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Sposoby modulacie proteinov kinaz viacerych rodov a skriningu zli¢enin, ktoré moduluji

proteiny kinaz viacerych rodov

Oblast techniky

Predlozeny vynalez sa tyka Ciastocne spdsobov modulacie ¢lenov rodiny kinaz
viacerych rodov (MLK — multiple lineage kinase), spdsobov identifikacie zliéenin, ktoré
moduluju protein kinaz viacerych rodov a bud podporuju preZivanie buniek, alebo
podporuju umieranie buniek, spdsobov identifikacie zlicenin, ktoré mozu byt uZitoéné pri
lieCbe  neurodegenerativnych  porich alalebo zapalu, a spdsobov lieéby
neurodegenerativnych pordch zlaCeninami, ktoré inhibuju protein kinaz viacerych rodov.

DoterajSi stav techniky

Rodina MLK predstavuje skupinu proteinov, v ktorej proteinova sekve:ncﬁia
kinazovych domén clenov rodiny vefmi pripomina MAPKKK, ale viac sa podobaji
navzajom ako inym MAPKKK. Medzi &lenov rodiny MLK pafri cast' velmi komplexnych
Kinazovych kaskad, napriklad stres signalizujuca kaskada, ktora okrem iného zahifia
modulaciu c-Jun N-koncovu kinazu (JNK), ktora zase medzi inymi moduluje transkripéné
faktory vratane c-Jun, ATF2 a ELK-1. JNK je opisana v patentoch USA &. 5,534,426,
5,593,884, 5,605,808, a WO 95/03324, ktoré sa tymto celé zahifiaju odkazom.

Rodina MLK zahifia sCasti aj nasledujice skupiny: 1) kinazu viacerych rodov 1
(MLK1); 2) kindzu viacerych rodov 2 (MLK2); 3) kinazu viacerych rodov 3 (MLK3); 4)
kinazu nesucu leucinovy zips (LZK — leucine zipper bearing kinase); 5) kinazu nestcu
dualny leucinovy zips (DLK — dual leucine zipper bearing kinase); a 6) kindazu viacerych
rodov 6 (MLK6). MLK1 ma katalytickd doménu podobnu obom kinazam $pecifickym pre
Tyr a Ser/Thr. Dorow, et al., Eur. J. Biochem., 1993, 213 701-710. MLK2 ma tiez
katalytickli doménu podobni obom kinazam $pecifickym pre Tyr alebo Ser/Thr. Dorow, et
al, Eur. J. Biochem., 1993, 213, 701-710. MLK2 je znama aj ako MST. Katoh, et al,
Oncogene, 1995, 10, 1447-1451. MLK3 obsahuje protein, ktory popri kinézovej doméne
obsahuje dva leucinové zipsy so susednym karboxy-koncovym bazickym regiénom a na

prolin bohatym regiénom. Ing, et al., Oncogene, 1994, 9, 1745-1750. MLK3 je znama aj



ako SPRK (Gallo, et al., J. Biol. Chem., 1994, 269, 15092-15100), a PTK1 (Ezoe, et al,
Oncogene, 1994, 9, 935-938). LZK je kindza nesuca leucinovy zips. Sakuma, et af., J.
Biol Chem., 1897, 272, 28622-28629. DLK ma kindzov doménu a dva putativne motivy
leucinovych zipsov. Holzman, et al, J. Biol Chem., 1994, 269, 30808-30817. DLK je
znama aj ako ZPK (Reddy, et al., Biochem. Biophys. Res. Comm., 1994, 202, 613-620) a
MUK (Hirai, et al., Oncogene, 1996, 12, 641-650). Cleny rodiny MLK su opisané napriklad
v patentoch USA 5,676,945, 5,554,523, WO 93/15201, kanadskom patente 2,148,898,
Diener, et al., Proc. Natl Acad. Scl USA, 1997, 94, 9687-9692, DeAizpurua, et a/.; J. Biol.
Chem., 1997, 272,16364-16373, Tung, et al., Oncogene, 1997, 14, 653-659, Sells, ef al.,
Trends in Cell Biol, 1997, 7, 161-167, Mata, et al., J. Biol. Chem., 1996, 277, 16888-
16896, Hirai, et al., J. Biol Chem., 1997, 272, 15167-15173, Fan, et al., J. Biol. Chem.,
1996, 277, 24788-24793, Blouin, et al., DNA and Cell Biol., 1996, 15, 631-642, Pombo, et
al. Nature, 1995, 377, 750-754, Kiefer, et al, EMBO J., 1996, 15, 7013-7025, Hu, et al,
Genes & Dev., 1996,10,2251-2264, Su, et al, EMBO J., 1997, 16, 1279-1290, a Dorow, et
al., Eur. J. Biochem., 1995, 234, 492-500. Nedavno bola v databaze EST identifikovana
dalSia kinaza pribuzna s MLK. Sekvencia DNA tohto klonu, MLKS, je opisana siedmimi
prekryvajicimi sa polozkami. Ich identifikatné Cisla klonov st: 1007489, 1460085,
510915, 666323, F5555, 482188 a 178522, ktorych sekvencie sa tymto celé zahffiaju

odkazom. Kazdy z odkazov citovanych v tomto odseku sa tymto cely zahfiia odkazom.

Nedavno sa ukazalo, Zze stabilna expresia ZPK znizuje proliferativnu schopnost
fibroblastov NIH 3T3 podla merania testom tvorby kolénii. Bergeron, et al, Biochem.
Biophys. Res. Comm., 1997, 237, 153-155. Bergeron et al. vS§ak neposkytli ziadne data,
ktoré by ukazovali, ze ZPK moduluje aktivitu substratu ZPK, alebo &i ZPK podporovala

umieranie buniek.

Expresia konstruktu kédujuceho Myc-MLK2 vo $vajciarskych 3T3 bunkach viedla
k apoptdze priblizne 20 hodin po injekcii. Nagata, et al., EMBO J., 1998, 17, 149-158.

Prihlasovatelia vyvinuli vacsi poCet indolo a indeno zli€enin, ktoré medzi inym
inhibuji rast buniek spojeny s hyperproliferativnymi stavmi a inhibuju smrt’ u radu
embryonalnych kulttr, ako napriklad ganglion zadného senzorického koreria miechovych

nervov, striatalnych, hornych cervikdlnych gangliach a motoneurénoch. Patenty USA



5,475,110, 5,591,855, 5,594,009, 5,461,146, 5621,100, 5,621,101, 5,705511 a
5,756,494, ktoré su vSetky udelené prihlasovatelovi tejto prihlasky a ktoré sa tymto
zahffaju celé odkazom. ZIlu€eniny uvedené v patente USA 5,705,511 so vzorcom G sa v
tejto prihlaSke oznacuju ako zluCeniny vzorca I. Prihlasovatelia tieZ 'ukézéli, Ze
motoneurdnovl apoptézu inhibuje derivat K-252a, indolokarbazol, ktory tiez mdduluje
stres signalizujucu kaskadu. Maroney, et al., J. Neurosci, 1998, 18 104-111, ktora

publikacia sa tymto zahfna cela odkazom.

V dosledku nedostatoCnosti skriningovych zliéenin, ktoré moduluja éleny stres
signalizujucej kaskady a podporuji bud umieranie buniek alebo preZivanie buniek,
pretrvava potreba novych, selektivnych spdsobom skriningu zlugenin. Okrem toho
pretrvava potreba skriningovych testov pre terapeutika, ktoré by mohli byt uzito&né pri
lieCbe zapalovych a neurodegenerativnych portch. PredloZeny vynalez sa tyka tychto ako

aj inych vyznamnych ciefov.

Podstata vynalezu

Predlozeny vynalez poskytuje sposoby identifikacie zlugenin, ktoré moduluju
aktivitu proteinu kinazy viacerych rodov a podporuju prezivanie buniek, ktory spdsob
obsahuje kroky kontaktovania bunky obsahujicej protein kindzy viacerych rodov so
zlu€eninou, urCenia, ¢i zlG€enina znizuje aktivitu proteinu kindzy viacerych rodov, a

urCenia, ¢€i zliCenina podporuje preZivanie buniek.

PredloZzeny vynalez poskytuje aj spdsoby identifikacie zlicenin, ktoré moduluijt
aktivitu proteinu kinazy viacerych rodov a podporuju umieranie buniek, ktory spdsob
obsahuje kroky kontaktovania bunky obsahujicej protein kinazy viacerych rodov so
zluCeninou, urCenia, & zlG€enina zvySuje aktivitu protefnu kinazy viacerych rodov, a

uréenia, &i zlu€enina podporuje umieranie buniek.

Predlozeny vynalez poskytuje aj spésoby na identifikaciu zluéenin, ktoré mozu byt
uzitocné pri lieCbe neurodegenerativnych portch, pozostavajuce z kontaktovania bunky
alebo bunkoveho extraktu obsahujliceho protein kinazy viacerych rodov so zluéeninou a

urCenia, Ci zlu€enina znizuje aktivitu proteinu kinazy viacerych rodov.



Predlozeny vynalez poskytuje aj spésoby na identifikaciu zli¢enin, ktoré mézu byt
uzitocné pri lieCbe zapalu, pozostavajlce z kontaktovania bunky alebo bunkového
extraktu obsahujuceho protein kinazy viacerych rodov so zliéeninou a uréenia, &

zli¢enina znizuje aktivitu proteinu kinazy viacerych rodov.

Predlozeny vynalez poskytuje aj sposoby liecby cicavca, ktory ma
neurodegenerativnu poruchu alebo podozrenie na fiu, pozostavajuci z podania zlugeniny,

ktora inhibuje alebo zniZuje aktivitu proteinu kindzy viacerych rodov, tomuto cicavcovi.

PredloZzeny vynalez poskytuje aj spésoby lieCby cicavca, ktory ma zapal,
pozostavajuci z podania zlu€eniny, ktora inhibuje alebo znizuje aktivitu proteinu kinazy

viacerych rodov, tomuto cicavcovi.

