkovitosti razli¢itih inhibitora PDE4 glede njihova
terapijskog udinka na alergijske i/ili upalne reakcije. Kako bi se poboljiala karakterizacija TDI-ijem induciranog
oticanja uha, izmjerena je razina citoleukina interleukina (IL) 4, IL-6 i MIP-2 u tretiranim misjim u$ima.

Utvrdeno je kako je lokalna primjena ADW 12-281 u svrhu terapijske intervencije nakon aplikacije TDI dovela do
zna¢ajne inhibicije oticanja uha. Nasuprot tomu, inhibitor PDE4 citomilast (SB207499), koji je koristen kao referentni
lijek, u tome nije uspio. Taj rezultat ukazuje kako su lokalno primijenjeni hidroksi indoli, poput AWD 12-281, potentni
u sprjecavanju i lijeenju alergijskih ili upalnih bolesti koze.

Prema tome, predmetni se izum odnosi na postupak za lije¢enje kozne bolesti koji ukljucuje lokalnu primjenu subjektu
kojem je to potrebito terapijski uc¢inkovitih koli¢ina spoja formule (I) ili njegove farmaceutski prihvatljive soli:
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pri ¢emu
R'je

(1) —C,-Cy,-alkil, ravnolanéani ili razgranani ili —C,-C,-alkenil, mono- ili polinezasiceni,

po izboru mono- ili polisupstituiran s —OH, -SH, -NH,, -NHC,-C¢-alkil, -N(C;¢-alkil),, -NHCs-14-aril, -N(Cs-1,aril),,
N(Cj-galkil) (C4-Caaril), -NHCOR®, -NO,, -CN, -F, -Cl, -Br, -1, -O-C)-¢-alkil, -O-Cg-14-aril, -O(CO)R’, -S-C|-¢-alkil,
-$-Ce-14-aril, -SOR®, -SO;H, -SO,R®, -0S0,C;- alkil, -0S0,Ce-14 aril, -(CS)RE, -COOH, -(CO)R®, mono-, bi- ili
triciklickim zasi¢enim ili mono- ili polinezasi¢enim karbociklima koji imaju 3 - 14 ¢lanova prstena, mono-, bi- ili
triciklickim zasi¢enim ili mono- ili polinezasi¢enim heterociklima koji imaju 5 - 15 ¢lanova prstena i 1 - 6 heteroatoma,
koji su pozeljno N, O i S, pri ¢emu skupine Cq jqaril 1 karbocikli¢ki i heterocikli¢ki supstituenti mogu po izboru biti
mono- ili polisupstituirani s R*,

(i1) mono-, bi- ili tricikli¢ki zasi¢eni ili mono- ili polinezasic¢eni karbocikl koji ima 3 - 14 ¢lanova prstena, ili mono-, bi-
ili tricikli¢ki zasi¢eni ili mono- ili polinezasi¢eni heterocikl koji ima 5 - 15 ¢lanova prstena 1 1 - 6 heteroatoma, koji su
pozeljno N, O i S, ili karbo- ili heterocikli¢ki zasi¢eni ili mono- ili polinezasi¢eni spirocikl koji ima 3 — 10 ¢lanova
prstena, pri ¢emu heterociklicki sustavi sadrze 1 — 6 heteroatoma, koji su pozeljno N, O 1 S,

po izboru mono- ili polisupstituiran s —OH, -SH, -NH,, -NHC,-C¢-alkil, -N(C;¢-alkil),, -NHCg-1s-aril, -N(Cs-14aril),,
-N(C-galkil) (C4-Cyaaril), -NHCOR®, -NO,, -CN, -F, -Cl, -Br, -1, -0-C-s-alkil, -O-Cg-14-aril, -O(CO)R®, -S-C-¢-alkil,
-S-Cg-ps-aril, -SOR®, -SO3H, -SO,R®, -0S0,C)-¢ alkil, -0S0,Cy-14 aril, -(CS)R®, -COOH, -(CO)R®, mono-, bi- ili
tricikli¢ki zasiCeni ili mono- ili polinezasi¢eni karbocikli koji imaju 3 - 14 ¢lanova prstena, mono-, bi- ili triciklicki
zasi¢eni ili mono- ili polinezasiéeni heterocikli koji imaju 5 - 15 ¢lanova prstena 1 1 — 6 heteroatoma, koji su pozeljno N,
O 1 S, pri ¢emu skupine Cesaril i karbociklicki i heterocikli¢ki supstituenti mogu po izboru biti mono- ili
polisupstituirani s R”,

R’je

mono-, bi- ili tricikli¢ki zasiceni ili mono- ili polinezasi¢eni karbocikl koji ima 3 - 14 ¢lanova prstena, ili mono-, bi- ili
tricikli¢ki zasic¢eni ili mono- ili polinezasic¢eni heterocikl koji ima 5 - 15 ¢lanova prstena i 1 — 6 heteroatoma, koji su
pozeljno N, O i S, ili karbo- ili heterocikli¢ki zasi¢eni ili mono- ili polinezasi¢eni spirocikl koji ima 3 — 10 ¢lanova
prstena, pri ¢emu heterocikli¢ki sustavi sadrze 1 — 6 heteroatoma, koji su pozeljno N, O i S,

po izboru mono- ili polisupstituiran s —OH, -SH, -NH,, -NHC,-¢-alkil, -N(C,4-alkil),, -NHCq-4-aril, -N(Cs-14aril),,
-N(Cl-éa]kil) (CG-CHaril), -NHCORG, -NO;), -CN, -F, -Cl, -Bf, -I, -O-Cl-é-alkil, -O-C6-14-aril, -O(CO)RG, -S-Cl-é-alkil,
-S-Cg-ps-aril, -SOR®, -SO3H, -SO,R®, -0S0,C)-¢ alkil, -OS0,Cy-14 aril, -(CS)R®, -COOH, -(CO)R®, mono-, bi- ili
tricikli¢ki zasi¢eni ili mono- ili polinezasiceni karbocikli koji imaju 3 — 14 ¢lanova prstena, mono-, bi- ili triciklicki
zasi¢eni ili mono- ili polinezasic¢eni heterocikli koji imaju 5 — 15 ¢lanova prstena i 1 — 6 heteroatoma, koji su poZzeljno
N, O i S, pri ¢emu skupine Cg_psaril i karbociklicki i heterocikli¢ki supstituenti mogu po izboru biti mono- ili
polisupstituirani s R”,

uz uvjet da R® sadrzi najmanje jedan supostituent koji je odabran izmedu -F, -Cl, -Br, -I;

R?, R? su vodik ili —OH, pri ¢emu najmanje jedan od dva supstituenta mora biti ~OH;

R*je

-H, —OH, -SH, -NHQ, -NHCI-G-a]kil, -N(Cl_s-alkil)g, -NHC6-14-aril, -N(C6-14aril)2, -N(Cl-salkﬂ) (CG-CHRI‘H), -NHCORG, -
NO,, -CN, -COOH, -(CO)R®, -(CS)RS, -F, -Cl, -Br, -1, -O-C;-¢-alkil, -O-Cg¢-14-aril, -O(CO)R?, -S-C;-¢-alkil, -S-Cg-y4-aril,
-SOR®, -SO,R", -C - alkil, pri ¢emu svaki aril ili alkil moZe biti mono- ili polisupstituiran s —OH, -F, -Cl, -Br, -I;

