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1 2
Inventia se referd la utilizarea in care:
compusilor cu formula generala (I): Ri si R, formeazd impreund o legaturd
HsC CHs H gy dublda sau Risi R,formeazi impreuni o

grupare ciclopropil;

Rs, Ry sunt aceleasi sau diferite si alese
independent dintre hidrogen, metil sau Rs si
R4 formeazad impreund o dubld legitura;

Rs, R sunt aceleasi sau diferite si alese
independent dintre hidrogen, metil; sau Rs si
Re¢ formeazd impreund o legiturd dubld sau




Rssi  Rsformeazd impreund o  grupare
ciclopropil;

R7 = metil sau etil;

Rs = hidrogen sau metil,

pentru promovarea cresterii  parului
si/sau inhibarea sau intirzierea ciderii parului

la nivelul scalpului uman si compozifii
cosmetice sau farmaceutice potrivite pentru
asemenea utilizare.

Revendicari: 16

Figuri: 5

(54) Compounds for promeoting hair growth and/or inhibiting or delaying hair
loss in humans, and compositions for such uses

(57) Abstract:

1
The invention concerns the use of
compounds of general formula (I):
Rs

H,C CH,; H

wherein:

R and R, form together a double bond,
or R; and R, form together a cyclopropyl
group;

Rs, Ry are the same or different and
independently chosen from hydrogen, methyl,
or Rz and R4 form together a double bond;

2

Rs, R¢ are the same or different and
independently chosen from hydrogen, methyl;
or Rs and R¢ form together a double bond, or
Rs and R form together a cyclopropyl group;

R7 = methyl, or ethyl;

Rs = hydrogen, or methyl,

for promoting hair growth and/or
inhibiting or delaying hair loss in the human
scalp, and cosmetic and pharmaceutical
compositions suitable for such use.

Claims: 16

Fig.: 5
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Descriere:
(Descrierea se publicii in varianta redactati de solicitant)

DOMENIUL INVENTIEI

Inventia se referd la utilizarea compusilor pentru a promova cresterea pirului si/sau a
inhiba sau intirzia pierderea parului la om si compozitiile pentru o astfel de utilizare cuprinzind
compusi ca principii active.

STADIUL TEHNICII

Termenul lemn de santal se referd la o clasa de paduri din copaci din genul Santalum.
Uleiul esential de lemn de santal este de obicei extras prin distilarea cu abur a lemnului din copacii
de santal maturi si este 0 componentd bine cunoscuti pentru parfumuri.

Dintre o serie de utilizdri diferite In domeniul cosmetic, in cea mai mare parte legate de
mirosul siu apreciat, uleiul de lemn de santal este, de asemenea, subiectul publicatiilor de brevet
cu privire la preparatele oficinale si empirice pentru o serie de utilizdri diferite, inclusiv un
tratament generic al cdderii parului si al madtretii, precum de exemplu publicarea
brevetului CN1075250A care descrie un extract medicinal, definit de fapt ca medicind chineza,
cuprinzand lemn de santal amestecat cu muguri de magnolie, floare de trandafir, ridicind de lemn
dulce, pudra de coajd de bujor, kaempferia, liliac, herba asari, ginseng si rddicind de angelica
dahurica.

CN102000293 si CN103735443 descriu medicamente chinezesti similare, primul ficut
dintr-un amestec de lemn de santal, ridicini de angelica, seminte de rhizoma kaempferiae, talc,
busuioc sfant, indigo natural si nard, cea de-a doua dintr-un amestec de lemn de santal, ridicina de
floare de 14n4, ace de pin salvia miltiorrhiza, de aplicat pe par.

Pentru o utilizare genericd  substantial similard, publicatia de brevet
indian INOO177MU2002A descrie o compozitie pentru prevenirea cdderii parului care cuprinde
ulei de lemn de santal amestecat cu ulei de cocos, ulei de eucalipt, ulei de cuisoare, ulei de lavanda
si ulei de rozmarin.

Pentru astfel de preparate empirice, rolul specific al fiecdrui ingredient amestecat in uleiul
final nu este definit in astfel de publicatii, astfel incit nici functia specificd a ingredientului ulei de
lemn de santal din amestecuri, fie ca parfum, fie ca, posibil, altceva, nu este determinata.

In orice caz, principalele componente ale uleiului de lemn de santal sunt a-santalol si -
santalol, care sunt alcooli care prezintd practic un lant de tip sesquiterpenic. Formula structurald a

o-santalolului este:
A\/\\\(
OH
=
in timp ce a B-santalolului este: OH

caracterizatd printr-o grupare triciclohept-3-il terminald sau, respectiv, o grupa biciclohept-2-il.

Pe de alta parte, compusul cunoscut sub numele de sandalore este un miros sintetic cu un
parfum similar cu lemnul de santal si, in consecintd, utilizat in parfumuri, emolienti si agenti de
curdtare a pielii ca ingredient mai putin costisitor care imitd parfumul de lemn de santal.
Sandalore, precum si compusul similar structural numit brahmanol, sunt alcooli avind o structura
chimicd destul de distinctd de ingredientele mentionate din uleiul natural de lemn de santal, adicd
a-santalol si B-santalol.