Predlozeny vynalez poskytuje aj spdsoby moduldcie aktivity proteinu kinazy
viacerych rodov pozostavajuce z kontaktovania proteinu alebo bunky obsahujlcej tento

protein so zluCeninou vzorca Il

RS

R6

(CHz)m\Z /(CHz)n

(1)
kde:

kruh B a kruh F nezavisle a kazdy spolu s uhlikovymi atémami, na ktoré su

pripojene, su vybrané zo skupiny pozostavajucej z nasledujlcich:



nenasyteny 6-Clenny karbocyklicky aromaticky kruh, v ktorom od 1 do 3 uhlikovych

atobmov méze byt nahradenych atomami dusika:
nenasyteny §-Ié|enny karbocyklicky aromaticky kruh; a
nenasyteny 5-Clenny karbocyklicky aromaticky kruh, v ktorom bud
jeden atom uhlika je nahradeny atémom kyslika, dusika alebo siry;

~ dva atomy uhlika su nahradené atémom siry a dusika, atdmom kyslika a dusika,

alebo dvoma atdomami dusika; alebo
tri atomy uhlika st nahradené troma atémami dusika;
R' je vybrané zo skupiny pozostavajlicej z nasledujucich:

H, substituovany alebo nesubstituovany alkyl majici 1 a2 4 uhliky, substituovany
alebo nesubstituovany aryl, substituovany alebo nesubstituovany arylalkyl, substituovany
alebo nesubstituovany heteroaryl, alebo substituovany alebo nesubstituovany

heteroarylalkyl;
-C(=0)R®, kde R® je vybrané zo skupiny, ktort tvori alkyl, aryl a heteroaryl;
-OR', kde R je vybrané zo skupiny, ktord tvori H a alkyl maijtci 1 a2 4 uhliky;

-C(=O)NHz, -NR'R™,  -(CHz),NR"'R'™,  -(CH,),0R'™, -O(CH,),OR" a
-O(CH2),NR''R", kde p je od 1 do 4; a kde bud’

R" a R' su kazdé nezavisle vybrané zo skupiny, ktord tvori H a alkyl majuci od 1
do 4 uhlikov; alebo

R' a R'™ spolu tvoria spajajucu skupinu vzorca -(CHz)2-X'-(CHa)-, kde X' je
vybrané zo skupiny, ktoru tvori -O-, -S- a ~CH,-;

R?je vybrané zo skupiny, ktoru tvori H, alkyl majaci od 1 do 4 uhlikov, -OH, alkoxy
majuci od 1 do 4 uhlikov, -OC(=0)R?, -OC(=0)NR"'R"?, -O(CH2),NR''R'?, -O(CH,),0R®,



substituovany alebo nesubstituovany arylalkyl majuci od 6 do 10 uhlikov, a substituovany

alebo nesubstituovany heteroarylalkyl;
R® R* R®a R°® st kazdé nezavisle vybrané zo skupiny, ktoru tvori:

H, aryl, heteroaryl, F, Cl, Br, I, -CN, CF3, -NO,, -OH, -OR®, -O(CH,),NR'"'R"?
-OC(=0)R?, -OC(=O)NR?R’, -OC(=O)NR''R'™ -O(CH,),0R', -CH,OR'™, -NR'R",
-NR'°S(=0),R®, -NR"°C(=0)R®;

-CH;OR™, kde R™ je zvySok aminokyseliny po odstraneni hydroxylovej skupiny

karboxylovej skupiny;

-NR'C(=0)NR''R'?, -CO,R?, -C(=0)R? -C(=O)NR''R'?, -CH=NOR?, -CH=NR®,
-(CH2),NR™'R™, -(CH),NHR" alebo -CH=NNR?R?* kde R** je rovnaké ako R?;

-S(0)yR?, -(CH2)pS(0),R®, -CH,S(O),R™, kde y je 0, 1 alebo 2;

alkyl majuci od 1 do 8 uhlikov, alkenyl majuci od 2 do 8 uhlikov a alkinyl majuci 2
az 8 uhlikov, kde

kazdy alkyl, alkenyl alebo alkinyl je nesubstituovany; alebo

kazdy alkyl, alkeny! alebo alkinyl je substituovany 1 az 3 skupinami vybranymi zo
skupiny, ktord tvori aryl majici od 6 do 10 uhlikov, heteroaryl, arylalkoxy,
heterocykloalkoxy, hydroxyalkoxy, alkyloxy-alkoxy, hydroxyalkyltio, alkoxyalkyltio, F, ClI,
Br, I, -CN, -NO; -OH, -OR®% -X)CHy,NR"R", -X*CH,),C(=O)NR"'R"?,
-X?(CH,),0C(=0)NR"'R ", -X?}(CH,),CO2R°, -X}(CH>),S(0),R®,
X¥CHy),NR'"C(=0)NR''R"?, -OC(=0)R®, -OCONHR?, -O-tetrahydropyranyl, -NR''R",
-NR'C(=0)R®, -NR'CO;R°, -NR'™C(=O)NR''R'?, -NHC(=NH)NH_, NR'°S(0),R®,
-S(O),R®, -COsR? -C(=O)NR''R'®, -C(=0)R?, -CH,OR'", -CH=NNR’R?**, -CH=NOR?,
-CH=NR®  -CH=NNHCH(N=NH)NH,, -S(=O),NR?R?, -P(=O)(OR'"),, -OR™ a
monosacharid majuci od 5 do 7 uhlikov, kde kazda hydroxylova skupina monosacharidu
je bud nesubstituovana alebo nahradena H, alkylom majicim od 1 do 4 uhlikov,
alkylkarbonyloxylom majucim od 2 do 5 uhlikov alebo alkoxylom majucim od 1 do 4

uhlikov;



X2 je O, S alebo NR';

R’ a R® st kazdé nezavisle vybrané zo skupiny, ktort tvori H, alkyl majici od 1 do
4 uhlikov, alkoxy majuci od 1 do 4 uhlikov, substituovany alebo nesubstituovany arylalkyl
majuci od 6 do 10 uhlikov, substituovany alebo nesubstituovany hete’roarylalkyL'
«(CHy),0R™, -(CH,),0C(=0)NR"'R" a -(CHyNR'R'; alebo R’ a R® spolu tvoria

spajajlucu skupinu vzorca -CH,-X3-CHy-, kde X3 je X? alebo vizba;
m a n st kazdé nezavisle 0, 1 alebo 2;

Y je vybrané zo skupiny, ktord tvori -O-, -S-, -N(R'%)-, -N*(O)(R"9)-, -N(OR")- a
-CHo-;

Z je vybrané zo skupiny, ktoru tvori vazba, -O-, -CH=CH-, -S-, -C(=0)-, -CH(OR%)-,
-NR'")-, -N(OR™)-, CH(NR'"R™-, -C(=O)N(R')-, -N(R')C(=0)-, -N(S(O),R%-,
-N(S(O),NR"'R')-, -N(C(=0)R")-, -C(R™R'®)-, -N*(O)(R'")-, -CH(OH)-CH(OH)- a
-CH(O(C=0)R%CH(OC(=0)R%*)-, kde R* je rovnaké ako R®:

R' a R' su nezavisle vybrané zo skupiny, ktord tvori H, -OH, -C(=O)R™,
-0(C=0)R?, hydroxyalkyl a -CO,R'®;

R' je vybrané zo skupiny, ktora tvori H, alkyl, aryl a heteroary!;

A' a A? si vybrané zo skupiny, ktor tvori H, H; H, OR? H, -SR? H, -N(R?), a
skupina, kde A" a A? spolu tvoria zoskupenie vybrané zo skupiny, ktoru tvori =0, =S a
=NR?;

B' a B? st vybrané zo skupiny, ktord tvori H, H; H, -OR?% H, -SR? H, -N(R?), a
skupina, kde B' a B? spolu tvoria zoskupenie vybrané zo skupiny, ktord tvori =O, =S a
=NR?

s vyhradou, Ze aspon jeden z parov A’ a A%, alebo B' a B?, tvori =O.

PredloZzeny vynalez poskytuje aj spdsoby modulacie aktivity proteinu kinazy
viacerych rodov pozostavajuce z kontaktovania proteinu alebo bunky obsahujicej tento

protein so zlu€eninou vzorca il



(i)
kde
Z'je Ha Z?je H alebo Z' a Z? spolu tvoria =O;

R' je vybrané zo skupiny pozostavajlcej z nasledujacich: H, Cl, CH,;S0O,C,Hs, Br,
CH2S(CH2)NH,,  CH2S(CH2)2N(CHs),,  CH.S(CH2)2NHz,  n-CsHg, NHCONHCgHs,
NHCONHC,Hs, CH,SC,Hs, CH2SCgHs, N(CH3),;, CH3, CH,OCONHC,Hs, NHCO,CHs,
CH,0C,Hs, CHuN(CHa)2, OH, O-n-propyl, CH=NNH-C(=NH)NH,, CH=N-N(CHa),,
CH,S(CH3)2NH-n-C4Hg, CH,OCH,0OCH,CH3, CH,S[3-(1,2,4-triazin)], CH,CH,SCH3;

N N
@ crw—( j iQD
CH,S : CH,S
N
N H N
H
N | N
CHZS(O)—<© ) CHZS(O)—<©> CH28—<\
N N N



N / \
CHZS‘< w CH== N——N/\| CH—N—N

—N
N
CH=—=N—N NCH; CH,CH,C HZ—N 0

Rz je vybrané zo skupiny pozostavajucej z nasledujucich.: H, Br, Cl, |,
CH2S(CH32)2N(CH3)2, NHCONHC;Hs, CH,SC,Hs, CH,OCH,OCH,CHj3, CH,S[3-(1,2,4-
triazin)], CH,CH,SCH; a CH,0OH;

X je vybrané zo skupiny pozostavajucej z nasledujicich: H, CH,OH, CHy;NH-
SerinH, CO2CH;, CONHCgHs, CHNHCO2CeHs, CH,NHCO,CHs, CHzN3, CONHCH;,
CHoNH-Glycin, CON(CHs;)2, -CHNHCO2-, CONHz, CONHC3H7;, CH,NH-Serin,
CH,SOCH3;, CH=NOH, CH;NH-Prolin, CH;CHz(2-Pyridyl), CH=NNHC(=NH)NH,,
CONH(CH,),0H, CH=NNHCONH,;, CH,OCOCH;, -CH,OC(CHj3),0-, CH,SCgsHs,
CH2S0CgHs, COzn-hexyl, CONHCH; a CO,(CH)4CHs; alebo jeden z nasledujlcich

VZOrcov

N

N
CH=NNH—'</ /—_\
H \_/

R je vybrané zo skupiny pozostavajlucej z OH a OCHs.