R’je

-H, -NH,, -NHC-¢-alkil, -N(C,¢-alkil),, -NHCg-14-aril, -N(Cg-14aril),, -N(C-galkil) (C¢-Cqaril), -O-C;-¢-alkil, -O-Ce-14-
aril, -S-C;-¢-alkil, -S-Cs-14-aril, -C,_j,alkil, ravnolan¢ani ili razgranani;

-C,. 1palkenil, mono- ili polinezasi¢eni, ravnolanc¢ani ili razgranani, mono-, bi- ili tricikli¢ki zasic¢eni ili mono- ili
polinezasi¢eni karbocikli koji imaju 3 — 14 ¢lanova prstena;

mono-, bi- ili triciklicki zasiceni ili mono- ili polinezasi¢eni heterocikli koji imaju 5 — 15 ¢lanova prstena i 1 — 6
heteroatoma, koji su pozeljno N, O 1 S;
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A jeili veza, ili
-(CHy)m-, -(CH,)m-(CH=CH),-(CH,),~, -(CHOZ),,-, -(C=0)-, -(C=S)-, -(C=N-Z)-, -O-, -S-, -NZ-,
pri¢emum,p=0-3,aN=0-2,a

Zje

-H, ili

-C.ppalkil, ravnolanc¢ani ili razgranani;

-C,.palkenil, mono- ili polinezasi¢eni, ravnolanéani ili razgranani, mono-, bi- ili tricikli¢ki zasiceni ili mono- ili
polinezasi¢eni karbocikli koji imaju 3 — 14 ¢lanova prstena;

mono-, bi- ili triciklicki zasiceni ili mono- ili polinezasi¢eni heterocikli koji imaju 5 — 15 ¢lanova prstena i 1 — 6
heteroatoma, koji su pozelino N, O i S;

B je ili ugljik ili sumpor, ili <(S=0)-;

D je kisik, sumpor, CH, ili N-Z,

pri ¢emu, ako B predstavlja ugljik, D je ili S ili CHy;

E je veza ili

Predmetni izum se nadalje odnosi na farmaceutski prihvatljive soli spoja sukladno formuli (I).

U spojevima formule (I), R® je poZeljno odabran izmedu monociklitkih zasi¢enih ili mono- ili polinezasi¢enih
karbocikla i heterocikla koji imaju najmanjc jedan halogeni supstitucnt, pozcljnijc izmedu monociklickih aromatskih
karbocikala i heterocikala koji imaju najmanje jedan, npr. 2 ili 3 halogena supstituenta. Posebice su poZeljni primjeri R’
piridinski ili fenilni prstenovi koji imaju najmanje jedan halogeni supstituent, poput 3,5-dikloro-4-piridila, 2,6-
diklorofenila, 2,6-dikloro-4-trifluorometilfenila, 2,6-dikloro-4-trifluorometoksi fenila itd.

R' je pozeljno odabran izmedu C;-C), alkila, npr. C;-C, alkila, koji je po izboru supstituiran karbociklickim prstenom,
npr. fenilnim prstenom. Posebice poZeljni primjeri R' su etil, propil (n-propil ili izopropil), benzil i halogenom
supstituirani benzil, poput 4-fluorobenzila, 2,6-difluorobenzila itd. Nadalje, R' moze biti odabran izmedu monocikli¢kih
zasi¢enih ili mono- ili polinezasic¢enih karbocikala ili heterocikala, koji su po izboru supstituirani.

R? je pozeljno OH, a R? je pozeljno H. A je poZeljno odabran izmedu —(C=0)- i (CHOH)-. B je poZeljno C, D je
pozeljno O, a E je pozeljno -(N-H)-. Posebice pozeljan primjer spoja (I) je AWD 12-281 ( N-(3,5-dikloro-4-piridinil)-
2[1-(4-fluorobenzil)-5-hidroksi-1H-indol-3-il]-2-oksoacetamid ) ili njegova farmaceutski prihvatljiva sol.

Spojevi prema predmetnom izumu posebice su prikladni za lijeenje upalnih i/ili alergijskih bolesti koze, preciznije
bolesti koze koje su povezane s patoloski pove¢anom aktivnosti PDE-4, primjerice alergijskih bolesti, poput alergijskog
dermatitisa.

Opcenito se spojevi formule (I) ili njihove farmceutski prihvatljive soli mogu koristiti u proizvodnji lijekova za
profilakti¢ko ili terapijsko lijecenje bilo kojeg bolesnog stanja u ljudi, ili drugih sisavaca, koje je uzrokovano upalnim
rcakcijama koze, kao i poremcéenom proliferacijom 1 diferencijacijom stanica kozc. Spojevi formule (I) mogu sc
koristiti u lije¢enju upalnih reakcija koze kao $to su skleritis, sclerodermia circumscripta, erizipel, pemphigus vulgaris,
pemphigus foliaceus 1 pemphigoid bullosus. Predmetni spojevi takoder imaju koristan u¢inak na upalne kozne bolesti
(npr. lichen ruber planus) koje su uzrokovane aktiviranim T-stanicama ili drugim stanicama imuno-sustava, poput
granulocita, mastocita, makrofaga ili oslobodenih medijatora re¢enih imunosnih stanica, poput citokina. Nadalje,
predmetni su spojevi djelatni u lijeCenju koznih manifestacija auto-imunolo§kih oboljenja, poput dermatomiozitisa,
lupus erythrematosusa itd.

Buduéi da su predmetni spojevi sposobni podiéi razine ciklicke AMP, oni su prema tome korisni u lije¢enju benignih i
malignih proliferativnih bolesti koze kod humanih i ne-humanih sisavaca. Kada se rabi ovdje, izraz “proliferativna
oboljenja koze” oznacava benigne i maligne kozna bolesti koje karakterizira ubrzana stani¢na dioba u epidermi, dermi
ili povezanim tkivima, a povezana je s nepotpunom diferencijacijom tkiva. Takove bolesti ukljuc¢uju: psorijazu, atopijski
dermatitis, ne-specificni dermatitis, primarni iritantni kontaktni dermatitis, alergijski kontaktni dermatitis ili alergijske
poremecaje poput atopije, urtikarije, ekcema, keratokonjunktivitisa, karcinoma koze skvamoznih ili bazalnih stanica,
lamelarne ihtioze, epidermolitske hiperkeratoze, epidermolysis bullosa simplex, predmaligne keratoze inducirane
suncem, ne-maligne keratoze, akne i seborei¢ni dermatitis, Lyellov sindrom, granulatomazne lezije koze u ljudi, te
atopijski dermatitis, svrbez 1 Suga u domacih Zivotinja.