De fapt sandalore sau sandal pentanol, avand formula:

HO
si brahmanol, sau sandal ciclopentan, avand formula:
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\/Q/OH

sunt molecule sintetice caracterizate ambele printr-o grupare ciclopenten-1-il terminald si nu au
lant sesquiterpenic. Ele sunt, de asemenea, subiectul publicatiilor de brevet cu privire la
tratamentul parului in formuldri cosmetice, cum ar fi sampoanele si balsamurile de par, cu toate
acestea utilizate doar ca parfumuri, de fapt in scopul specific al utilizarii proprietatii lor de a imita
parfumul de lemn de santal. De exemplu EP1561476 descrie compozitiile deodorante pentru
imbunatitirea efectelor deodorizante in care, printre un numdr mare de substante si un numdar mare
de utilizdri, utilizarea sandalorului si brahmanolului este, de asemenea, descrisd ca parfumuri
deodorizante in produsele de ingrijire a parului, cum ar fi sampoane, balsamuri, clitirea parului,
agenti de colorare, agenti pentru onduleuri permanente, ceard, spray de pdr si mousse. Materialele
parfumate de origine naturald care urmeaza si fie utilizate ca parfumuri in EP1561476 includ ulei
de lemn de santal, iar sandalore si brahmanol sunt definite ca denumiri comerciale ale materialelor
de mai sus, ceea ce inseamnd cd, conform acestui document, nu existd nicio distinctie intre
parfumul oferit de extractul natural si inlocuitorii sai sintetici.

EP1346720 se referd la o compozitic de deodorant pentru culoarea pdrului avand un
domeniu similar. Nu existd o descriere in astfel de publicatii, nici micar generic, a unor astfel de
substante odorizante sintetice pentru tratamentul ciderii pirului sau pentru promovarea cresterii
parului.

Conform Busse si colab., un miros sintetic de lemn de santal induce procese de vindecare
a ranilor in keratinocite umane prin intermediul receptorului olfactiv. OR2AT4, Journal of
Investigative Dermatology, 2014, 134: 2823-2832, sandalore si brahmanol au fost identificati ca
agonisti ai receptorului olfactiv cutanat OR2AT4 si s-au constatat ¢i induc semnale Ca>* in
keratinocite umane cultivate. Stimularea pe termen lung a keratinocitelor cu sandalore afecteazi
pozitiv proliferarea celulard, migratia si regenerarea monostratelor de keratinocite intr-un test in
vitro de zgarieturi ale pligii, iar stimularea sandalore imbunitifeste vindecarea epidermicd a
ranilor in culturile de organe ale pielii umane.

Potrivit lui Busse si colab., sunt descrise dovezi cd uleiul natural de lemn de santal si alte
substante aromatizante sintetice nu sunt agonisti ai receptorului olfactiv OR2AT4 si nu prezinta
acelasi efect de vindecare a ranilor epidermice.

Expresia receptorilor olfactivi (OR) nu este limitatd la epiteliul nazal, dar este prezenta si
in diferite tesuturi umane, vezi Feldmesser E, Olender T, Khen M, Yanai I, Ophir R, Lancet D.,
Expresie ectopicd larg raspanditd a genelor receptorilor olfactivi. BMC Genomics. 22 mai 2006;
7:121; Zhang X, Firestein S., Nose thyself: individuality in the human olfactory genome. Genomul
Biol. 2007; 8 (11):230; Flegel C, Manteniotis S, Osthold S, Hatt H, Gisselmann G., Profilul de
expresie al receptorilor olfactivi ectopici determinati prin secventierea profundi. PLoS One. 2013;
8 (2):55368). Numeroase studii au descris rolurile fiziologice pentru OR in diferite tipuri de celule
umane (Kang N, Koo J. Receptorii olfactivi din tesuturile necemosenzoriale. BMB Rep. 2012
noiembrie; 45 (11): 612-22) cum ar fi spermatozoizii (Spehr M, Gisselmann G, Poplawski A,
Riffell JA, Wetzel CH, Zimmer RK, Hatt H. Identificarea unui receptor odorizant testicular care
mediaza chimiotaxia spermei umane. Science. 28 martie 2003; 299 (5615): 2054-8; Veitinger T,
Riffell JR si colab., Dinamica chemosenzoriald Ca2 + se coreleazi cu fenotipuri comportamentale
diverse in sperma umand. J Biol Chem. 2011 13 mai; 286 (19): 17311-25), celule epiteliale de
prostatd (Neuhaus EM, Zhang W, Gelis L, Deng Y, Noldus J, Hatt H. Activarea unui receptor
olfactiv inhiba proliferarea celulelor de cancer de prostatd. J Biol Chem. 2009; 284 (24): 16218-
16225) si celulele enterocromafine ale intestinului (Braun T, Voland P, Kunz L, Prinz C, Gratzl M.
Celule enterocromafine ale intestinului uman: senzori pentru condimente si mirosuri.
Gastroenterologie. 2007 mai; 132 (5): 1890-901).

REZUMATUL INVENTIEI

Conform prezentei inventii, s-a constatat in mod surprinzitor ca cresterea parului poate fi
promovatd si ca pierderea parului poate fi inhibatd sau intirziatd la nivelul scalpului uman prin
utilizarea compusilor cu formula generald D:
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in care:
Risi R, formeaza impreund o legiturd dubld sau R;si R, formeazd impreund o grupare
ciclopropil;
Rs, Ry sunt aceleasi sau diferite si alese independent dintre hidrogen, metil sau Rs si Ry formeaza
impreund o dubla legitura;
Rs, Rs sunt aceleasi sau diferite si alese independent dintre hidrogen, metil; sau Rs si R¢ formeaza
impreund o legitura dubla sau Rs si R¢ formeaza impreund o grupare ciclopropil;
R7 = metil sau etil;
Rs = hidrogen sau metil.