Predlozeny vynalez poskytuje aj spdsoby modulacie aktivity proteinu kinazy
viacerych rodov pozostavajuce z kontaktovania proteinu alebo bunky obsahujicej tento

protein so zlu¢eninou vzorca |V:



(V)
kde

Z'je Ha Z?je Halebo Z' a Z2 spolu tvoria =O;

R je H alebo Br;

R?je H;

R’ je H, CH,CH=CH,, CH,CH,CH,0H alebo

CH,CH,CHy,——N )

R* je H, CH,CH=CH, alebo CH,CH,CH,OH.

Prehlad obrazkov na vykresoch

S ciefom ilustrovat uskutoCnenia predlozeného vynalezu su na vykresoch
zobrazené isté aspekty. Rozumie sa vsak, Ze tento vynalez nie je obmedzeny na

zobrazené uskutocnenia.
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Obrazok 1 je schematicky obrazok zobrazujlci vSeobecnu pripravu premostenych

indenopyrolokarbazolov.

Obrazok 2 je schematicky obré_zok zobrazuijtici vSeobecnu pripravu premostenych

indenopyrolokarbazolov.

Obrazok 3 je schematicky obrazok zobrazujuci pripravu indenopyrolokarbazolov

naviazanych na Zzivicu.

Obrazok 4 je schematicky obrazok zobrazujuci pripravu chranenych, rozpustnych

indenopyrolokarbazolov.
Obrazok 5 je schematicky obrazok zobrazujuci pripravu intermediatu V.

Obrazok 6 je schematicky obrazok zobrazujuci pripravu premostenych

indenopyrolokarbazolov pouZitim spdsobu A.

Obrazok 7 je schematicky obrazok ‘zobrazujuci  pripravu  premostenych

indenopyrolokarbazolov pouzitim spdsobu B.

Obrazok 8 je schematicky obrazok zobrazujuci pripravu premostenych

indenopyrolokarbazolov substituovanych na kruhu B.

Obrazok 9 je schematicky obrazok zobrazujuci derivatizaciu kruhu E premostenych

indenopyrolokarbazolov.

Obrazok 10 predstavuje graf dvoch osobitnych experimentov zobrazujici mnoZstvo
Zivotaschopnych neuronalne diferencovanych buniek PC-12 ostavajucich po 5 dioch
kultivacie za nepritomnosti NFGF. Vysledky su vyjadrené ako percento kontroly NGF v-
ramci kaZzdej skupiny (vektorova kontrola za nepritomnosti NGF, n = 12; vSetky ostatné
skupiny, n = 3). Rozdiel medzi vektorovou kontrolou a stabilnymi skupinami buniek
exprimujucimi dominantny negativny MLK-3 mutant za nepritomnosti NGF je Statisticky

vyznamny podla urCenia dvojstrannym T — testom (p < 0,05).
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Obrazok 11A  predstavuje fosforylaciu kindzovo mrtvych GST-SEK-1
baculovirusom exprimovanou FLAG-MLK-3 (zmes domény plnej dizky a kinazovej

domény) pomocou testu na baze radioaktivneho gélu.

Obrazok 11B predstavuje produkt fosforylovaného myelinového bazického
proteinu oznadeného izotopom *P vytvoreného kinazovou reakciou katalyzovanou
baculovirusom exprimovanou FLAG-MLK-3 (zmes domény s plnou diZkou a kinazovej

domény) alebo kinazovou doménou GST-MLK-3.

Obrazok 12 je immunoblot analyza ukazujica fosforylaciu kinazovo mrtvych GST-
SEK-1 baculovirusom exprimovanou FLAG-MLK-3 (zmes domény pinej dizky a kinazovej

domeny) detekciou fosfo-Specifickou SEK-1 protilatkou.

Obrazok 13 predstavuje fosforylaciu myelinového bazického proteinu bakterialne
exprimovanou GST-MLK-3 kindzovou doménou pomocou (o) multiscreen testu zrazanim

kyselinou trichléroctovou alebo (*) metédou fosfocelulézovej membrany.

Obrazok 14 zobrazuje krivku saturaéného viazania pre [*H]K252a inkubovanu

lyzatom hmyzich buniek infikovanych baculovirusom MLK-3.

Obrazok 15A ukazuje mnoistvo c-un oznadeného izotopom %P
v imunoprecipitacnej/kinazovej reakcii z buniek nadmerne exprimujucich MLK-3, MLK-2
alebo DLK a spracovanych bud 0,025 % DMSO (kontrola) alebo 500 nM K-252a.

Obrazok 15B predstavuje graf kvantifikujici percentualnu aktivitu ostavajlicu
v imunoprecipitacnych/kindzovych reakciach zo vzoriek opisanych na obrazku 15A.
Stipce predstavuju priemer duplicitnych vzoriek, kde chybovy stipec indikuje rozmedzie

strednej hodnoty.

Obrazok 15C ukazuje mnoZstvo c-un oznadeného izotopom 2P
v imunoprecipitanej/kinazovej reakcii z buniek nadmerne exprimujucich HA-JNK1
samotnu alebo s MEKK1 pri réznych mnozstvach cDNA, ako je uvedené, a spracované
bud 0,025 % DMSO (kontrola) alebo 500 nM zlageniny Ill-3 (pozrite tabulku 3). Stipce
predstavuju priemer duplicitnych vzoriek, kde chybovy stipec indikuje rozmedzie strednej

hodnoty.
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Obrazok 16 ukazuje, Ze zlucenina llI-3 podporuje prezivanie neurénov spdsobom
zavislym od koncentracie. Disociované neurény boli kultivované zo sympatickych
ganglionov (SG) (A), ganglionov zadného senzorického korefia miechovych nervov (DRG
— dorsal root ganglia) (B), ciliarnych gangl'ionov (CG) (C) a motoneurdnov (MN) (D)',' za
pritomnosti alebo‘nepritomnosti indikovanych trofickych faktorov. Bunky sa pééitali 48 h
po nasadeni podla popisu v materialoch a metédach. Udaje predstavuja stredné hodnoty
+ Standardnua odchylku trojnasobnych alebo Stvornasobnych uréeni. Zobrazeny je jeden z

troch experimentov.

Obrazok 17 ukazuje fazovo kontrastné mikrografy kultir E12 DRG (A, E), E9
sympatickych (B, F), E8 ciliarnych (C, G) a E5.5 motorickych neurénov (D, H) po 48 h
v kultare (24 h pre ciliarne neurdny) za pritomnosti prisludného neurotrofického faktora
(20 ng/ml NGF pre sympatické a senzorické neurény, 10 ng/ml CNTF pre ciliarne
neurdny, 30 ug/ml svalového extraktu (MEX) pre motoneurény (A-D) alebo za pritomnosti
1 uM zlaceniny H1-3 (E-H). Dielik = 200 um.

Obrazok 18 ukazuje fotomikrograf explantatov zadného senzorického korefia
miechovych nervov in vitro. Explantaty z kuracich DRG (E9) sa naniesli na 96-jamkové
platniCky v médiu obsahujicom 0,05 % BSA. Po dvojhodinovom obdobi navédzovania sa
pridalo nasledujace: (A) kontrola DMSO; (B) 20 ng/ml NGF; (C) 250 nM zlugeniny I11-3. O
Styridsatosem hodin neskér sa médium odstranilo a explantaty sa fixovali 4 %

paraformaldehydom vo fyziologickom roztoku timenom fosfatom.

Obrazok 19 ukazuje pocet kuracich lumbalnych motorickych neurénov
prezivajucich na E10 po dennom pdsobeni (E5-9) uvedenymi davkami zli&eniny 111-3.
Prezentované udaje su stredné hodnoty + Standardna odchylka pre 5 — 6 zvierat na
lieCebnu skupinu. Uvedeny experiment sa opakoval dvakrat. Udaje si z jedného’
reprezentativneho experimentu a predstavuju jednu stranu lumbalneho stipca. *p < 0,01,
*p < 0,001, Studentov t test medzi zluceninou I1I-3 a kontrolnymi skupinami s

Bonferroniho korekciou.

Obrazok 20 ukazuje pocet motorickych neurénov v miechovom jadre samice

potkana pre bulbokavernézny sval (SNB) prezivajucich na PN10 alebo PN60 po dennom
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posobeni (PN1-5) zlu€eninou 1l1-3, alebo kontrolnym vehikulom (5 % Solutol™). Na PN10
(A, B) alebo PN60 (B) sa potkany usmittili a oblast’ miechy obsahujiica SNB sa vypitvala a
spracovala na histolégiu; motorické neurény vyfarbené Cresylecht fialovou sa potom
pocitali v séridvej sekcii lumbalneho 5-sakralneho 1 regionu miechy podla publikovaného
popisu (Wingfield, et al, Steroids, 1975, 26, 311-327). Experimenfélne udaje su stredné

hodnoty + exponencidlne vyrovnany priemer pre 4 — 8 zvierat na lieCebnu skupinu.

Obrazok 21 ukazuje stratu imunoreaktivity ChAT po podjazykovej axotomii u
dospelého potkana po pdsobeni zlGéeniny Ill-3. Fotomikrografie podjazykového jadra po
transsekcii podjazykového nervu a pdsobeni (A) roztoku vehikula samotného (5 %
Solutol™) a (B) 200 pg zluceniny 111-3 aplikovanej na miesto transsekcie. (C) PoCet ChAT-
imunoreaktivnych podjazykovych motorickych neurénov po lieCbe opisanej vyssie pod (A)
a (B). Vysledky su vyjadrené ako percento ChAT-imunoreaktivnych motorickych neuronov
s 100 % definovanymi ako pocet of ChAT-imunoreaktivnych motorickych neuronov v

kontralateralnom podjazykovom jadre bez lézie.