Budu¢i da su predmetni spojevi sposobni smanjiti upalne reakcije, oni su korisni u lijeCenju koznih bolesti koje su
izazvane bakterijskom, virusnom, gljivi‘nom ili parazitskom upalom. Primjeri takovih bolesti su erythema migrans,
tuberculosis cutis, lyme bolest, dermalna lei§manijaza, toksi¢na nekroliza epiderme, pioderma, tinea i hemoroidi.
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Spojevi formule (I) takoder se mogu rabiti za lijeenje upalnih reakcija koze poput skleritisa, sclerodermia
circumscripta, erizipela, pemphigus vulgaris, pemphigus foliaceus 1 bullus pemphigoid.

Budu¢i da se na proliferaciju stanica koze utjeCe putem razina medustani¢nih ¢cAMP, spoj formule (I) pomaze
zacjeljivanju rana.

Spojevi (I) se primjenjuju kao lokalni, npr. transdermalni pripravci, a poZeljno je u obliku vodenih ili uljnih suspenzija
koje sadrze djelatni sastojak i prikladne farmaceutski prihvatljive nosade, razrjedivade i pomoéne tvari.

Opcenito se spojevi formule (I), ili, ako je to prikladno, njihove farmaceutski prihvatljive soli, mogu primjenjivati kao
lokalni pripravei u kombinaciji s uobi¢ajenim lokalnim ekscipijensima. Lokalni pripravei mogu imati oblik, primjerice,
masti, paste, obloga, kapi, krema ili losiona, impregniranih obloga, gelova, gel stikova, raspr§ivaca i aerosola, a mogu
sadrzavati uobiCajene prikladne aditive, poput konzervansa, otapala koja potpomazu prodiranje lijeka i omeksivace u
mastima i kremama. Ti pripravei mogu sadrzavati kompatibilne uobi¢ajene nosace, poput baza za kreme 1 masti, te
etanol ili oleilni alkohol za losione. Prikladni pripravci u obliku krema, losiona, gela, stika, masti, raspr§ivaca ili
aerosola mogu se koristiti za spojeve formule I, ili, ako je to prikladno, njihove farmaceutski prihvatljive soli. Ako je
indicirano lije¢enje rektalne ili analne koze, odnosno mukoza, spojevi formule (I) mogu se primjenjivati u obliku
supozitorija.

Doziranje djelatne tvari varira ovisno o dobi i teZini bolesnika, prirodi i teZini oboljenja koje treba lijediti i sli¢nim
¢imbenicima. Dncvna doza koja sc moze primijeniti kao pojedinac¢na doza ili razdijcljeno na dvijc ili vise dncvnih doza,
a moze biti u rasponu od 0,01 do 5000 mg.

U posebice pozeljnom utjelovljenju predmetnog izuma, predmetni se spoj primjenjuje na ono podrucje koze koje je veé
zahvaceno bole$¢u. Na primjer, predmetni se spoj primjenjuje nakon izazivanja alergijske reakcije, tj. nakon §to je
bolesnik kojeg treba lijetiti bio izloZen alergenu, a poZeljno nakon $to su uoceni prvi simptomi alergije. Konkretno, prva
primjena predmetnog spoja moze se izvrsiti do 48 sati, pozeljno do 24 sata nakon izlaganja alergenu. Potom ce se
primjena nastaviti sve dok se ne postigne Zeljeni ucinak.

Spoj (I) moze se primijeniti kao jedini djelatni sastojak ili u kombinaciji s najmanje jednim dodatnim farmaceutskim
djelatnim sredstvom. Na primjer, spojevi formule (I) mogu se kombinirati s lijekovima koji poti¢u proizvodnju cAMP,
na primjer simpatomimeticki amini, poput primjerice izoprenalina, izoetarina, salbutamola, fenilefrina i efedrina;
derivatima ksantina, poput teofilina i aminofilina, te kortikosteroidima, poput prednisolona i adrenalnih stimulansa,
poput ACTH, koji mogu biti ukljuceni. Kombinacija farmaceutskih sredstava koji mogu utjecati na imuno sustav poput
steroida, imuno-supresiva (npr. takrolimus, sirolimus, ciklosporin, pimerkrolimus), inhibitora ciklooksigenaze (npr.
indometacin, diklofenak, ibuprofen) ili antihistaminika (difenhidramin, hidroksizin, loratadin, cetirizin). Spoj formule
(I) se moze davati istovremeno s drugim sredstvima korisnim za lijeCenje ili nadzor koznih oboljenja poput retinoida,
ditranola, derivata vitamina D, alefacepta, declizumaba, etanercepta i sli¢no. LijeCenje koznih bolesti koje su
uzrokovane bakterijskim, virusnim, gljivi¢nim ili parazitskim infekcijama, moze biti potpomognuto antibioticima poput
sulfonamida, eritromicina i tetraciklina. Budu¢i da proteini poput kemokina (IP-10) ili citokina (npr. IL-1(3, IL-2) utjecu
na difcrencijaciju 1 proliferaciju stanica koze, nadopunjavanje s ovim medijatorima ili s protutijelima mozc doprinijeti
boljem lije¢enju koznih bolesti.

Nadalje, predmetni ¢e izum biti detaljnije objasnjen u slijede¢im Slikama i Primjerima.

Slika 1: Prodiranje “C AWD 12-281 u kozu mijeri se uporabom “Franz” difuzijske celije i koze s leda §takora.
Djelovanje "*C AWD 12-281 mjereno je u plazmi tijekom 360-minutne inkubacije. Rezultati dva neovisna pokusa. 15
ul (110322970 dpm) “C AWD 12-281 (otopljenog u acetonu/DMSO 1:1) naneseno je na obrijani dio koe.

Slika 2: U¢inak jedne lokalne primjene AWD 12-281, cilomilasta i diflorasona na usi miSeva senzibiliziranih na TDI
dva sata prije izazivanja reakcije na TDI. Histogrami predstavljaju oticanje uha 1, 5 i 24 h nakon izlaganja, povezane s
vrijednostima koje su dobivene prije izazivanja reakcije na TDI. Pokazalo se je znacajno povecéanje oticanja uha kod
miseva koji su tretirani s TDI (crne kolone) u usporedbi s netretiranim kontrolnim skupinama (bijele kolone). AWD 12-
281 (1 %, vertikalno iscrtane kolone), kao i cilomilast (3 %, popre¢no iscrtane kolone) i diflorason (0,05 %, sive kolone)
znatno su inhibirali oticanje pri svakom mjerenju. *P<0,05, **P<0,01, ***P<0,001 u usporedbi sa zivotinjama koje su
tretirane s TDI (n = 6 (TDI = 12) svaka skupina).

Slika 3: U¢inak jedne lokalne primjene AWD 12-281, cilomilasta i diflorasona na usi miSeva senzibiliziranih na TDI
jedan sat nakon izazivanja reakcije na TDI. Nije bilo znacajne razlike izmedu tretiranih skupina 5 h nakon izazivanja
reakcije. U usporedbi s kontrolnim skupinama miSeva kod kojih je izazvana reakcija na TDI, AWD 12-281 (1 %, bijele
kolone) kao 1 diflorason (0,05%, sive kolone) zna¢ajno su sprije€ili oticanje 24 h nakon izazivanja reakcije. Cilomilast
(3 %, popre¢no iscrtane kolone) nije uzrokovao zna¢ajnu inhibiciju. **P<0,01, (n =6 (TDI = 12) svaka skupina).
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Slika 4: Ué¢inak AWD 12-281 na oticanje uha uzrokovano TDI-jem u miseva senzibiliziranih na TDI kori$tenjem
dugotrajnog (120 dana) ponavljanog modela senzibilizacije. Histogrami predstavljaju oticanje uha 1, 5 i 24 h nakon
izazivanja reakcije na TDI. Nije bilo znacajne razlike izmedu skupina 1 i 5 h nakon izazivanja reakcije. U usporedbi s
kontrolnim skupinama miseva tretiranih s TDI (bijele kolone), AWD 12-281 (3 %, crne kolone) koji je davan 1 h nakon
izazivanja reakcije na TDI znacajno je inhibirao oticanje 24 h nakon izazivanja reakcije. **P<0,01, (n = 5 svaka
skupina).