In cadrul noii utiliziri conform prezentei inventii, compusii preferati cu formula (I),
inclusiv sandal pentanolul mentionat anterior (compusul 1) si sandal ciclopentanul (compusul 5),
sunt raportati in tabelul urmator:

Compus Numele IUPAC CAS Nr :Formula structurala Formula /
MW
1 isandal 3-metil-5- (2,2,3-165113- \C1aHa60
pentanol trimetilciclopent-3-en-1-il) ~ :99-7 \é/\/g/ 51036
pentan-2-ol
HO
2 isandal 4Z)  -3-metil-5-  (2,2,3-167801- §C14H24O
. . . 2. _ -0 _ H N
pentenol trimetilciclopent-3-en-1-il) ~ 20-1 208 35
pent-4-en-2-ol N\ _H
HO
3 :sandal 1-metil-2 - ((1,2,2- 1198404- §C15H260
ciclopropan itrimetilbiciclo (3.1.0) hex-3-:98-7 '
. . . 222.37
il)  metil)  -ciclopropan-
metanol OH
4 iSantol (E) -3,3-dimetil-5- (2,2,3-{107898- CisHxO
pentenol trimetilciclopent-3-en-1-il) ~ {54-4

pent-4-en-2-ol 222.37

5 isandal 2-Metil-4-  (2,2,3-trimetil-3- { 72089- §C13H24O

6 isandalrom (E) -2-etil-4- (2,2,3-128219-
trimetilciclopent-3-en-1-il)  {61-6
but-2-en-1-ol

C1aH20
208.35

H
N\
H
ciclopentan :ciclopenten-1-il) butanol 08-8 ) 106.34
A
W

7 isandal (E) -2-metil-4- (2,2,3-128219- Ci3H»20
butenol trimetil-3-ciclopenten-1-il) - :60-5 194.32
2-buten-1-ol
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Compus Numele IUPAC CAS Nr Formula structurala Formula /

MW
W
OH

H

Un obiect al inventiei sunt, de asemenea, compozitiile destinate utilizirii in promovarea
cresterii parului si/sau inhibdrii sau intarzierii ciderii parului, adecvate pentru administrarea topica
pe scalpul uman, in care unul sau mai multi compusi cu formula (I) sunt utilizati ca principii
active, de preferintd intr-o cantitate intre 0,1 si 10% in greutate (greutate/greutate), formulati cu
ingrediente adecvate pentru o administrare topica.

Compozitiile conform inventiei sunt potrivite atit pentru o utilizare cosmeticd, cat si
pentru o utilizare terapeuticd in promovarea cresterii parului si/sau tratamentul caderii parului la
nivelul scalpului uman, in care cel putin un compus cu formula generald (I) este cuprins ca
principiu activ.

DESCRIEREA DETALIATA A INVENTIEI

Pentru a intelege cel mai bine caracteristicile si avantajele inventiei, sunt descrise mai jos
exemple practice nelimitative ale acestora. Componentele sunt denumite in conformitate cu
nomenclatura INCIL.

EXEMPLE

EXEMPLUL 1

LOTIUNE
gcomponenté (mumele INCI) §cantitate (g/g%)
 Alcool denat 15-35
\PEG-40 Ulei de ricin hidrogenat 0.5-3
Sandal pentanol O 1-10.0
Etoxidiglicol 0.25-1.0
§Aqua g.s. pAna la 100 g E

EXEMPLUL 2
MASCA PRE-SAMPON

gcomponenté (numele INCT) §cantitate (g/g%)
- glicerina 11.5-4.5
copolimer de acrilildimetiltaurat de amoniu / vp 1.0-2.0
sandal pentanol 0.1-10.0
ciclopentasiloxan 1.0-2.0
fenoxietanol 0.25-0.75
parfum 0.5-1.0

- glicol caprilil 0.25-0.75
fenil trimeticon 10.25-0.75
siliciu quaternium-17 0.1-04
dimeticona 0.1-0.4
laureth-4 0.1-0.4
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7
gcomponenté (numele INCT) %cantitate (g/g%)
sericind 0.1-0.4
gacetat de tocoferil 0.1-0.3
laureth-23 0.1-0.3
gsorbat de potasiu §0.05-0. 15
églicirratat de amoniu §0.05-0. 15
acid citric 10.04-0.08
edta disodica 0.025-0.075
geti]hexil metoxicinamat 0.025-0.075
dimeticonol 10.025-0.075
gaqua g.s. pAni la 100 g ‘
EXEMPLUL 3 L
GEL STILIZANT CU INTARIRE
§Component§1 (nume INCT) §cantitate (g/g%)
sandal pentanol O 1-10.0
gulei de ricin PEG-40 hidrogenat 1-3
parfum 0.5-1.5
poliacrilat-14 0.5-1.5
éhidroxipropil guar §0.5-1.5
.hidrolizat de amidon hidrogenat 0.5-1.5
hidroximetilglicinat de sodiu 0.25-1.0
benzofenona-4 0.15-0.45
‘edta disodica 005015
gpolyquaternium-l 1 0.0025-0.025
gaqua g.s. pAni la 100 g
EXEMPLUL 4
BALSAM DE PAR FORTIFIANT
§Component§1 (nume INCT) §cantitate (g/g%)
galcool cetearilic 15-25
gstearat de gliceril 15-25
gdimeticoné 10-20
§C12-13 alchil lactat §5-15
clorurd de cetrimonium §2.5-7.5
PEG-100 stearat | 2.5-7.5
ciclopentasiloxan 2-6
xilitol 2:6
sandal pentanol O 1-10.0
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§Component§1 (nume INCT) §cantitate (g/g%)
hidroxietilceluloza 13
gdimeticonol 1-3
alcool benzilic 0.1-1.0
gpantenol 1-3
parfum 1-2
copolimer bis-izobutil PEG / PPG-20/35 / amodimeteticond §0.5-1.0
fitantriol 0.5-1.0
gbenzoat de sodiu 0.5-1.0
gdehidroacetat de sodiu §0.5-1.0
gcetil etilhexanoat §0.5-1.0
glicol butilic 0.5-1.0
gedta disodica §0.2-0.6
gpolisorbat 80 §0.2-0.6
sericind 0.2-0.6
acid dehidroacetic 0.1:0.3
polizaharide de drojdie 0.1-0.3
gluconolactoni 0.05-0.15
gaqua g.s. pAni la 100 g :
EXEMPLUL §
SAMPON REVITALIZANT