Obrazok 22 ukazuje inhibiciu drahy MLK-3 a demonstruje in vivo ucinnost a
blokadu fosforylacnych udalosti v smere toku. Obrazok 22A ukazuje zvySenie
imunoreaktivnych neurénov tyrozinhydroxylazy v substantia nigra po lézii MPTP pri
systémovom podani zlGgeniny I1I-3. Obrazok 22B je reprezentativny imunoblot ukazujici
zvySenie v hladinach fosforylovanej MKK4 indukované pomocou MPTP. Obrazok 22C
zobrazuje reprezentativny imunoblot a ELISA ukazjuce zoslabenie fosforylovanej MKK4

indukovanej pomocou MPTP za pritomnosti zlticeniny 111-3.

Obrazok 23 ukazuje indukciu IL-2 v Jurkatovych bunkach. Obrazok 23A ukazuje
gasovy priebeh indukcie 1L-2. Obrazok 23B ukazuje inhibiciu indukcie 1L-2 zlGCeninou lll-

3. Obrazok 23C ukazuje inhibiciu indukcie IL-2 zlugeninou 111-3 a zlGéeninou |-4.

Opis vyhodnych uskutoneni vynalezu
Pri pouziti vysSie a v ramci celej prihlasky budu mat nasledujuce terminy, pokial

nie je uvedené inak, nasledujldce vyznamy.

JApoptoza“ oznaduje $pecificki morfologickt formu smrti buniek vyznacujucu sa

fragmentaciou buniek a ich jadier na Castice viazané na membranu. Apoptézu méze
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spustit napriklad pdsobenie zlucenin indukujicich apoptézu, napriklad etopozid,
staurosporin, faktor nadorovej nekrézy-o, ceramid a podobne, alebo stavmi, ako je

oziarenie RTG luémi.

Pojem ,umieranie buniek“ oznacuje umieranie buniek v ddsledku épopt()z‘y,
nekrézy alebo inym spdésobom vSeobecne znamym odbornikom v danej oblasti.
.Umieranie buniek® méze byt charakterizované napriklad ako zniZenie v celkovych
poctoch buniek alebo zniZenie Zivotaschopnosti buniek v porovnani s nelieCenymi
populaciami buniek. Zluceniny, ktoré ,podporuju umieranie buniek vedl k zniZeniu
poctov buniek alebo znizeniu Zivotaschopnosti buniek v porovnani s kontrolnymi
populaciami. Naproti tomu zlGCeniny, ktoré ,podporuji prezivanie buniek" vedu k zvy$eniu
poctov buniek alebo Zivotaschopnosti buniek, alebo spomaluju alebo znizuju rychlost

umierania buniek.

Pojmy ,reaguje selektivne® alebo ,viaze sa $pecificky” popisuju zluéeniny, ktoré
fyzicky alebo chemicky interaguju priamo s proteinom MLK. Naproti tomu zlG&eniny, ktoré
,nereaguju selektivne* alebo ,neviazu sa $pecificky" mozu ovplyvnit proteiny nado! alebo
nahor oproti proteinu MLK a tym md&zu ovplyvnit aktivitu proteinov MLK, ale neinteraguju

priamo fyzikalne ani chemicky s proteinom MLK.

Pojem ,moduluje” oznaduje zvySenie alebo zniZzenie aktivity konkrétneho proteinu

alebo jeho substratu.

Predlozeny vynalez sa sCasti tyka spdsobov identifikacie zli¢enin, ktoré moduluju
aktivitu proteinu MLK a podporuji bud prezivanie buniek alebo umieranie buniek.
ZluCeniny, ktoré vedu k zvySenej aktivite proteinu MLK, m6zZu podporovat umieranie
buniek, zatial ¢o zlu¢eniny, ktoré vedu k zniZzenej aktivite proteinu MLK, mézu podporovat

prezivanie buniek.

Proteinom MLK mo6ze byt akykofvek protein identifikovany ako patriaci do triedy
proteinov MLK. Protein MLK je s vyhodou vybrany zo skupiny pozostavajlcej z MLK1,
MLK2, MLK3 (SPRK, PTK1), LZK, DLK (ZPK, MUK) a MLK®, ktoré su opisané vyssie. Vo

vyhodnych uskutoCneniach vynalezu metédy identifikuju zlGCeniny, ktoré priamo
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interaguju alebo viazu sa na protein MLK podla urenia na zaklade testov viazania,

kindzovych testov alebo inych ekvivalentnych testov.

Aby sa identifikovali zlu€eniny, ktoré modulujd aktivitu proteinu MLK a podporuju
prezivanie buniek alebo umieranie buniek, bunka alebo bunky obsahujice protéin MLK sa |
kontaktuju s testovanou zlu€eninou. Kontaktovanie méze prebiehat’ v timivych roztokoch
alebo médiach znamych odbornikom v danej oblasti. Kontaktovanie mdze alternativne
prebiehat in vivo, kedy sa zviera, napriklad my§ alebo iné vhodné zviera zname
odbornikom v danej oblasti, kontaktuje podanim farmaceutickej kompozicie obsahujucej
testovani zla¢eninu a farmaceuticky prijatelnd sol, nosi¢ alebo riedidlo. Okrem toho
mozno pouzit rozne pocty buniek a koncentracie testovanych zlicenin. Urcuje sa, Ci
testovana zlucenina zvySuje alebo znizuje aktivitu proteinu MLK. Okrem toho sa urcuje aj

to, ¢i testovana zlucenina podporuje preZivanie buniek alebo umieranie buniek.

Bunky, ktoré sa kontaktuju s testovanymi zlu€eninami, mézu bﬁ’ akékofvek bunky
cicavcov. Bunkou je s vyhodou neurénova bunka. Bunka je s vyhodou zapojena do
neurodegenerativnej choroby. Na ucely predlozeného vynalezu su ,neurodegenerativna
choroba“, ,neurodegenerativnha porucha® a ,neurodegenerativny stav® navzajom
zamenitelné a pouzivaji sa na opisanie akejkolvek choroby alebo poruchy zahfiajlcej
neurénové bunky alebo bunky zapojené do neurénového systému okrem inych vratane
Alzheimerovej choroby, choroby motorickych neurénov, amyotrofnej lateralnej sklerozy,
Parkinsonovej choroby, cérebrovaskulérnej choroby, ischemickych stavov, AIDS
demencie, epilepsie, Huntingtonovej choroby a narazovych alebo prienikovych zraneni

mozgu alebo miechy.

Aktivitu proteinu MLK mozno uréit niekolkymi technikami. Aktivitu MLK mozno
napriklad uréit meranim aktivity substratu proteinu MLK. Také substraty si zname a
fahko rozpoznatelné pre odbornikov v danej oblasti. Substrat je s vyhodou Clenom rodiny
kinaz proteinkinaz aktivovanych mitogénom alebo rodiny proteinkinaz aktivovanych
mitogénom alebo substratov dalej v smere drahy, medzi ktoré patria okrem iného proteiny
vybrané zo skupiny pozostavajucej z JNK1, JNK2, JNK3, ERK1, ERK2, p38a, p388, p38y,
p38%, MEK1, MEK2, MKK3, MKK4 (SEK1), MEK5, MKK6, MKK7, jun, ATF2, ELK1 a

cicavéieho homoldégu AEX-3 a tieZz vSeobecnych substratov Ser/Thr proteinkinaz, ako je
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napriklad myelinovy bazicky protein (MBP). Cinidla a spdsoby merania aktivity substratov

sU tiez zname odbornikom v danej oblasti.

Pritomnost MLK mozno uréit aj meranim mnozstva proteinu MLK alebo mRNA
. kodujucej protein MLK. Cinidla vratane protilatok a oligonukleotidovych sond ako aj
spdsoby merania mnozstva DNA alebo proteinu vratane metédy Northern a Western blots
st zname odbornikom v danej oblasti. Aktivitu proteinu MLK mozno uréit aj in vitro
kinazovym testom. /n vitro kinazové testy su zname odbornikom v danej oblasti.
Odbornikom st zname aj iné techniky merania aktivity proteinov a tie su tiez pokryté
predlozenym vynalezom. Takto mdzZe odbornik urit, ¢i testovana zlu¢enina moduluje, t.j.

zvySuje alebo znizuje, aktivitu proteinu MLK.

Ci testovana zlugenina podporuje preZivanie buniek alebo umieranie buniek,
mozno uréit' niekofkymi spédsobmi. Podpora prezivania buniek alebo umierania buniek sa
s vyhodou uréuje pomocou buniek ohrozenych rizikom umierania a porovnanim poctu
buniek, ktoré boli kontaktované s testovanou zlu¢eninou a ostavaju nazive, s mnozstvom
buniek, ktoré neboli kontaktované s testovanou zii¢eninou a ostavaju nazive. Bunkami su
s vyhodou primarne embryonalne motoneurénové bunky, ktoré si naprogramované na
umieranie. Primarne embryonalne motoneurénové bunky s0 opisané v publikacii
Maroney, et al., J. Neurosci., 1998, 18, 104-111, ktora sa tymto zahfha cela odkazom.
Primarne embryonalne motoneurénové bunky odumrd, pokial ich nezachrani testovana
zlicenina. VysSi pocet Zijucich motoneurdénovych buniek v populacii motoneurénovych
buniek oSetrenych testovanou zluCeninou v porovnani s po¢tom motoneurdénovych buniek
v populacii motoneurdonovych buniek, ktoré neboli oSetrené s testovanou zlG€eninou, teda
indikuje testovanu zlaéeninu, ktora podporuje prezivanie buniek. Naproti tomu nizsi pocet
Zijucich motoneurénovych buniek v populacii motoneurénovych buniek oSetrenych
testovanou zlu€eninou v porovnani s poctom zijucich motoneurénovych buniek v populacii
motoneurénovych buniek, ktoré neboli oSetrené s testovanou zliceninou, teda indikuje

testovant zluceninu, ktora podporuje umieranie buniek.