Slika 5: Koncentracija interleukina 4 (A), interleukina 6 (B) 1 upalni protein makrofaga 2 (C) u homogeniziranim migjim
usima 24 sata nakon izazivanja reakcije na TDI. Uzorci su uzeti iz pokusa s lokalnim lije¢enjem (vidi sliku 2). Postoji
znacajan porast interleukina 4, interleukina 6 i upalnog proteina makrofaga 2 u mi$jim usima kod kojih je izazvana
reakcija na TDL. AWD 12-281 (1 %) polagano smanjuje porast (IL-4, MIP-2) ili znacajno slabi (IL-6). Cilomilast (3 %),
kao i diflorason (0,05 %) znacajno su smanjili koncentraciju svih medijatora. *P<0,05, **P<0,01, ***P<0,001 u
usporedbi sa Zivotinjama koje su tretirane s TDI (n = 6 (TDI = 12) svaka skupina).

Slika 6: U¢inak PDE 4 inhibitora na oticanje misjeg uha izazvanog TDI. Mi§je usi su tretirane s 0,5 % TDI. Nakon 1 h
(sive kolone) skupine miSeva su tretirane s 3 % AWD 12-281, 10 %-tnim cilomilastom ili nisu uopc¢e tretirane (TDI).
Nakon 24 h, uoceno je oticanje uha (crne kolone). Pri ¢emu je AWD 12-281 znatno smanjio oticanje uha, a cilomilast
nije pokazao znacajan inhibicijski u¢inak (p = 0,09).

PRIMJER
Materijali i postupci
Postupak senzibilizacije

Zenke BALB/c-miseva dobivene su od Charles River (Sulzfeld, Germany) u dobi od 8 tjedana (20 g tjelesne teZine).
Sve su zivotinje bile zdrave i drzane u skupinama od 6 mi$eva po kavezu na 22 °C uz 12-satni ciklus svjetlo/mrak. Voda
iuobicajena dijeta (Altromin, Lage/Lippe, Germany) bili su dostupni ad libitum.

Nakon privikavanja u trajanju od tjedan dana, koZa abdomena miseva je obrijana i depilirana s Veet®-om. Naknadno se
s ljepljivim trakama skidaju roznati dijelovi koze abdomena 10 puta. Za aktivnu senzibilizaciju, 4 dana za redom se na
golu epidermu primjenjuje 100 pl 5% TDI u acetonu.

Nakon 21 dana, alergijska reakcija bila je pojacana primjenom 10 pl 0,5% TDI-a u acetonu i na unutarnju i na vanjsku
povrsinu lijevog uha, kako bi se ispitalo stanje senzibilizacije. Prije izlaganja, kao i 24 h nakon, debljina uha je
izmjerena kutimetrom (model 7309, Mitutoyo, Neuss, Germany). Oticanje je izraCunato usporedivanjem vrijednosti
prije izlaganja, odnosno 24 h nakon izlaganja. Zivotinje kod kojih je prosjeéna razlika oticanja iznosila manje od 20 %
24 sata nakon izlaganja alergenu u usporedbi s prethodno utvrdenom pojedina¢nom bazalnom vrijednosti (cca. 230 pum)
isklju¢eni su kao nesenzibilizirani. Preostali mi$evi su ravnomjerno rasporedeni u skupine za tretiranje (N = 6) sukladno
njihovu intenzitctu oticanja, tako da jc svaka skupina sadrzavala Zivotinjc kojc su rcagiralc u razli¢itom opscgu.
Zivotinje su se morale odmarati sve dok debljina uha nije dosegla gotovo normalnu razinu nakon 7 dana. Kako bi se
iskljucili ostaci alergena na u$ima, netretirane desne usi su koristene za glavni pokus.

Lokalna primjena

Jedna skupina miSeva (n = 6) nije bila senzibilizirana niti izloZena alergenu. Druga skupina (n = 12) izloZena je alergenu
lokalnom primjenom 20 pl (10 pl na svaku, unutarnju i vanjsku povr§inu) 0,5 % -tnog TDI u acetonu na desne usi. Dva
sata prije izlaganja TDI-ju, tre¢a i Cetvrta skupina (svaka n = 6) tretirane su s 20 pl (10 pl na svaku, unutarnju i vanjsku
povrsinu) AWD 12-281 (1 % = 200 ug) ili 20 pg cilomilasta (3 % = 600 pg; svaki u acetonu/DMSO 9:1) nane$eno na
desne usi. Diflorason (20 pl, 0,05 % = 10 pg u acetonu) je posluzio kao kortikoidna pozitivna kontrolna (n = 6). Rec¢eni
se miSevi usmrte dislokacijom cerviksa 24 sata nakon izlaganja TDI-ju, a usi se prikupe (vidi dolje).

Kako bi se simulirali terapijski uvjeti, tri su dodatne skupine (n = 6) primile AWD 12-281 (1 %), cilomilast (3 %) ili
diflorason (0,05 %) lokalno 1 sat nakon izlaganja TDI-ju, tj. odmah nakon mjerenja debljine uha. Debljina uha je

takoder odredena 5 i 24 sata nakon izlaganja TDI-ju.

Pet tjedana nakon prvog izlaganja, Zivotinje koje su bile “terapijski” tretirane s AWD 12-281 (1 %) i cilomilastom (3 %)
ponovno su izloZene alergenu. Prije izlaganja, jedna je skupina bila tretirana s AWD 12-281 (3 %).

Nadalje, izveden je i pokus u svrhu prikupljanja informacija o terapijskim uéincima AWD 12-281 u modelu dugotrajnog
izlaganja TDI-ju. Deset miSeva je tretirano sa 100 pl 0,5 %-tnog TDI na kozi abdomena u razmacima od 10 dana
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tijekom 120 dana. Deset dana nakon posljednjeg tretmana TDI-jem na abdomenu, miSevima je aplicirano 20 pl 0,5 %-
tnog TDI na lijevo uho, razdijeljeno na po 10 pl na vanjsku, odnosno unutarnju povr$inu uha. Jedan sat nakon aplikacije
TDI 5 mi$eva je tretirano s AWD 12-2181 (3 %), a 5 miSeva je lazno tretirano. Debljina usiju se izmjeri prije, kaoi 1, S
124 sata nakon izlaganja.