§Component§1 (nume INCT) §cantitate (g/g%)
glauret sulfat de magneziu |
gsarcosinat de lauril de sodiu ;

sandal pentanol | 0.1-10.0
glauros sulfosuccinat disodic

gPEG-2OO gliceril palmat hidrogenat

cocamida mipa 0.5-1.5
parfum ‘

glicol distearat :

gPEG-7 cocoat gliceril 50.25-0.75
‘betaini 025075
gcloruré de lauril metil glucet-10 hidroxipropildimoniu .... 50.25-0.75
laureth-7 025075
polyquaternium-10 0.25-0.75

ghidroximetilglicinat de sodiu 50.25-0.75

proteine din grau hidrolizate de undecilenoil potasiu

gpantenol O 1-0.3
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§Component§1 (nume INCT) §cantitate (g/g%)
gedet tetrasodic
fenil trimeticona 0.05-0.15
siliciu quaternium-17 0.05-0.12
laureth-4 0.05-0.12
§1aureth-23 10.025-0.075
cocoamfacetat de sodiu §0.025-0.075
BHA 10.005-0.015
gaqua g.s. pAni la 100 g

EXEMPLUL 6

MOUSSE
§Component§1 (nume INCT) gcantitate (g/g%)
alcool 10-20
sandal pentanol O 1-10.0
gUlei de ricin PEG-40 hidrogenat 1-2
glicerina 1-1.5
golivamfacetat de sodiu 0.5-1.5
parfum 0.5-1
‘tocoferol 0.05-0.15
EDTA disodic 0.0250.075
polyquaternium-16 §0.025-0.075
gmetabisulﬁt de potasiu §0.01-0.03
gaqua g.s. pAni la 100 g |

SCURTA DESCRIERE A DESENELOR

Cu referire la Figurile 1-5 ale desenelor insotitoare,
Fig. 1 prezintd imagini de imunofluorescentd prelevate din probe de fesuturi ale pielii scalpului
uman si foliculi de par (HF).
Fig. 2 prezinta o diagrama referitoare la alungirea cuticulei firului de par.
Fig. 3 prezintd o diagrama referitoare la ciclul de crestere a parului, cu referire speciald la faza
catagenica.
Fig. 4 prezintd o diagrami referitoare 1a proliferarea si apoptoza keratinocitelor matricei de par.
Fig. 5 prezintd o diagrama referitoare la factorul de crestere care promoveaza catagenul TGFf2.

Figurile 1-5 se referd la rezultatele obtinute in urmdtorul studiu experimental si sunt astfel
descrise in detaliu in urmitoarea descriere.
STUDIU EXPERIMENTAL

Compusul 1 mentionat conform inventiei, adicd sandal pentanolul, a fost ales dintre
compusii cu formula (I) pentru a fi testati in scopuri experimentale dupd cum urmeaza. Sandal
pentanolul este numit Sandalore in diagramele din Fig. 2-5.
Designul studiului

Ca prim pas, tehnica standard de imunofluorescentd a fost utilizatd pe sectiunile de tesut
ale pielii scalpului uman de la donatori sindtosi pentru a evalua daci OR2AT4 este exprimat in
foliculii de pdr ai scalpului uman (HF).

Apoi, pentru a evalua daca stimularea OR2AT4 poate influenta cresterea parului uman,
HF microdisecate au fost tratate cu sandal pentanol la o concentratie de 500 pM, deoarece s-a
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efectuat masurarea agonistului si a alungirii cuticulei firului de par (vezi Philpott si colab., 1990).
In plus, s-a efectuat un test de kinaza pentru a identifica ciile de semnalizare care sunt implicate in
stimularea specifici a OR2AT4 de citre sandal pentanol.

Ulterior, pentru a confirma cd efectul de prelungire anagen al sandal pentanolului este
specific, s-a efectuat o culturd de organe HF folosind sandal pentanol ca agonist si un antagonist
specific, Phenirat (fenoxietil izobutirat), un parfum sintetic, vezi Busse si colab. referintd
mentionatd mai sus.

HF-urile au fost tratate fie cu vehicul, sandal pentanol, cu Phenirat sau cu un amestec de
sandal pentanol si Phenirat. Pentru a analiza modificdrile ciclului parului, Ki67 / TUNEL au fost
efectuate si utilizate pentru a evalua scorul ciclului pdrului si proliferarea si apoptoza
keratinocitelor matricei parului.

In plus, TGFB2, un puternic inductor de catagen, a fost investigat cu referire la aceiasi
compusi de mai sus.