V dalSom uskutoéneni vynalezu sa normalne bunky alebo bunky prirodného typu
konvertuju na bunky ohrozené rizikom smrti nadmernym exprimovanim proteinu MLK, ako

je opisané nizSie v priklédoch, a potom sa kontaktuju s testovanou zluceninou. Bunky
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nadmerne exprimujlice proteiny MLK méZu odumriet, pokial ich nezachrani testovana
zluCenina. Nadmernd expresiu proteinov MLK moZno dosiahnut pomocou vektorov
schopnych exprimovat konkrétny protein vnuatri bunky. Expresné vektory su zname
odbornikom v danej oblasti. Okrem toho su odbornikom zname aj sposoby pripravy
expresnych vektorov. Expresné vektory, ktoré exprimuju ktorykofvek z proteinov MLK
mozno pripravit spésobom podobnym tym, ktoré st opisané v prikladoch. Vy§si podet
zZijucich buniek v populacii nadmerne exprimujicich buniek o$etrenych testovanou
zluCeninou v porovnani s poétom Zijucich buniek v populacii nadmerne exprimujlcich
buniek, ktoré neboli o8etrené s testovanou zluceninou, indikuje testovanti zlu¢eninu, ktora
podporuje prezivanie buniek. Naproti tomu niz§i pocdet Zijicich buniek v populacii
nadmerne exprimujucich buniek oSetrenych testovanou zlti¢eninou v porovnani s poétom
zZijucich buniek v populacii nadmerne exprimujlicich buniek, ktoré neboli oSetrené s

testovanou zlticeninou, indikuje testovanu zluéeninu, ktora podporuje umieranie buniek.

V dalSom uskutoCneni vynalezu sa podpora preZivania buniek uruje pozorovanim
alebo meranim znizenia apoptézy. S apoptdézou je spojeny ubytok cytoplazmy a
kondenzacia jadra. Odbornik teda moéze merat zniZenie apoptézy meranim alebo
pozorovanim zniZenia ubytku cytoplazmy a/alebo kondenzacie jadra. Okrem toho méze

odbornik merat apoptézu pomocou konvencnych vyfarbovacich technik.

V dalSich uskutoCneniach vynalezu mozno na identifikdciu zliéenin, ktoré
podporuju umieranie buniek, pouZit normalne neurénové bunky prirodného typu.
Normalne neurénové bunky preziju, pokial ich smrt nie je indukovana testovanou
zla€eninou. Niz8i pocet Zijucich buniek v populacii normalnych buniek oSetrenych
testovanou zlu€eninou v porovnani s poctom zijucich buniek v populacii normalnych
buniek, ktoré neboli o8etrené s testovanou zluceninou, indikuje testovanu zlG¢eninu, ktora
podporuje umieranie buniek. Naproti tomu vyssi alebo rovnaky pocet Zijucich buniek v
populacii normalnych buniek oSetrenych testovanou zli¢eninou v porovnani s poctom
Zijucich buniek v populacii normalnych buniek, ktoré neboli oSetrené s testovanou

zli€eninou, neindikuje testovanu zlu€eninu, ktord podporuje umieranie buniek.

Predlozeny vynalez sa tyka sCasti aj sposobov modulacie aktivity proteinu MLK

pozostavajucich z kontaktovania proteinu alebo bunky obsahujucej tento protein so
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zlaCeninou vzorca G (tu oznacovany ako vzorec 1) uvedenou v patente USA &. 5,705,511,

ktory je udeleny prihlasovatelovi predlozenej prihlasky a tymto sa cely zahffia odkazom.

Predlozeny vynalez sa tyka scCasti aj spdsobov modulacie aktivity proteinu MLK

pozostava;ucuch z kontaktovania proteinu alebo bunky obsahujicej tento protein so
zlu€eninou nizSie uvedeného vzorca lli:

Z1 N

72
R2 R1

[{I1))
kde:

Z" je Ha Z% je H alebo Z' a Z% spolu tvoria =0:

R je vybrané zo skupiny pozostavajlcej z nasledujticich: H, Cl, CH,SO,C,Hs, Br,
CH2S(CH2)NHz,  CHRS(CHg)aN(CHs)z,  CH,S(CHz),NH,, - n-C4Hg, NHCONHCgHs,
NHCONHC,Hs, CH,SC;Hs, CH2SCeHs, N(CHs),, CH3, CH,OCONHC;Hs, NHCO,CH,
CH20C2Hs, CH:N(CHz)z, OH, O-n-propyl, CH=NNH-C(=NH)NH;, CH=N-N(CHa),,
CH2S(CH2)2NH-n-C4Hg, CH20CH;OCH,CH3, CH,S[3-(1,2,4-triazin)], CH2CH,SCHs,
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R? je vybrané zo skupiny pozostavajucej z nasledujucich: H, Br, Cl, |1,
CH2S(CH3)2N(CHs3)z, N'HCONHCZHs, CH,SC;Hs, CH,OCH,OCH,CH;, CH,S[3-(1,2,4-
triazin)], CH,CH,SCH3 a CH,0H;

X je vybrané zo skupiny pozostavajucej z nasledujicich: H, CH,OH, CH;NH-
SerinH, CO,CH;, CONHCgHs, CH,NHCO,CgHs, CHNHCO,CH3, CH2N3, CONHCH5,
CH2NH-Glycin, CON(CHg);, -CH;NHCO,-, CONH,;, CONHC3H;, CH,NH-Serin,
CH,SOCH3, CH=NOH, CH;NH-Prolin, CH;CH;(2-Pyridyl), CH=NNHC(=NH)NH,,
CONH(CH,),OH, CH=NNHCONH;, CH,OCOCH;, -CH,OC(CH3;),0-, CH,SCgHs,
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CH2S0OCgHs, COzn-hexyl, CONHCH;3 a CO,(CH,)sCHg3; alebo jeden z nasledujucich

vzZorcov

| N
CH:NNH—</ Vana\
N CON o CHzSO
H \ /

R je vybrané zo skupiny pozostavajucej z OH a OCHjs.

Vo vyhodnych uskutoéneniach vynalezu Z' a Z2 st H, X je CO,CHs, R' je
NHCONHC,Hs, R? je CH2CHa(2-Pyridyl) a R je OH. V dalgich vyhodnych uskutoCneniach
vynalezu Z' a Z? sti H, X je CO,CH3; R' a R? st CH,OCH,0OCH,CH; a R je OH; alebo Z'
a Z? st H, X je CO,CH3, R a R? st CH,SCH,CH; a R je OH; alebo Z', 72, R' a R?* sl H, X
je CO,CH3; a R je OH; alebo Z', 72, R' a R? sti H, X je CO4(CH3)4CHs a R je OH; alebo
Z'. 722 aR" st H, R? je CH,0H, X je CO,CH; a R je OH; alebo Z' a Z2 su H, R' a R? s(
H,S[3-(1,2,4-triazin)], X je CO,CHs a R je OH; alebo Z'a Z? s H, R' je Br, R je I, X je
CO,CH3; a R je OH; alebo Z' a Z% su H, R' a R? sii CH,CH,SCH3, X je CO,CHs a R je
OH; alebo Z', 2%, R' a R? sl H, X je CO,CHs a R je OCHs3; alebo Z' a Z2 spolu tvoria =0,
R'a R? st Br, X je CO,CH; a R je OH.

Predlozeny vynalez sa tyka sCasti aj sposobov modulacie aktivity proteinu MLK
pozostavajucich z kontaktovania proteinu alebo bunky obsahujicej tento protein so

zliéeninou nizSie uvedeného vzorca ll;
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RS

R6

(1)
kde:

kruh B a kruh F nezavisle a kazdy spolu s uhlikovymi atémami, na ktoré su

pripojené, su vybrané zo skupiny pozostavajlcej z nasledujucich:

a) nenasyteny 6-Clenny karbocyklicky aromaticky kruh, v ktorom od 1 do 3

uhlikovych atémov méze byt nahradenych atomami dusika;
b) nenasyteny 5-Clenny karbocyklicky aromaticky kruh; a
c) nenasyteny 5-¢lenny karbocyklicky aromaticky kruh, v ktorom bud
1) jeden atom uhlika je nahradeny atdémom kyslika, dusika alebo siry;

- 2) dva atomy uhlika st nahradené atomom siry a dusika, atdémom

kyslika a dusika, alebo dvoma atémami dusika; alebo
3) tri atébmy uhlika st nahradené troma atomami dusika,
R' je vybrané zo skupiny pozostavajticej z nasledujtcich:

a) H, substituovany alebo nesubstituovany alkyl majuci 1 az 4 uhliky,

substituovany alebo nesubstituovany aryl, substituovany alebo nesubstituovany arylalkyl,
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substituovany alebo nesubstituovany heteroaryl, alebo substituovany alebo

nesubstituovany heteroarylalkyl,
b) -C(=0)R®, kde R%je vybrane zo skupiny, ktoru tvori alkyl, aryl a heteroaryl;

c)  -OR', kde R' je vybrané zo skupiny, ktoru tvori H a alkyl majuci 1 aZ 4
uhliky;

d)  -C(=0)NHz, -NR'R™ (CH),NR'R', -(CH2),0R™ -(CH;),0OR" a
-O(CH,),NR"'R", kde p je od 1 do 4; a kde bud

1) R a RY sl kazdé nezavisle vybrané zo skupiny, ktord tvori H a alkyl

majuaci od 1 do 4 uhlikov; alebo

2) R a R" spolu tvoria spajajiicu skupinu vzorca -(CHp)p-X'-(CHa),-,

kde X' je vybrané zo skupiny, ktord tvori -O-, -S- a =CHa-;

R? je vybrané zo skupiny, ktoru tvori H, alkyl majuci od 1 do 4 uhlikov, -OH, alkoxy
majuci od 1 do 4 uhlikov, -OC(=O)R?, -OC(=0)NR"'R"?, -O(CH,),NR"'R", -O(CH_),OR",
substituovany alebo nesubstituovany arylalkyl majici od 6 do 10 uhlikov, a substituovany

alebo nesubstituovany heteroarylalkyl;

R®, R* R®a R® s kazdé nezavisle vybrané zo skupiny, ktort tvori:

a)  H, aryl, heteroaryl, F, Cl, Br, I, -CN, CF3, -NO;, -OH, -OR?, -O(CH3),NR"'R"?,
-OC(=0)R®, -OC(=O)NR?R’, -OC(=O)NR''R'?, -O(CH),0R", -CH,OR", -NR'R'
-NR'S(=0),R®, -NR'°C(=0)R®;

b)  -CH,OR™ kde R je zvySok aminokyseliny po odstraneni hydroxylovej
skupiny karboxylovej skupiny;,

c)  -NR'C(=0)NR'R', -CO,R? -C(=O)R?%, -C(=O)NR''R'’, -CH=NOR?
-CH=NR®, -(CH,),NR"'R"?, -(CH,),NHR™ alebo -CH=NNR?R?*, kde R** je rovnaké ako
RZ

d)  -S(O),R? -(CH,),S(O)R?, -CH,S(0),R™, kde y je 0, 1 alebo 2;
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e) alkyl majici od 1 do 8 uhlikov, alkenyl majici od 2 do 8 uhlikov a alkinyl

majuci 2 az 8 uhlikov, kde
1) kazdy alkyl, alkenyl alebo alkinyl je nesubstituovany: alebo