1.3 Utvrdivanje citokina

Jedan dio prikupljenih u$iju fiksira se u 4 %-tnom formaldehidu kao histoloski presjeci i oboji s hematoksilin-eozinom
uzimajuéi u obzir debljinu koZe i nakupljanje granulocita. Ti su parametri izmjereni u 10 polja pri 40-erostrukom
povecanju. Preostalo tkivo se naglo smrzne i pohrani u teku¢em dus$iku odmah nakon uzorkovanja. U svrhu odredivanja
biokemijskih parametara, misje usi se homogeniziraju pod teku¢im dusikom. Homogenati se stave u 200 pl RPMI 1640
medija, doda se inhibitor proteaze Pefabloc™ (1 mmol) i uzorci se intenzivno promijedaju. Nakon centrifugiranja (10000
g, 10 min, 40 °C), prikupi se supernatant i odredi sadrzaj bjelan¢evina. Uzorci se pohrane na —80 °C sve do odredivanja
citokina. U uzorcima se mjeri Interleukin (IL) 4, IL-6 i MIP-2 putem ELISA-e uporabom komercijalno dostupnog
pribora uz pridrzavanje proizvodacevih uputa.

Prodiranje '*C AWD 12-281 kroz lednu kozu mieva

Sposobnost “C AWD 12-281 da prodre kroz lednu ko¥u migeva testirana je u difuzijskoj éeliji (Franzove éelija). Suho
obrijana ledna koza miSa se postavi na difuzijsku ¢eliju tako da je 1,5 cm (promjer) dermalne strane u kontaktu sa
zagrijanim (34 °C) pufcrom (govedi scrum). 15 pl (110322970 dpm) *C AWD 12-281 (otopljcnog u acctonu/DMSO
1:1) se nanese na obrijanu kozu. Uzorci su uzeti nakon 15, 60, 120, 180, 240, 300 i 360 min, a radioaktivnost se mjeri u
f brojacu (Beckman, Minhen, Njemacka). Pokus je izveden dvaput.

Reagensi

TDI je dobavljen od tvrtke Sigma-Aldrich Chemie (Deisenhofen, Njematka). AWD 12-281, *C AWD 12-281 i
cilomilast su dobavljeni od tvrtke AWD (Dreseden, Njemacka). Aceton, PEG200 i DMSO su kupljeni od tvrtke Merck
(Darmstadt, Njemacka); formaldehidna otopina od tvrtke Fluka (Deisenhofen, Njemacka), Miglyol i hidroksiletil
celuloza od tvrtke Caesar & Loritz (Hilden, Njemacka), a medij RPMI 1640 od tvrtke Biochron (Berlin, Njemacka).
ELISA testovi za odredivanje citokina su kupljeni od tvrtke R&D Systems (Wiesbanden, Njemacka). Pefabloc”® je
kupljen od tvrtke Boehringer Mannheim (Njemacka). Krema za depilaciju (Veet™) zasti¢eni je robni Zig tvrtke Reckitt &
Colman (Hamburg, Njemacka). Ljepljiva traka (Tesafilm®) je dobavljena od tvrtke Beiersdorf (Hamburg, Njemacka).
Sadrzaj bjelanevina je izmjeren uporabom Biorad® testa (Minhen, Njemacka).

Statisticka ocjena

Rezultati su prikazani kao prosjecna i standardna greska (standard error, SE). RazliCite tretirane skupine su
provjeravane glede znatnih razlika pomocu Mann-Whitney testa (U-test). Buduéi da su kontrolni mi$evi tretirani TDI-
jem bili usporedivani s 3 do 5 razli¢itih skupina, broj miSeva tretiranih TDI-jem je u vec¢ini pokusa udvostrucen (n = 12).

2. Rezultati
2.1 Prodiranje "*C AWD 12-281 kroz kozu leda mideva

U oba je pokusa izmjeren porast radioaktivnosti u puferu koji indicira prodiranje u kozu AWD 12-281. Koli¢ina
radioaktivnosti izmjerena 360 minuta nakon aplikacije iznosila je oko 0,22 1 0,08 % cjelokupne aktivnosti (Slika 1).

2.2 Lokalna primjena
Oticanje mi§jih usiju

Kod kontrolnih je mi$eva uoceno prosjecno povecanje od oko 30 %, 20 % i 60 % debljine uha 1 h, 5 h i 24 h nakon
aplikacije TDI-ja. Kada se primijene 2 h prije izlaganja TDI-ju, lokalno primijenjeni AWD 12-281 (1 %), cilomilast (3
%) 1 diflorason (0,05 %) znacajno su, u svim izmjerenim razmacima, inhibirali oticanje inducirano TDI-jem (Slika 2).

Kod skupina koje su kori$tene za testiranje terapijskog u¢inka AWD 12-281 uoceno je oticanje izmedu 25 — 30 % 1 sat
nakon aplikacije TDI-ja, tj. neposredno prije primjene lijeka. Nakon davanja lijeka, pet sati nakon aplikacije TDI, nije
uoceno nikakvo daljnje oticanje, a razli€ite tretirane skupine se nisu znacajno razlikovale. Medutim, 24 sata nakon
aplikacije, AWD 12-281 je, kao 1 diflorason, zna¢ajno inhibirao oticanje uha inducirano TDI-jem. Cilomilast je pokazao
malo, ali ne zna¢ajno, smanjenje oticanja (Slika 3).
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U posljednjem pokusu s dugotrajnom (120 dana) senzibilizacijom, aplikacija TDI-ja na usi je izazvala povecanje
debljine uha od gotovo 40 % 1 sat nakon izlaganja. Lokalno primijenjeni AWD 12-281 (3 %), “terapijski” primijenjen 1
sat nakon izlaganja alergenu, izazvao je laganu inhibiciju 5 sati nakon izlaganja. U usporedbi s netretiranim skupinama,
24 sata nakon izlaganja alergenu, oticanje je gotovo u cijelosti potisnuto s AWD 12-281 (Slika 4).

Histolosko ispitivanje

Histolosko ispitivanje koze misjeg uha 24 sata nakon izlaganja TDI-ju pokazuje jasan edem i pritjecanje upalnih stanica
(uglavnom granulocita). AWD 12-281, cilomilast i diflorason su primjetno inhibirali re¢ene upalne procese (Tablica 1).

Upalni medijatori u migjoj kozi

Koncentracija citokina je opcenito viSa u uSima miSeva kod kojih je izvrSeno ponovno izlaganje 5 tjedana nakon prvog
tretmana. To je ocito posljedica ostataka upalnih stanica u kozi uha. Ti su rezultati (TDI usporeden s AWD 12-281 3 %)
prikazani odvojeno u Tablici 2.

Doslo je do znacajnog povecanja IL-4 u mi§joj kozi tretiranoj s TDI-jem 24 sata nakon izlaganja (Slika 5a). 1 %-tni
AWD 12-281 je pokazao lagani inhibicijski u€inak, dofim su 3 %-tni AWD 12-281 (Tablica 2), cilomilast (3 %) i
diflorason (0,05 %) znacajno inhibirali povecanje.