Pentru a regla in jos expresia OR2AT4 in HF umane si pentru a studia efectul acestuia
asupra cresterii parului, HF au fost transfectate cu OR2AT4-siARN.

Analizele qRT-PCR si (imuno-) histomorfometrie au fost folosite pentru a confirma o
reglare descendenti mediati de siARN a genei OR2AT4 si a proteinelor in HF microdisecate. in
cele din urmi, pentru a investiga cum influenteazd reducerea OR2AT4 cresterea pdrului uman,
imunofluorescenta Ki67 / TUNEL a fost utilizatd pentru a cuantifica scorul ciclului parului si
proliferarea si apoptoza keratinocitelor matricei parului.

Pentru a verifica daca reducerea poate influenta inducerea catagenului, expresia TGFB2 a
fost analizatd prin imunofluorescenta.

Materiale si metode
Exemplare de tesut

Pielea scalpului uman normal, temporal si occipital, a fost obtinuta de la donatori sanitosi
(intr-un interval de varstd 38 - 69 de ani) supusi unei interventii chirurgicale de lifting facial de
rutind dupa consimtimantul informat si aprobarea etica.
Imunofluorescenta

Probele incorporate OCT au fost sectionate (6 pm grosime) cu un criostat. Sectiunile au
fost fixate in paraformaldehida 4%, pre-incubate cu 10% ser de caprd (pentru OR2AT4) sau 5%
ser de caprd + 0,3% Tritton X-100 (pentru caspaza 3 scindatd) si incubate cu anticorpul primar
corespunzitor la 4 °C peste noapte (1/100 pentru OR2AT4 si 1/400 pentru caspaza 3 scindatd).
Incubarea secundard a anticorpilor a fost efectuatd la temperatura camerei timp de 45 de minute.
Contrastarea cu DAPI (1 ug/ml) a fost efectuatd pentru a vizualiza nucleele. Pentru TGFb2,
probele au fost fixate in acetond si peroxidazele endogene au fost blocate cu 3% din H,O,. Aceasta
etapd a fost urmata de o etapa de blocare a avidin-biotinei si o preincubare cu tampon TNB (Tris
HCT + NaCl + cazeind). Anticorpul primar corespunzitor a fost incubat la 4 °C peste noapte
(1/1000 pentru TGFb2). Incubatia secundard a anticorpilor a fost efectuati la RT timp de 45 de
minute inainte de a utiliza setul de amplificare a semnalului Tyramide (Perkin Elmer).
Contracolorarea cu DAPI a fost efectuatd pentru a vizualiza nucleele. Pentru a colora celulele
apoptotice si proliferante, am folosit kitul apoptag (Merck Milipore) urmand protocolul fabricarii
urmat de colorarea Ki67. Anticorpul primar a fost incubat peste noapte (Ki67, 1/20) dupa ctapa
enzimei TdT. Anticorpul secundar a fost incubat timp de 45 de minute la RT dupi etapa anti-
Digoxigenind marcatd fluorescent a kitului de apoptag. Contrastarea cu DAPI a fost efectuatd
pentru a vizualiza nucleele. Controalele negative au fost efectuate prin omiterea anticorpului
primar. Imaginile au fost realizate folosind un microscop cu fluorescentd Keyence (Osaka,
Japonia), mentindnd un timp de expunere stabilit constant pe tot parcursul imagisticii pentru
analize ulterioare.
Cultura organelor HF

Probele de scalp uman au fost obtinute dupd procedura de lifting facial si utilizate in
aceeasi zi pentru microdisecarea HF ale scalpului anagen VI uman. HF-urile microdisectate ale
scalpului uman au fost cultivate la 37 °C cu 5% CO; intr-un mediu minim de mediu William’s E
(Gibco, Life Tehnologies) suplimentat cu 2mM de L-glutamind (Gibco), 10 ng/ml hidrocortizon
(Sigma-Aldrich), 10 pg/ml insulind (Sigma-Aldrich) si 1% penicilind / streptomicind mix (Gibco)
(WEM) asa cum s-a descris anterior (Philpott, 1990; Kloepper, 2010; Langan si colab., 2015).
1) Stimularea chimici a HF-urilor microdisecate umane cu sandal pentanol OR2AT4
(agonist) si Phenirat (antagonist)

Dupd 24 de ore de incubatie, mediul WEM a fost inlocuit si HF-urile au fost tratate cu
substantele corespunzitoare timp de 6 zile dupd conditiile experimentale. HF-urile au fost tratate
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fie cu vehicul (0,1% DMSO), sandal pentanol (500 uM), Phenirat (intr-un raport 1:1 fatd de
agonist), fie cu un amestec sandal pentanol + Phenirat.

Phenirat a fost addugat cu 30 de minute inainte de sandal pentanol. Alungirea cuticulei
firului de par a fost misuratd zilnic folosind un microscop binocular inversat (Philpott si colab.,
1990) si mediul de culturd a fost inlocuit in fiecare a doua zi. HF-urile au fost apoi incorporate in
criomatrix (Fisher Scientific) si au fost congelate in azot lichid. Sectiuni de 6 pm grosime au fost
tdiate cu un criostat si depozitate la -80 °C pentru analize imunohistochimice ulterioare.

(Imuno-) histomorfometrie cantitativa

Intensitatea colordrii a fost evaluatd in zone de referintd bine definite prin
histomorfometrie cantitativd (imuno-), asa cum s-a descris anterior (Bertolini si colab., 2014)
folosind software-ul NIH IMAGE (NIH, Bethesda, MD, SUA).