2) kazdy alkyl, alkenyl alebo alkinyl je substituovany 1 az 3 skupinami
vybranymi zo skupiny, ktora tvori aryl majici od 6 do 10 uhlikov, heteroaryl, arylalkoxy,
heterocykloalkoxy, hydroxyalkoxy, alkyloxy-alkoxy, hydroxyalkyltio, alkoxyalkyltio, F, CI,
Br, I, -CN, -NO; -OH, -OR®% -X*CH2,NR'"R™ -X%CH,),C(=0)NR''R"?,
-X¥}(CH3),0C(=0)NR"'R"?, -X?(CH,),CO,R®, -X3(CH2),S(0O),R®,
-X*(CH2),NR'C(=O)NR"'R™, -OC(=0)R®, -OCONHR?, -O-tetrahydropyranyl, -NR''R"?,
-NR™C(=0)R®, -NR™CO;R?’, -NR'C(=O)NR''R'?, -NHC(=NH)NH,, NR'S(0),R®,
-S(0),R%, -CO;R? -C(=0)NR'R' -C(=O)R? -CH,OR'’, -CH=NNR?R?*', -CH=NOR?,
-CH=NR®, -CH=NNHCH(N=NH)NH,, -S(=0),NR’R*, -P(=O)(OR'™),, -OR™ a
monosacharid majuci od 5 do 7 uhlikov, kde kazda hydroxylova skupina monosacharidu
je bud nesubstituovana alebo nahradena H, alkylom majicim od 1 do 4 uhlikov,
alkylkarbonyloxylom majiicim od 2 do 5 uhlikov alebo alkoxylom majucim od 1 do 4

uhlikov;
X2 je O, S alebo NR':

R’ a R® st kazdé nezavisle vybrané zo skupiny, ktort tvori H, alkyl majuci od 1 do
4 uhlikov, alkoxy maijuci od 1 do 4 uhlikov, substituovany alebo nesubstituovany arylalkyl
majuci od 6 do | 10 uhlikov, substituovany alebo nesubstituovany heteroarylalkyl,
-(CH2),0OR"™, -(CH,),0C(=O)NR"'R™ a -(CH,),NR''R'%; alebo R’ a R® spolu tvoria
spajajucu skupinu vzorca -CH;-X>-CH,-, kde X* je X? alebo vazba;

m a n su kazdé nezavisle 0, 1 alebo 2;

Y je vybrané zo skupiny, ktora tvori -O-, -S-, -N(R'%)-, -N*(O")(R"%)-, -N(OR™®)- a
-CHz-;

Z je vybrané zo skupiny, ktoru tvori vazba, -O-, -CH=CH-, -S-, -C(=0)-, -CH(OR"%)-,
-N(R'™)-,  -N(OR™)-, CH(NR'R™)-, -C(=O)N(R')-, -N(R')C(=0)-, -N(S(O),R-,
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N(S(O),NR''R™), -N(C(=0)R")-, -C(R®R™)-, -N"(O)(R'")-, -CH(OH)-CH(OH)- a
-CH(O(C=0)R%CH(OC(=0)R%-, kde R** je rovnaké ako R;

R'S a R' su nezavisle vybrané zo skupiny, ktord tvori H, -OH, -C(=O)R™,
_O(C=0)R®, hydroxyalkyl a -CO;R"’; '

R je vybrané zo skupiny, ktoru tvori H, alkyl, aryl a heteroaryl;

A' a A? s vybrané zo skupiny, ktord tvori H, H; H, OR% H, -SR% H, -N(R?), a
skupina, kde A' a A? spolu tvoria zoskupenie vybrané zo skupiny, ktor( tvori =0, =S a
=NR?,

B' a B? su vybrané zo skupiny, ktord tvori H, H; H, -OR% H, -SR% H, -N(R%) a
skupina, kde B' a B? spolu tvoria zoskupenie vybrané zo skupiny, ktoru tvori =O, =S a
=NR?;

s vyhradou, Ze aspoii jeden z parov A" a A%, alebo B' a B, tvori =0.

Predlozeny vynalez sa tyka s€asti aj sposobov modulacie aktivity proteinu MLK
pozostavajlcich z kontaktovania proteinu alebo bunky obsahujlcej tento protein so

zliéeninou nizsie uvedeného vzorca IV

H
1 N
z =0
72
R2 R1
N N
R3 R4

(V)
kde:

Z'je Ha Z%je H alebo Z' a Z* spolu tvoria =O;
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R'je H alebo Br;
RZje H;
R3je H, CH,CH=CH,, CH,CH,CH,0H, 3

alebo
CH,CH>CH,——N @]

a
R* je H, CH,CH=CH, alebo CH,CH,CH,O0H.

Vo vyhodnych uskutodneniach vynalezu R, Rz, R' 2" a Z2 si HaR?®je
CH,CH=CH,. V dalsich vyhodnych uskutoéneniach vynalezu R je BraR% R® R* Z'a 72
st H: alebo R', R?, 2" a 7% st H a R® a R* st CH,CH=CHj; alebo R", R%, R® 2" a Z s H
a R* je CH,CH=CH,; alebo R", R? Z' a Z? st H a R® a R* sti CH,CH,CH,OH; alebo R’,
R’ R* Z'aZz?siHaR3%je

CH,CH;CH,——N (0]

Predlozeny vynalez poskytuje aj spdsoby na identifikaciu zlu€enin, ktoré mézu byt
uzitocné pri lieCbe neurodegenerativnych poruach, pozbstévajuce z kontaktovania bunky
alebo bunkového extraktu obsahujticeho protein kinazy viacerych rodov so zluceninou a
urenia, €i zliCenina zniZuje aktivitu proteinu kinazy viacerych rodov. Bunky a extrakty z
nich obsahuju vysSie uvedené. Zlieniny, ktoré sa najdu pomocou tychto metod (t.).
zluéeniny, ktoré inhibuja alebo znizuji aktivitu protein kinazy viacerych rodov) mézu byt
~ uZitoéné na lieCbu neurodegenerativnych poruch. Protein je s vyhodou vybrany zo
skupiny pozostavajucej z kinazy viacerych rodov 1, kinazy viacerych rodov 2, kinazy

viacerych rodov 3, kinazy nesucej leucinovy zips, kinazy nesucej dualny leucinovy zips a
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kinazy viacerych rodov 6. Bunka sa kontaktuje in vitro alebo in vivo. Aktivita proteinu sa s
vyhodou urCi meranim aktivity alebo fosforylatného stavu substratu uvedeného proteinu.
Substrat je s vyhodou vybrany zo skupiny pozostavajucej z nasledujicich: JNK1, JNK2,
JNK3, ERK1, ERK2, p38¢ p3883, p38y, p38d, MEK1, MEK2, MKK3, MKK4 (SEK1),
MEK5, MKK6, MKK7, jun, ATF2, ELK1 a cicavCieho homologu AEX-3, ako aj
vSeobecnych substratov Ser/Thr, ako je napriklad myelinovy bazicky protein (MBP).
Aktivitu proteinu mozno urcit' aj meranim aktivity substratu proteinu, mnozstva substratu
proteinu alebo mRNA koédujucej substrat proteinu. Aktivitu proteinu mozno urcit' aj in vitro
kinazovym testom alebo testom viazania. Bunky si s vyhodou primarne embryonalne
motoneurénové bunky, bunky, ktoré nadmerne exprimuju protein kinazy viacerych rodov
alebo neurénové bunky, ale mdézu to byt akékolvek bunky alebo extrakty z nich.
Zluceniny, ktoré priamo viazu protein kinazy viacerych rodov, sa identifikuju vySSie

opisanymi spdsobmi.

PredloZeny vyndlez poskytuje aj spésoby na identifikaciu zlu€enin, ktoré mozu byt
uzitocné pri lieCbe zapalu, pozostavajuce z kontaktovania bunky alebo bunkového
extraktu obsahujliiceho protein kinazy viacerych rodov so zlu€eninou a urCenia, ¢i
zluéenina znizuje aktivitu proteinu kinazy viacerych rodov. Bunky a extrakty z nich
obsahuju vyssie uvedené. Zliceniny, ktoré sa najdu pomocou tychto metéd (t.). zlu€eniny,
ktoré inhibuju alebo znizuju aktivitu protein kinazy viacerych rodov) mézu byt uzitoné pri
lieCbe zapalu. Protein je s vyhodou vybrany zo skupiny pozostavajucej z kinazy viacerych
rodov 1, kinazy viacerych rodov 2, kinazy viacerych rodov 3, kindzy nesucej leucinovy
zips, kindzy nesucej dualny leucinovy zips a kinazy viacerych rodov 6. Bunka sa
kontaktuje in vitro alebo in vivo. Aktivita proteinu sa s vyhodou uréi meranim aktivity alebo
fosforylatného stavu substratu uvedeného proteinu. Substrat je s vyhodou vybrany zo
skupiny pozostavajucej z nasledujucich: JNK1, JNKZ, JNK3, ERK1, ERK2, p38q, p38§,
p38y, p386, MEK1, MEK2, MKK3, MKK4 (SEK1), MEK5, MKK6, MKK?7, jun, ATF2, ELK1
a cicavéieho homolégu AEX-3, ako aj vSeobecnych substratov Ser/Thr, ako je napriklad
myelinovy bazicky protein (MBP). Aktivitu proteinu mozno ur€it aj meranim aktivity
substratu proteinu, mnozstva substratu proteinu alebo mRNA kédujucej substrat proteinu.