Koncentracija IL-6 takodcr jc zna¢ajno povecana TDI-jem 24 sata nakon izlaganja. AWD 12-281 (1 %, 3 %), cilomilast
(3 %) 1 diflorason (0,05 %) su znacajno inhibirali re¢eni odgovor. Inhibicijski u¢inak AWD 12-281 (3 %), cilomilasta 1
diflorasona bio je usporediv, dok je AWD 12-281 (1 %) iskazao tek lagani u¢inak (Slika 5b i Tabela 2).

MIP-2, funkcionalni homolog humanog IL-8, takoder je bio povecan nakon aplikacije TDI. Dok je AWD 12-281 (1 %)
tek lagano smanjio re¢eno povecanje, AWD 12-281 (3 %), cilomilast (3 %) i diflorason (0,05 %) su znacajno smanyjili
povecanje koncentracije MIP-2 (Slika 5¢ i Tabela 2).

3. Rasprava

Provedena je studija kako bi se proucio u¢inak inhibitora PDE4 na oticanje misjih usiju izazvano TDI-jem. TDI,
apliciran na kozu, izaziva uglavnom reakciju posredovanu citokinom tipa Th-2, koju obiljezavaju visoke razine
interleukina 4 i 10 u aktiviranim stanicama limfnih ¢vorova zivotinja izlozenih TDI-ju, ali samo niske razine interferona
a (Dearman i dr., 1996, Hayashi i dr., 2001). Nasi vlastiti rezultati upucuju kako drugi citokini, poput IL-1f3, IL-6 1 MIP-
2 takoder sudjeluju u alergijskim/upalnim reakcijama koze na TDI. Poveéanje proupalnih citokina je praceno
pritjecanjem upalnih stanica, poput neutrofila i eozinofila (Tablica 1) i distinktivnim edemom. Prema tome, oticanje uha
je korisno kao funkcionalni parametar.

Izveden je test propusnosti koze na AWD 12-281. U nasem se pokusu AWD 12-281 jako dobro apsorbirao i mogao je
prodrijeti u pufer. ZabiljeZzena kumulativna apsorpcija od 0,08 %, odnosno 0,22 % nakon 6 sati odgovara deset puta
veeéoj apsorpeiji u usporedbi s hidrokortizonom, mjercno za ljudsku kozu u Franzovoj difuzijskoj ¢cliji (Hucber 1 dr.,
1994).

Rezultati koji se odnose na lokalno lije¢enje inhibitorima PDE4 prije aplikacije TDI potvrduju gornje rezultate (Ehinger
idr., 2000). U toj je studiji AWD 12-281 primijenjen u niZzoj dozi kako bi se u obzir uzeli razli¢iti ICso za PDE4. ICs za
AWD 12-281 je oko 10 puta nizi nego kod cilomilasta (Griswold i dr., 1998, Kuss i dr., 2002).

Za razliku od prethodnih rezultata, bilo je moguée posti¢i jasniju pozitiviu kontrolu modifikacijom protokola
senzibilizacije. Opetovanom uporabom protokola senzibilizacije opisanog u ovoj studiji omogucena je ponovljivost i
standardizacija visokog odziva na TDI 24 sata nakon izlaganja (podaci nisu prikazani). Kao posljedica visokog odziva u
toj vremenskoj tocki, bili smo u moguénosti otkriti visoke koli¢ine citokina. Kako bi se §to vise priblizili klini¢kim
uvjetima, odlucili smo ispitati u¢inke inhibitora PDE4 kod lijeCenja alergijske/upalne reakcije koja je ve¢ zapocela. 1z
tog su razloga inhibitori PDE4 davani 1 sat nakon izlaganja TDI, pri ¢emu se pocetak upalnog procesa odraZzava u
prosje¢nom oticanju uha u iznosu od 30 %. Iako je primijenjen u nizoj dozi (1 %) AWD 12-281 je znacajno smanjio
upalnu reakeiju na TDI 24 sata nakon izlaganja. To je potvrdeno i studijom u kojoj su ispitani ucinci dugotrajne
izloZenosti na TDI. Jedan od u¢inaka re¢ene dugotrajne izloZzenosti bilo je i pojacano oticanje uha 1 sat nakon izlaganja
(Slika 4) koja je mozda posljedica odgovora koji je viSe posredovan putem IgE (Scheerens i dr., 1999). Kada je
primijenjen u vecoj koncentraciji (3 %) AWD 12-281 je gotovo u cijelosti potisnuo oticanje izazvano TDI-jem u recenoj
studiji dugotrajne izlozenosti (Slika 4). HistoloSko ispitivanje mi§jih usiju tretiranth s AWD 12-281 je pokazalo — u
znacajnoj opreci spram kontrolne skupine — gotovo potpunu odsutnost upalnih stanica i vaskularnog istjecanja (nije
prikazano).
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U svrhu ispitivanja upalnih medijatora koji su odgovorni za oticanje uha inducirano TDI-jem, izvr§ena su mjerenja
citokina interleukina (IL) 4, IL-6 1 MIP-2 u tretiranim misjim u$ima.

Prekomjerna produkcija IL-4 je o€ita kod akutno afektiranih lezija koze bolesnika koji pate od atopijskog dermatitisa
(Hanifin i dr., 1996, Spergel i dr., 1999). Zanimao nas je utjecaj TDI na proizvodnju IL-4 u mi§joj kozi. Izvori za IL-4 u
kozi su ograniceni, buduéi da keratinociti 1 Langerhansove stanice ne proizvode taj citokin (Shreedhar i dr., 1998,
Morita i dr., 2001). Iz tog je razloga zanimljivo §to je takav snazan u¢inak zabiljeZen u pozitivnoj kontroli. O¢ito je da
su mastociti (Harvima i dr., 1994; Dastych i dr., 1999) i pritjecanje Th; stanica (Shreedhar i dr., 1998) izvor IL-4 u kozi.
Sposobnost cilomilasta za inhibiciju IL-4 in vivo takoder je pokazana u modelu kroni¢ne kontaktne osjetljivosti izazvane
oksazolonom (Griswold i dr., 1998). Nedovoljni modulatorni u¢inak ADW 12-281 (1 %) posljedica je nize doze, buduci
3 %-tni AWD 12-281 postize 80 %-tnu inhibiciju koncentracije IL-4 (Tablica 2B).

Opisano je kako je razina IL-6 poviSena zbog TDI in vitro (Matolli i dr., 1991). IL-6 izlu¢uju keratociti nakon upalnog
poticaja (McKenzie i dr., 1990). Takoder je opisana inhibicija oslobadanja IL-6 putem inhibitora PDE4 kod makrofaga
stimuliranih putem LPS (Kambayashi i dr., 1995).

MIP-2 je klju¢ni citokin kod kemotakse neutrofila. Ovdje je pokazano kako se oticanje uha izazvano TDI-jem javlja
zajedno sa snaznim pritjecanjem neutrofila. Inhibicijskim bi se u¢inkom cilomilasta, diflorasona i AWD 12-281 (3 %)
moglo objasniti smanjeno pritjecanje neutrofila nakon tretmana s inhibitorom PDE4 ili glukokortikoidom.