Analize statistice

Toate datele sunt exprimate ca media + SEM si au fost analizate prin testul One Way
Anova sau Kruskall Wallis atunci cand au fost comparate mai mult de 2 grupuri si testul t Student
sau testul Mann-Whitney cand tratamentul cu sandal pentanol a fost comparat cu vehiculul (Graph
Pad Prism 6, Software GraphPad, San Diego, CA, SUA).

REZULTATE

Rezultatele sunt descrise cu referire la desenele anexate din Fig. 11a 5.
1) HF umane exprimai receptorul olfactiv 2AT4

In primul rnd a fost investigatd prezenta receptorului olfactiv 2AT4 (OR2AT4) in HF.
OR2AT4 a fost observat in keratinocitele invelisului radicular exterior suprabulbar (ORS) ale HF
ale anagenului scalpului uman, asa cum se aratd prin imunofluorescentd in Figura 1. Imaginile A)
pana la D) din Fig. 1 reprezintd imunofluorescenta OR2AT4 in HF in pielea scalpului uman (vezi
imaginea A si mdriri corespunzditoare) si HF microdisecate (vezi imagini BD si madriri
corespunzdtoare) de la trei donatori diferiti (n = 3). CTS inseamnd invelisul tesutului conjunctiv,
DP pentru papila dermicd, HM pentru matricea parului, IRS pentru invelisul interior al ridicinii,
ORS pentru invelisul exterior al ridicinii, HS pentru cuticula firului de pir, HB pentru bulbul de
par, HF pentru foliculii de par. Liniile punctate delimiteazd IRS (invelisul interior al radicinii),
ORS (invelisul exterior al rddacinii) si DP (papila dermica).

Fig. 1 aratd cd OR2AT4 este exprimat in keratinocite ORS suprabulbare ale HF ale
scalpului anagen si in ORS suprabulbar si bulbar si in keratinocite ale varfurilor matricei parului in
HF anagene microdisecate.

HF anagene microdisectate (modelul Philpott) au dezviluit celule OR2AT4 in bulbul
parului, si anume in varfurile ORS si matricea de par (HM), vezi Fig.1B, pe langd expresia
intrafoliculard suprabulbard caracteristica, vezi Fig. 1D.

2) Stimularea specifici a OR2AT4 de ciitre sandal pentanol promoveazi alungirea cuticulei
firului de par si inhiba calea de semnalizare apoptotica

Pentru a verifica daci activarea OR2AT4 poate influenfa ciclul parului HF uman, HF
umane microdisecate au fost stimulate in mod specific cu potentialul agonist, sandal pentanol.
Efectul tratamentului cu sandal pentanol a fost evaluat prin masurarea alungirii cuticulei firului de
par comparativ cu vehiculul.

Alungirea HF a fost mdsuratd in HF microdisecate cultivate. Media = SEM, n = 18 HF
pentru fiecare donator, 2 donatori, test t Student, Graph Pad Prism 6. In ciuda diferentelor
interindividuale, rezultatele aratd ci sandal pentanolul la concentratia de 500puM stimuleazd
alungirea arborelui pirului de HF microdisecate cultivate provenind de la 2 donatori, asa cum se
aratd in diagrama din Fig. 2 raportind% alungire versus zile de culturd, sandalore comparativ cu
vehiculul.

3) Activarea OR2AT4 de catre sandal pentanol intirzie semnificativ inducerea catagenului si
scade apoptoza in keratinocitele matricei pirului uman

Pentru a investiga specificitatea efectului asupra cresterii parului a stimuldrii OR2AT4
prin sandal pentanol, HF microdisecate au fost cultivate cu sandal pentanol si/sau Phenirat, iar pe
ciclul parului s-au efectuat analize de etapizare asa cum s-a descris anterior (Kloepper, 2010;
Langan si colab., 2015). Scorul ciclului parului a fost masurat atat in HF tratate, cit si in vehicul,
dupd 6 zile de culturd. N = 16-24 HF de la 3 pacienti, Media + SEM, testul Kruskal Wallis si testul
de comparatii multiple Dunn ca test post hoc, ns, test Mann-Whitney, #p <0,05, Graph Pad Prism
6.

Rezultatele obfinute indicd faptul cd stimularea specifici a OR2AT4 de citre sandal
pentanol singur la concentratia de 500pM a intarziat inducerea catagenului in HF-urile tratate
comparativ cu vehiculul dupd 6 zile de culturd, asa cum se aratd in diagrama din Figura 3.
Dimpotriva, atat referinfa comparativd Phenirat singur cat si amestecul de sandal pentanol
administrat impreuna cu Phenirat nu au prelungit anagenul in IC tratate comparativ cu vehiculul.
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Datele sugercazd ci stimularca OR2AT4 de citre sandal pentanol promoveazd intirzierea
catagenului, in timp ce aceste efecte sunt contracarate de inhibarea OR2AT4 atunci cand se
utilizeazi Phenirat.

Pentru a rezuma, Fig. 3 aratd cd compusul inventiei intirzie semnificativ dezvoltarea
catagenului.