Aktivitu proteinu mozno urcit’ aj in vitro kinazovym testom alebo testom viazania.
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Bunky su s vyhodou primarne embryonalne motoneurénové bunky, bunky, ktoré
nadmerne exprimuju protein kinazy viacerych rodov alebo neurénové bunky, ale mézu to
byt akékolvek bunky alebo extrakty z nich. Medzi bunky patria okrem inych aj tie, ktoré su
zapojené do zapalu, napriklad lymfocyty, makrofagy a iné biele kfvinky vseobecne zname
odbornikom. S vyhodou sa identifikuji zla€eniny, ktoré priamo viazu protein kinazy

viacerych rodov.

PredloZzeny vynalez poskytuje aj spdsoby lie€by cicavca, ktory ma
neurodegenerativnu poruchu alebo podozrenie na fiu, pozostavajici z podania zlG&eniny,
ktora inhibuje alebo zniZuje aktivitu proteinu kinazy viacerych rodov, tomuto cicavcovi.
Zluceniny, ktoré inhibuji alebo znizuju aktivitu proteinu kinazy viacerych rodov, zahffiaju
okrem inych zluCeniny vzorca |, Il, Il a IV. Medzi vyhodné zlugeniny patria zlGéeniny
opisané vysSie v suvislosti so spdsobom skriningu zluéenin, ktoré moduluju aktivitu
proteinu kinazy viacerych rodov a bud podporuju preZivanie buniek alebo umieranie
buniek. Vyhodnym .cicavcom je Cclovek. Jednotlivec méZe mat podozrenie na
neurodegenerativnu  chorobu, ak ma tento jednotlivec symptomy konkrétnej
neurodegenerativnej choroby, je v rizikovej skupine, alebo ma neurodegenerativnu

chorobu v rodinnej anamnéze.

Predlozeny vynalez poskytuje aj spdsoby lieCby cicavca, ktory ma zapal,
pozostavajuci z podania zluceniny, ktora inhibuje alebo znizuje aktivitu proteinu kinazy
viacerych rodov, tomuto cicavcovi. Zlu€eniny, ktoré inhibuji alebo znizuju aktivitu proteinu
kKinazy viacerych rodov, zahfiaju okrem inych zlG€eniny vzorca |, I, Il a IV. Medzi
vyhodné zlucCeniny patria zluCeniny opisané vysSie v suvislosti so spésobom skriningu
zluCenin, ktoré moduluju aktivitu proteinu kinazy viacerych rodov a bud podporuju

prezivanie buniek alebo umieranie buniek. Vyhodnym cicavcom je ¢lovek.

Kontaktovanie so zltuceninami vzorcov | — IV méze prebiehat v timivych roztokoch
alebo meédiach znamych odbornikom v danej oblasti. Kontaktovanie méze alternativne
prebiehat podanim farmaceutickej kompozicie obsahujlicej testovani zlGéeninu a
farmaceuticky prijatefni sol, nosi¢ alebo riedidlo vhodnému zvieratu alebo cicavcovi,
napriklad my$i alebo inému vhodnému zvieratu znamemu odbornikom v danej oblasti.

Okrem toho mozno pouzit r6zne pocty buniek a koncentracie zluéenin. Bunky, ktoré sa
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kontaktuju s testovanymi zlGéeninami, mozu byt akékolvek bunky cicavcov. Bunkou je s
vyhodou neurénova bunka. Bunka je s vyhodou zapojena do neurodegenerativnej
choroby, napriklad do Alzheimerovej choroby, choroby motorickych neuronov,
amyotrofne] lateralnej sklerézy, Parkinsonovej choroby, cerebrovaskularnej choroby,
ischemickych stavov, AIDS demencie, epilepsie, Huntingtonovej choroby a narazovych
alebo prienikovych zraneni mozgu alebo miechy. Zlu¢eniny vzorca | a spdsoby ich
pripravy s opisané v patente USA 5,705,511, ktory sa tymto cely zahfiia odkazom.
Zluceniny vzorca lll a spdsoby ich pripravy sU opisané v patentoch USA 5,741,8098,
5621,100, 5,621,101, 5,461,146 a 5,756,494 a WO 97/46567, ktoré sa tymto celé
zahffaju odkazom. Zlu€eniny vzorca IV a spdsoby ich pripravy st opisané v patentoch
USA 5,741,8098, 5,621,100, 5,621,101, 5,461,146 a 5,756,494 a WO 97/46567, ktoré sa

tymto celé zahfiaju odkazom.

Medzi zli€eniny vzorca |l patria diastereoizoméry a enantioméry okolo atomov

uhlika, ku ktorym su pripojené substituenty R?, R” a R®,

Vyhodné premostené indenopyrolokarbazoly predstavuje vzorec Il
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V niektorych vyhodnych uskutoéneniach zl(¢enin vzorca Il je R' H. V dalsich
vyhodnych uskutoéneniach je R? H, hydroxyl alebo substituovany alebo nesubstituovany

alkyl.

V dalsich vyhodnych uskutoéneniach st R%, R*, R%a R® nezavisle H, substituovany
alebo nesubstituovany alkyl, halogén, substituovany alebo nesubstituovany alkoxy,
substituované alebo nesubstituované amino alebo substituovany alebo nesubstituovany
aryl. V dal8ich vyhodnych uskutodneniach je R’ a R® nezavisle H alebo substituovany

alebo nesubstituovany alkyl.

V niektorych vyhodnych uskuto€neniach je Y O. V dalSich vyhodnych
uskutoCneniach je Z vazba, O, S alebo substituovany alebo nesubstituovany N. V dalich
vyhodnych uskuto€neniach si m a n nezdvisle 1 alebo 2. V niektorych osobitne

vyhodnych uskutocneniach je Y O, Z je vazba alebo O a m a n st nezavisle 1 alebo 2.
V dalsich vyhodnych uskutoéneniach je A' A?a B' B? st =O alebo H, H.

V niektorych osobitne vyhodnych uskutogneniach st R', R*, R® aj R” H, Y je =0, n
je 1, A' A2 a B' B? st =0 alebo H, H, R? je H, OH alebo niz&i alkyl, R® je H alebo
substituovany alkyl, R®> a R® st kazdé H alebo alkoxy, pricom metoxy je vyhodnejsie, Z je

vézba alebo O am je 1 alebo 2.

Niektorymi osobitne vyhodnymi uskuto€neniami zlucenin vzorca Il su zluceniny II-
1, 11-2, 11-3, ll-4a, l-4b, 11-5, 1I-6, 1I-7a, 1I-7b, 1I-8, 1I-9, i-10, 1l-11 a 1I-12 uvedené v tabufke
1.

Zlugeniny, ktoré predstavuje vzorec |l, sa dalej oznaduju ako zligenina (11).

V tu pouZivanom vyzname sa pojem ,karbocyklicky" vztahuje na cyklické skupiny,
v ktorych je kruhova Cast zlozena vyluéne z atomov uhlika. Pojmy ,heterocyklo” a
.heterocyklicky” sa vztahuju na cyklické skupiny, v ktorych kruhova ¢ast obsahuje aspoi

jeden heteroatém ako O, N alebo S.

V tu pouzivanom vyzname pojem ,alkyl®* znamena linearny, cyklicky alebo

rozvetveny alkyl majuci 1 az 8 atdmov uhlika, napriklad metyl, etyl, propyl, izopropyl,
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butyl, izobutyl, sek-butyl, terc-butyl, pentyl, izoamyl, neopentyl, 1-etylpropyl, hexyl, oktyl,
cyklopropyl a cyklopentyl. Alkylové zoskupenie skupin obsahujicich alkyl, naprikiad
alkoxy, alkoxykarbonyl a alkylaminokarbonyl, ma rovnaky vyznam ako vysSie definovany
alkyl. Nizsie alkylové skupiny, ktoré st vyhodné, su alkylové skupiny s vysSie uvedenym
vyznamom, ktoré obsahuju 1 aZz 4 uhliky. Pojem ,alkenyl® zahfiia linearne alebo
rozvetvené uhfovodikové retazce majlice aspon jednu dvojitd vdzbu uhlik-uhlik. Medzi
priklady na alkenylové skupiny patri etenyl a propenyl. V tu pouZivanom vyzname pojem
,alkinyl“ zahfia linearne alebo rozvetvené uhfovodikové retazce majuce aspoil jednu

trojitt vazbu uhlik-uhlik. Medzi priklady na alkinylové skupiny patri etinyl a propinyl.

Acylové zoskupenie skupin obsahujlicich acyl ako napriklad acyloxyskupin zahffa
linearny alebo rozvetveny alkanoyl majuci 1 az 6 atomov uhlika, napriklad formyl, acetyl,

propanoyl, butyryl, valeryl, pivaloyl alebo hexanoyl.

V tu pouzivanom vyzname pojem ,aryl“ znamena skupinu majucu 6 az 12 atébmov
uhlika, naprikiad fenyl, bifenyl a naftyl. Medzi vyhodné arylove skupiny patri
nesubstituovany alebo substituovany fenyl a naftyl. Pojem ,heteroaryl v tu pouzivanom
vyzname oznaduje aryl, v ktorom je jeden alebo viacero kruhovych atomov uhlika
nahradenych hetero (tj. neuhlikovym) atémom, napriklad O, N alebo S. Medzi vyhodné
heteroarylové skupiny patri pyridyl, pyrimidyl, pyrolyl, furyl, tienyl, imidazolyl, triazolyl,

tetrazolyl, chinolyl, izochinolyl, benzimidazolyl, tiazolyl, pyrazolyl a benzotiazolyl.

Pojem ,aralkyl* (alebo ,arylalkyl”) oznacuje skupinu majucu od 7 do 15 uhlikov
pozostavajucu z alkylovej skupiny, ktora nesie aryl. Medzi priklady aralkylov patri benzyl,

fenetyl, benzhydryl a naftylmetyl.

Alkylové skupiny a alkylové zoskupenia obsiahnuté v substituentoch ako aralkyl,
alkoxy, arylalkoxy, hydroxyalkoxy, alkoxy-alkoxy, hydroxy-alkyltio, alkoxy-alkyltio,
alkylkarbonyloxy, hydroxyalkyl a acyloxy mézu byt substituované alebo nesubstituovane.
Substituovany alkyl ma 1 az 3 nezavisle vybrané substituenty, s vyhodou hydroxy, nizsi
alkoxy, nizsi alkoxy-alkoxy, substituovany alebo nesubstituovany arylalkoxy-nizsi alkoxy;
substituovany alebo nesubstituovany heteroarylalkoxy-niz$i alkoxy, substituovany alebo

nesubstituovany arylalkoxy, substituovany alebo nesubstituovany heterocykloalkoxy,
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halogén, karboxyl, niZ8i alkoxykarbonyl, nitro, amino, mono- alebo di-niz$i alkylamino,

dioxolan, dioxan, ditiolan, dition, furan, laktéon alebo Iakiém.