Uzcti zajedno, gornji rezultati upucuju kako AWD 12-281, kao 1 cilomilast, mogu inhibirati upalnc rcakcijc u modclu
alergijskog dermatitisa. Protuupalni odgovor AWD 12-281 je pouzdan kada se isti primjenjuje lokalno, a inhibicija je
o¢ito pobolj§ana primjenom 3 %-tne koncentracije umjesto 1 %-tne (Slike 3 1 4). Iako je cilomilast (3 %) takoder
pokazao inhibicijske u¢inke primjenom peroralnom i intraperitonealnom rutom, njemu nedostaju znacajni inhibicijski
ucinci kada se primjenjuje nakon izlaganja TDI-ju (Slika 3). Uzimaju¢i u obzir kako je lijec¢enje alergijskih reakcija
klini¢ki vaznije od preventivnog davanja, gornji podaci upucuju na prednost AWD 12-281 i srodnih hidroksi indolnih
spojeva u lije¢enju koznih oboljenja, posebice alergijskih/upalnih reakcija na kozi.

Tablica 1

Histolosko ispitivanje pritjecanja stanica u mi§jim usima 24 sata nakon izlaganja TDI-ju. Uzorci tkiva uzeti su iz pokusa
s lokalnom primjenom (vidi Sliku 2).

netretirani toluen-2,4-diizocijanat
kontrola vehikul AWD 12-281 cilomilast diflorason
(1 %) (3 %) (0,05 %)
Zabiljezeni
granulociti
u dermi - +++ + -+ -/+
Tablica 2

Oticanje uha 24 h nakon izlaganja TDI-ju i prosje¢ne vrijednosti ( + s.e. prosjek) za IL-4, IL-6 i MIP-2 (pg/400 ng
protein) u homogeniziranim mi$jim usima 24 sata nakon izlaganja TDI-ju i nakon tretmana s AWD 12-281 (3 %),

** P <0,01.

Usporedba inhibicijskog u€inka (prosje¢na inhibicija (%) TDI inducirane sinteze) AWD 12-281 (3 %), cilomilasta (3 %)
i diflorasona (0,05 %).
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A)

Izlaganje djelovanju TDI

Vehikul AWD 12-281
(kontrola) (B %)
Oticanje
uha (%) 51+7 1+2%*
IL-4 67 +2 12 £3**
IL-6 89+5 42+6 **
MIP-2 286 +39 72 + 8 **
B)
Citokin AWD 12-281 cilomilast diflorason
(3 %) (3 %) (0,05 %)
IL-4 81 74 50
IL-6 52 49 52
MIP-2 75 66 76
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PATENTNI ZAHTJEVI

1. Metoda za lijeCenje alergijske i/ili upalne kozne bolesti, naznadena time, da obuhvaca lokalnu primjenu, nakon
izlaganja alergenu, terapijski u¢inkovite koli¢ine spoja formule (I) ili farmaceutski prihvatljive soli istoga subjektu
kojemu je to potrebito:

pri ¢emu

R'je

(1) —C,-Cyp-alkil, ravnolan¢ani ili razgranani ili —C,-C1,-alkenil, mono- ili polinezasic¢eni,

po izboru mono- ili polisupstituiran s —OH, -SH, -NH,, -NHC,-Ce-alkil, -N(C,¢-alkil),, -NHCq- 4-aril, -N(Cq-
jgaril),, -N(C;-galkil)(Ce-Cqaril), -NHCOR, -NO,, -CN, -F, -Cl, -Br, -I, -O-C;-g-alkil, -O-Cg-14-aril, -O(CO)RS, -S-
Ci~-alkil, -S-Cg-4-aril, -SOR®, -SO;H, -SO,R®, -OS0,Ci-¢ alkil, -OS0,Cg-14 aril, -(CS)R®, -COOH, -(CO)RS,
mono-, bi- ili tricikli¢kim zasi¢enim ili mono- ili polinezasi¢enim karbociklima koji imaju 3 — 14 ¢lanova prstena,
mono-, bi- ili tricikli¢kim zasi¢enim ili mono- ili polinezasi¢enim heterociklima koji imaju 5 — 15 ¢lanova prstena i
1 — 6 heteroatoma, koji su pozeljno N, O i S, pri ¢emu skupine Cg j4aril i karbocikli¢ki i heterocikli¢ki supstituenti
mogu po izboru biti mono- ili polisupstituirani s R*,

(i) mono-, bi- ili tricikli¢ki zasi¢eni ili mono- ili polinezasiceni karbocikl koji ima 3 — 14 ¢lanova prstena, ili mono-
, bi- ili tricikli¢ki zasic¢eni ili mono- ili polinezasieni heterocikl koji ima 5 — 15 ¢lanova prstena i 1 — 6
heteroatoma, koji su pozeljno N, O 1 S, ili karbo- ili heterociklic¢ki zasi¢enti ili mono- ili polinezasiceni spirocikl koji
ima 3 — 10 ¢lanova prstena, pri ¢emu heterocikliCki sustavi sadrze 1 — 6 heteroatoma, koji su pozelino N, O i S,

po izboru mono- ili polisupstituiran s —OH, -SH, -NH,, -NHC,-C¢-alkil, -N(C,¢-alkil),, -NHC¢-4-aril, -N(Cs-
14aril)2, -N(Cl-galkil) (CG-C14aI'i1), -NHCOR(), -NO;, -CN, -F, -Cl, -BI', -I, -O-Cl-é-a]kil, -O-C6-14-aril, -O(CO)RG, -S-
Cy~-alkil, -S-Cg-4-aril, -SOR®, -SO;H, -SO,R®, -OSO,C-¢ alkil, -OS0,Cg-14 aril, -(CS)R®, -COOH, -(CO)R’,
mono-, bi- ili tricikli¢ki zasiceni ili mono- ili polinezasi¢eni karbocikli koji imaju 3 — 14 ¢lanova prstena, mono-, bi-
ili tricikli¢ki zasic¢eni ili mono- ili polinezasi¢eni heterocikli koji imaju 5 — 15 ¢lanova prstena i 1 — 6 heteroatoma,
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koji su pozeljno N, O 1 S, pri ¢emu skupine Cq_4aril i karbocikli¢ki i heterocikli¢ki supstituenti mogu po izboru biti
mono- ili polisupstituirani s R*,

R’ je

mono-, bi- ili tricikli¢ki zasi¢eni ili mono- ili polinezasi¢eni karbocikl koji ima 3 — 14 ¢lanova prstena, ili mono-, bi-
ili triciklicki zasi¢eni ili mono- ili polinezasi¢eni heterocikl koji ima 5 — 15 ¢lanova prstena i 1 — 6 heteroatoma, koji
su pozeljno N, O i S, ili karbo- ili heterocikli¢ki zasi¢eni ili mono- ili polinezasi¢eni spirocikl koji ima 3 — 10
¢lanova prstena, pri ¢emu heterociklicki sustavi sadrze 1 — 6 heteroatoma, koji su pozeljno N, O i S,

po izboru mono- ili polisupstituiran s -OH, -SH, -NH,, -NHC,-¢-alkil, -N(C,_¢-alkil),, -NHC;-4-aril, -N(Cs-1aril),,
-N(C-galkil) (C4-Caaril), -NHCOR®, -NO,, -CN, -F, -Cl, -Br, -1, -O-C,~-alkil, -O-Cg-,-aril, -O(CO)RS, -S-C,-¢-
alkil, -S-Cg-4-aril, -SOR®, -SO;H, -SO,R®, -0S0,C;- alkil, -0SO,Cy-14 aril, -(CS)RE, -COOH, -(CO)R®, mono-, bi-
ili tricikli¢ki zasi¢eni ili mono- ili polinezasi¢eni karbocikli koji imaju 3 -14 ¢lanova prstena, mono-, bi- ili
triciklicki zasiceni ili mono- ili polinezasiceni heterocikli koji imaju 5 —15 €lanova prstena i 1 — 6 heteroatoma, koji
su pozeljno No, O 1 S, pri ¢emu skupine Ce.j4aril 1 karbociklicki i heterociklicki supstituenti mogu po izboru biti
mono- ili polisuptituirani s R¥, pod uvjetom da R’ sadri najmanje jedan supstituent odabran iz —F, -Cl, -Br, -