4) Sandal pentanolul scade semnificativ apoptoza keratinocitelor matricei parului

Cu referire la dovezile din Figura 4, pentru a investiga dacd sandal pentanolul
influenteaza proliferarea si apoptoza keratinocitelor matricei parului, s-a efectuat colorarea Ki67 /
TUNEL. Keratinocitele proliferatoare (diagrama din Figura 4A) si apoptotice (diagrama din Figura
4B) ale matricei parului au fost numdrate in matricea de par a HF-urilor tratate si vehiculului.
Imaginile reprezentative ale Ki67 / TUNEL sunt prezentate in Fig. 4 de 1a C la E. Media + SEM, n
= 18-21 HF de la 3 pacienti, testul Kruskal-Wallis si testul de comparatii multiple Dunn ca test
post hoc, ** p <0,01 , *** p <0,001, test Mann-Whitney #p <0,05, Graph Pad Prism 6.

Dupad 6 zile de culturd, proliferarea keratinocitelor in matricea pirului nu s-a modificat la
IC tratate cu sandal pentanol sau Phenirat singur. Cu toate acestea, administrarea concomitentd a
antagonistului specific al OR2AT4, Phenirat, impreund cu sandal pentanol au indus o scidere
semnificativi a proliferdrii keratinocitelor matricei parului, dupd cum se aratd in Fig. 4A.

Tratamentul cu sandal pentanol a scizut semnificativ apoptoza keratinocitelor matricei
parului, in timp ce administrarca concomitentd de pentanol sandal + Phenirat a crescut
semnificativ apoptoza keratinocitelor matricei pirului, asa cum se aratd in figura 4B.

5) Stimularea specifici a OR2AT4 de citre sandal pentanol a scizut semnificativ factorul de
crestere care promoveaza catagenul TGFf2

Cu referire la dovezile din Figura 5, pentru a investiga in continuare modul in care
agonistul si antagonistul OR afecteazd cresterea HF, expresia factorului de crestere relevant care
promoveazd catagenul in timpul ciclului HF uman fiziologic, adicd TGFB2 (Soma si colab., 2002),
s-a examinat in OR proximal. Dupi 6 zile de tratament cu sandal pentanol, s-a observat o scidere
semnificativd a expresiei TGFB2 la nivelul proteinei, in timp ce nu s-a detectat nicio modificare
prin blocarea receptorului cu Phenirat. In acest caz, administrarea concomitenti de sandal pentanol
cu Phenirat a aritat un rezultat comparabil, obtinut prin administrarea de sandal pentanol singur,
asa cum se aratd in diagrama din Figura 5A. Expresia TGF2 a fost misurata in keratinocite ORS
in HF tratate si din vehicul.

Imaginile reprezentative corespunzitoare ale imunofluorescentei TGFf2 sunt prezentate
in Fig. 5, B (vehicul), C (sandalore), D (sandalore + Phenirat).

Expresia TGFp2 a fost cuantificatd utilizind imaginea J. Media = SEM, n = 14-22 HF de
la 2 pacienti, testul de comparatii multiple al lui Kruskal-Wallis si Dunn ca test post hoc, * p
<0,05, *** p <0,001 si Mann- Test Whitney, ns. Graph Pad Prism 6.

Concluzii

Rezultatele de mai sus aratd in general cd OR2AT4 este un modulator al cresterii parului
si compusul conform inventiei este un agent de prelungire a anagenului. Stimularea OR2AT4 de
catre compusul conform inventiei creste alungirea cuticulei firului de par si intirzie tranzitia fazei
catagene, in timp ce efectul nu este obfinut cu inhibitorul OR2AT4 Phenirat si este substantial
contracarat atunci cand compusul inventiei este co-administrat cu Phenirat.

Stimularea OR2AT4 de citre compusul conform inventiei moduleazi cdile de
semnalizare apoptotica si scade semnificativ apoptoza in keratinocitele matricei parului uman, in
timp ce acest efect nu este obtinut cu Phenirat si este contracarat in mod substantial atunci cind
compusul inventiei este administrat concomitent cu Phenirat. Stimularea OR2AT4 de citre
compusul conform inventiei scade semnificativ factorul de crestere relevant care promoveazi
catagenul, TGFp2, in timp ce acest efect nu este obtinut cu Phenirat.

In termeni generali, dovezile experimentale arati ¢ compusii cu formula (I), astfel cum
sunt definiti mai sus, pot fi utilizafi eficient pentru promovarea cresterii parului si/sau inhibarea
sau intirzierea ciderii parului la nivelul scalpului uman.

(56) Referinte bibliografice citate in raportul de documentare:

EP-A1-2 957 283
EP-A2- 1238 650
EP-A2- 1346720
US-B1- 7 879910
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(87) Revendiciri:

1. Utilizarea cosmetici a compusilor cu formula generald (I):
Hjy C CH 3 H

HO

n care:

R: si R, formeazd impreund o legiaturd dubld sau R; si R, formeaza impreund o grupare
ciclopropil;

Rs, Rssunt aceleasi sau diferite si alese independent dintre hidrogen, metil sau R si
R4 formeazad impreund o dubla legitura;

Rs, Re sunt aceleasi sau diferite si alese independent dintre hidrogen, metil; sau Rs si
Re formeazad impreund o legiturd dubla sau Rs si R¢ formeazi impreund o grupare ciclopropil;

R7 = metil sau etil;

Rs = hidrogen sau metil,

pentru promovarea cresterii parului si/sau inhibarea sau intirzierea cdderii parului la nivelul
scalpului uman.

2. Utilizare conform revendicarii 1 caracterizata prin aceea ci compusul cu formula (I)
este 3-metil-5-(2,2,3-trimetilciclopent-3-en-1-il) pentan-2-ol.

3. Utilizare conform revendicarii 1 caracterizata prin aceea ci compusul cu formula (I)
este (4Z) -3-metil-5- (2,2,3-trimetilciclopent-3-en-1-il) pent-4-en-2-ol.

4. Utilizare conform revendicarii 1 caracterizata prin aceea ci compusul cu formula (I)
este 1-metil-2 - ((1,2,2-trimetilbiciclo (3.1.0) hex-3-il) metil) -ciclopropanemetanol.

5. Utilizare conform revendicarii 1 caracterizata prin aceea ci compusul cu formula (I)
este (E) -3,3-dimetil-5- (2,2,3-trimetilciclopent-3-en-1-il) pent-4-en-2-ol.

6. Utilizare conform revendicarii 1 caracterizata prin aceea ci compusul cu formula (I)
este 2-metil-4- (2,2,3-trimetil-3-ciclopenten-1-il) butanol.

7. Utilizare conform revendicirii 1 caracterizata prin aceea ci compusul cu formula (I)
este (E) -2-etil-4- (2,2,3-trimetilciclopent-3-en-1-il) but-2-en-1-ol.

8. Utilizare conform revendicarii 1 caracterizata prin aceea ci compusul cu formula (I)
este (E) -2-metil-4- (2,2,3-trimetil-3-ciclopenten-1-il) -2-buten-1-ol.

9. Utilizare cosmeticd a unei compozitii cosmetice pentru promovarea cresterii parului
si/sau inhibarea sau intirzierea cdderii pdrului la nivelul scalpului uman in care compozitia
cosmeticd mentionatd cuprinde ca principiu activ cel pufin un compus cu formula (I):

H3C CH3 H

in care
R: si R, formeazd impreund o legiaturd dubld sau R; si R, formeaza impreund o grupare
ciclopropil;
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Ris, Rssunt aceleasi sau diferite si alese independent dintre hidrogen, metil sau Rj si
R4 formeazad impreund o dubld legitura;

Rs, Re sunt aceleasi sau diferite si alese independent dintre hidrogen, metil; sau Rs si
Re formeazad impreund o legiturd dubla sau Rs si R¢ formeazi impreund o grupare ciclopropil;

R7 = metil sau etil;

Rs = hidrogen sau metil.

10. Utilizare cosmeticd a unei compozitii cosmetice conform revendicdrii 9 caracterizati
prin aceea ci cuprinde ca principiu activ cel pufin un compus cu formula (I) intr-o cantitate intre
0,1 si 10% in greutate (procente in greutate), formulat cu ingrediente adecvate pentru o
administrare topica.

11. Utilizare cosmeticd a unei compozifii cosmetice conform revendicarii 9 caracterizata
prin aceea ci compusul cu formula (I) este 3-metil-5- (2,2,3-trimetilciclopent-3-en-1-il) pentan-2-
ol si/sau 2-metil-4- (2,2, 3-trimetil-3-ciclopenten-1-il) butanol.

12. Compusi cu formula generala (I):
H 3C CH 3 H

HO

n care:

R1 si R2 formeaza impreund o dubli legaturd sau R1 si R2 formeaza impreund o grupare
ciclopropil;

R3, R4 sunt identici sau diferiti si alesi independent dintre hidrogen, metil sau R3 si R4
formeaza impreund o dubla legitura;

RS, R6 sunt identici sau diferiti si alesi independent dintre hidrogen, metil;

sau RS si R6 formeazd impreund o dubld legiturd, sau R5 si R6 formeazi impreund o
grupare ciclopropil;

R7 = metil sau etil;

R8 = hidrogen sau metil,

pentru o utilizare terapeutici in promovarea cresterii pdrului si/sau tratamentul cdderii
parului la nivelul scalpului uman.

13. Compozitie farmaceuticd pentru utilizare in promovarea cresterii parului si/sau
tratamentul cdderii pirului la nivelul scalpului uman, caracterizatd prin aceea ci cuprinde ca
principiu activ un compus cu formula generald (I):

H3C CH3 H R3

HO

in care:

R1 si R2 formeaza impreund o dubli legaturd sau R1 si R2 formeaza impreund o grupare
ciclopropil;

R3, R4 sunt identici sau diferiti si alesi independent dintre hidrogen, metil sau R3 si R4
formeaza impreund o dubla legitura;

RS, R6 sunt identici sau diferiti si alesi independent dintre hidrogen, metil;

sau RS si R6 formeazd impreund o dubld legiturd, sau R5 si R6 formeazi impreund o
grupare ciclopropil;

R7 = metil sau etil;

R8 = hidrogen sau metil.
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14. Compozitie farmaceutica pentru utilizare conform revendicdrii 13 caracterizata prin
aceea ca cuprinde ca principiu activ cel putin un compus cu formula (I) Intr-o cantitate intre 0,1 si
10% in greutate (procente in greutate), formulat cu ingrediente adecvate pentru o administrare
topicd.

15. Compozitie farmaceutica pentru utilizare conform revendicdrii 13 caracterizata prin
aceea ci cuprinde ca principiu activ compusul 3-metil-5- (2,2,3-trimetilciclopent-3-en-1-il)
pentan-2-ol.

16. Compozitie farmaceuticd pentru utilizare conform revendicdrii 13 caracterizata prin
aceea ci cuprinde ca principiu activ compusul 2-metil-4- (2,2,3-trimetil-3-ciclopenten-1-il)
butanol.

Agentia de Stat pentru Proprietatea Intelectuala
str. Andrei Doga nr. 24, bloc 1, MD-2024, Chisiniu, Republica Moldova
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