R?, R i vodik ili ~OH, pri ¢éemu najmanje jedan od dva supstituenta mora biti —OH;

R*je

-H, -OH, -SH, -NHQ_, -NHC1_6-a]_kil, -N(C1_6-a.1kil)2, -NHC6_14ari1, -N(C6_14aril)2, -N(CI_Galkﬂ)(CG_Maril), -NHCORs, -
NO,, -CN, -COOH, -(CO)Rﬁ, -(CS)R6, -F, -Cl, -Br, -1, -O-C,¢-alkil, -O-Cg_ 4-aril, -O(CO)RG, -S-Cy¢alkil, -S-C,.
14aril, -SORG, -SOQRG, -C;-Cg-alkil, pri ¢emu svaki aril ili alkil mogu biti mono- ili polisupstituirani s —OH, -F, -Cl, -
Br, -I;

R’je

-H, 'NH2, -NHCI_G-alkil, -N(C1_5-alkil)2, -NHC6_14aril, -N(C6_14aril)2, -N(CI_Galkil)(CG_Maril), -O-Cl_é-alkil, -O-C6_14-
'clI'il, -S-CI_G-'d]_kil, -S-C6_14'dl'i1,

-C;-12-alkil, ravnolandani ili razgranani,

-C,-Cyy-alkenil, mono- ili polinezasi¢eni, ravnolanéani ili razgranani,

mono-, bi- ili tricikli¢ki zasi¢eni ili mono- ili polinezasi¢eni kabocikli koji imaju 3 — 14 ¢lanova prstena,

mono-, bi- il triciklicki zasiceni ili mono- ili polinezasi¢eni heterocikli koji imaju 5 — 15 ¢lanova prstena i 1 — 6
heteroatoma, koji su pozeljno N, O i S;

A jeili veza, ili

«(CHz2)ur, -(CH2)p-(CH=CH),-(CHz)p-, -(CHOZ)p-, -(C = 0), -(C=8)-,
-(C=N-2)-, -0-, -S-, -NZ-,

pricemum,p=0-3,an=0-2,a

Zje

-H, ili

-C1.12-alkil, ravnolandani ili razgranani,

-C,.12-alkenil, mono- ili polinezasi¢eni, ravnolanéani ili razgranani,

mono-, bi- ili tricikli¢ki zasi¢eni ili mono- ili polinezasiéeni karbocikli koji imaju 3 — 14 ¢lanova prstena,

mono-, bi- ili triciklicki zasi¢eni ili mono- ili polinezasi¢eni heterocikli koji imaju 5 — 15 ¢lanova prstena i 1 — 6
heteroatoma, koji su pozeljno N, O 1 S;

B je ili ugljik ili sumpor, ili (-S = O)-;

D je oksigen sumpor, CH, ili N-Z,
gdje, ako je B ugljik, D je S ili CHy;

E je veza, ili

-(CHp)pr, -O-, -S-, -(N-Z)-, gdje m i Z imaju ve¢ gore opisano znacenje.

Metoda prema patentnom zahtjevu 1, naznafena time, da je R’ odabran iz monocikli¢ki zasi¢enih ili mono- ili
polinezasi¢enih karbocikala 1 heterocikala koji imaju najmanje jedan halogen kao supstituent.

Metoda prema patentnom zahtjevu 2, nazna¢ena time, da je R’ odabran iz monocikli¢kih aromatskih karbocikala i
heterocikala koji imaju najmanje jedan halogen kao supstituent.

Metoda prema patentnom zahtjevu 3, naznadena time, da je R’ pridinski prsten koji ima najmanje jedan halogen
kao supstituent.

Metoda prema patentnom zahtjevu 3, nazna¢ena time, da je R’ fenilni prsten koji ima najmanje jedan halogen kao
supstituent.
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6. Metoda prema patentnom zahtjevu 1, naznalena time, da je R' odabran iz C;-Cjalkil, koji je po izboru
supstituiran.

7. Metoda prema patentnom zahtjevu 1, naznafena time, da je R' odabran iz monocikli¢ki zasié¢enih ili mono- ili
polinezasi¢enih karbocikla ili heterocikla, koji su po izboru supstituirani.

8. Metoda prema patentnom zahtjevu 1, naznadena time, da je R OH, a R’ je H.

9. Metoda prema patentnom zahtjevu 1, naznadena time, da je A odabran iz —(C = O)- i —(CHOH)-.

10. Metoda prema patentnom zahtjevu 1, naznacena time, da B predstavlja C.

11. Metoda prema patentnom zahtjevu 1, naznadena time, da D predstavlja O.

12. Metoda prema patentnom zahtjevu 1, naznacena time, da E predstavlja —(N-H)-.

13. Metoda prema patentnom zahtjeva 1, nazmafema time, da je spoj (I) (N-3,5-dikloro-4-piridinil)-2-[1-(4-
fluorobenzil)-5-hidroksi-1H-indol-3-i1]-2-oksoacetamid.

14. Metoda prema bilo kojem od zahtjeva 1 — 13, naznadena time, da je alergijska bolest alergijski dermatitis.

15. Metoda prema bio kojem od zahtjeva 1 — 14, naznacena time, da se spoj primjenjuje na podrucje koze koja je
zahvacena bole$cu.

16. Metoda prema bilo kojem od zahtjeva 1 — 15, naznacena time, da se spoj primjenjuje do 48 sati nakon izlaganja
alergenu.

17. Metoda prema bilo kojem od zahtjeva 1 — 16, naznacena time, da se spoj (I) ko-primjenjuje s najmanje jednim
drugim farmaceutskim sredstvom.

18. Metoda prema patentnom zahtjevu 17, naznacena time, da je drugo farmaceutsko sredstvo lijek koji stimulira
proizvodnju cAMP.

19. Mctoda prema patentnom zahtjevu 18, naznadena time, da jc drugo farmaccutsko srcdstvo kortikostcroid.

SAZETAK

Predmetni izum se odnosi na metodu za lijecenje upalnih /ili alergijskih koZznih bolesti 1 sastoji se od lokalne primjene
supstituiranog hidroksi indola.
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TDI AWD 12-281  Cilomilast TDI
3% 10%

AWD12-281 - Cilomilast
3% 10%
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