Substituovany aryl, substituovany heteroaryl a substituovany aralkyl maji 1 az 3
nezavisle vybrané substituenty, ktorymi sh's vyhodou nizsi alkyl, hydroxy, nizsi alkoxy,

karboxy, niZSi alkoxykarbonyl, nitro, amino, mono- alebo di-niz§i alkylamino a halogén.

Medzi heterocyklické skupiny tvorené s atomom dusika patri pyrolidinyl, piperidinyl,
piperidino, morfolinyl, morfolino, tiomorfolino, N-metylpiperazinyl, indolyl, izoindolyl,
imidazol, imidazolin, oxazolin, oxazol, triazol, tiazolin, tiazol, pyrazol, pyrazoléon and
triazol. Medzi heterocyklické skupiny tvorené s atdmom kyslika patri furan,

tetrahydrofuran, pyran a tetrahydropyran.
,Hydroxyalkyly“ st alkyly, ktoré maju pripojeny hydroxyl.
Medzi halogény patri fluér, chlér, brom a jod.

V tu pouzivanom vyzname znamena pojem ,heteroarylalkyl" arylalkylovu skupinu,
ktora obsahuje heteroatom. Pojem ,oxy" oznacuje pritomnost atomu kyslika. Teda
.alkoxy* znamena alkyly, ktoré su pripojené cez atom kyslika, a ,karbonyloxy" znamena

karbonylové skupiny, ktoré su pripojené cez atém kyslika.

Pojem ,heterocykloalkoxy® znamena alkoxyl, ktory ma na svoje alkylové
zoskupenie pripojenu heterocyklickl skupinu, a pojem ,arylalkoxy” znamena alkoxyl, ktory
ma na svoje alkylové zoskupenie pripojeny aryl. Pojem ,alkylkarbonyloxy“ znamena

skupinu vzorca -O-C(=0)-alkyl.

V tu pouZzivanom vyzname pojem ,alkyloxy-alkoxy“ oznaduje alkoxyl, ktory
obsahuje alkyloxy substituent pripojeny na alkyl. Pojem ,alkoxy-alkyltio“ znamena skupinu
alkyltio (t.j. skupinu vzorca -S-alkyl), ktora obsahuje alkoxy substituent pripojeny na jej
alkylové zoskupenie. Pojem ,hydroxy-alkyltio“ znamena skupinu alkyltio (t.j. skupinu

vzorca -S-alkyl), ktora obsahuje hydroxy substituent pripojeny na jej alkylové zoskupenie.

V tu pouZivanom vyzname ma pojem ,monosacharid” zvyCajny vyznam

jednoducheho cukru.
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V tu pouZivanom vyzname pojem ,aminokyselina“ oznacuje molekulu obsahujicu
aminoskupinu a karboxylovi skupinu. Medzi priklady aminokyselin patria o
aminokyseliny, tj. karboxylové kyseliny vieobecného vzorca HOOC-CH(NH,)-(vedIajsi

retfazec).

Medzi vedlajSie retazce aminokyselin patria prirodne sa vyskytujice a neprirodné
zoskupenia. Neprirodné aminokyselinové vedlajsie retazce si zoskupenia, ktoré sa
pouzivaju namiesto prirodne sa vyskytujucich aminokyselinovych vedfajSich retazcov,
napriklad v aminokyselinovych analégoch. Pozrite naprikiad Lehninger, Biochemistry,
Second Edition, Worth Publishers, Inc, 1975, strany 73-75, zahrnuté odkazom.

Medzi vyhodné c-aminokyseliny patri glycin, alanin, prolin, kyselina glutdmova a

lyzin, ktoré maju D konfiguraciu, L konfiguraciu, alebo s vo forme racematu.

VedlajSie retazce dalSich reprezentativnych caminokyselin st uvedené nizsie
v tabuflke 1.

Tabulka 1
CHs;- HS-CH,-
HO-CH,- HO2C-CH(NH,)-CH2-S-S-CH,-
CeHs-CH>- CH3-CH,-
HO-CgH4~CHa- CH3-S-CH3-CH;»-
CH3-CH,-S-CH,-CH,-
HO CH,— HO-CH2-CH,- .
CH3-CH(OH)-
HO,C-CH,-NHC(=0)-CH,-
HO
CHy—
\ HO,C-CH,-CH,-
NH;C(=0)-CH,-CH,-
N (CHs)2-CH-
H

(CH3)2-CH-CH,-



34

N ’ CH3-CH,-CHa-
/
f ch HaN-CH,-CHy-CH-
—
N/ HaN-C(=NH)-NH-CHa-CH,-CHa-
H - ' " HoN-C(=0)-NH-CHp-CHp-CHa-

CH3-CH3-CH(CHj3)-
CH3-CH2-CH2-CH;-

CH,
HoN-CH;-CHa-CHp-CHa-

V niektorych vyhodnych uskutoéneniach substituéné skupiny pre zluceniny vzorca
Il zahffaja zvySok aminokyseliny po odstraneni hydroxylovej skupiny jej karboxylovej

skupiny; t.j. skupiny vzorca -C(=0)-CH(NH,)-(vedlaj3i retazec).

Funk&né skupiny pritomné na zluceninach vzorca |l mdézu obsahovat chraniace
skupiny. Napriklad aminokyselinové vedfajSie retazce ako substituenty zlGenin vzorca Il
moéZzu byt substituované chraniacimi skupinami ako benzyloxykarbonyl alebo t-
butoxykarbonyl. Chraniace skupiny st zname ako chemické funk&né skupiny, ktoré
mozno selektivne naviazat a odstranit zo skupin, ako su hydroxylové skupiny a
karboxylové skupiny. Tieto skupiny st pritomné v chemickej zli¢enine, aby taku funkénu
skupinu urobili inertnou voéi podmienkam chemickej reakcie, ktorym je zliCenina
vystavena. V predlozenom vynaleze mozno pouzit ktordkolvek z radu chraniacich skupin.
Jednou z takych chraniacich skupin je benzyloxykarbonyl (Cbz; Z). Dalsie vyhodné
chraniace skupiny podfa vynalezu mozno najst v Greene, T. W. a Wuts, P. G. M,,
.Protective Groups in Organic Synthesis" 2. vyd., Wiley & Sons, 1991.
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Premostené indenopyrolokarbazolové zluceniny maju dokazané vyznamné
funkéné farmakologické aktivity, ktoré nachadzaju uplatnenie v celom rade situacii
vratane vyskumu a terapie. Tieto derivaty si uzitocné ako terapeutické prostriedky.
Aktivity zlu€enin vykazuju pozitivne efekty na -funkciu'a/alebo préiitie'buniek reagujucich
na troficky faktor. Uginok na funkciu a/alebo prezitie buniek reagujucich na trofiéky faktor,
napr. bunky neurénovej rodiny, bol preukazany pomocou ktoréhokofvek z nasledujucich
testov. (1) test kultivovanej acetyitransferazy cholinu miechy (,ChAT“ - choline
acetyltransferase); alebo (2) test aktivity ChAT kultivovanych neurénov bazalneho

predného mozgu.

V tu pouzivanom vyzname pojem ,ucinok", ked sa pouZiva ako rozvinutie pojmov
Jfunkcia“ a ,prezitie* znamena pozitivnu alebo negativhu premenu alebo zmenu. Uginok,
ktory je pozitivny, tu mdze byt oznaceny ako ,zlepSenie* alebo ,podporujuci® a ucinok,

ktory je negativny, tu mbzZe byt oznaceny ako ,inhibicia“ alebo ,inhibujtci®.

V tu pouzivanom vyzname pojmy ,podporit“ alebo ,zlepsujuci® pri pouziti ako
rozvinutie pojmov ,funkcia® alebo ,preZitie® znamena, Ze pritomnost premostenej
indenopyrolokarbazolovej zlu¢eniny ma kladny u¢inok na funkciu a/alebo prezitie bunky
reagujucej na troficky faktor v porovnani s bunkou za nepritomnosti zli&eniny. Naprikiad
(nie je myslené obmedzujuco) vzhladom na prezitie napriklad cholinergického neurénu by
zluéenina vykazovala zlepsenie preZivania cholinergickej neurdénovej populacie ohrozenej
smrtou (v dosledku napriklad zranenia, chorobného stavu, degenerativneho sta\)u alebo
prirodzeného progresu) v porovnani s cholinergickou neurénovou populaciou, na ktord
nepdsobi taka zlucenina, keby lie€ena populacia mala pomerne vacsie obdobie funkénosti

ako nelieCena populéacia.

V tu pouzivanom vyzname ,inhibovat® a ,inhibicia“ znamena, Ze $pecifikovana
odozva uréeného materialu (napr. enzymaticka aktivita) je pomerne znizena za

pritomnosti premostenej indenopyrolokarbazolovej zlu€eniny.

V tu pouzivanom vyzname sa pojem ,irk" vztahuje na rodinu vysokoafinitnych
neurotrofinovych receptorov v s€asnosti pozostavajlcu z trkA, trkB a trkC, a na dalSie

proteiny spojené s membranami, na ktoré sa neurotrofin mdze viazat.
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V tu pouZivanom vyzname inhibicia VEGFR implikuje pouzitelnost' napriklad pri
chorobach, kde angiogenéza hra délezitd Glohu, napriklad rakovina alebo tuhé nadory,
endometriéza, diabeticka retinopatia, psoriaza, hemangioblastom ako aj iné oné choroby

a rakoviny. S R . ‘ !

Inhibicia trk implikuje pouzitelnost' napriklad pri chorobach prostaty, naprikiad pri

rakovine prostaty a benignej hyperplazii prostaty, a lieCbe zapalovej bolesti.

Inhibicia receptora rastového faktora odvodeného z trombocytov (PDGFR -
Platelet Derived Growth Factor Receptor) implikuje pouZzitefnost napriklad pri réznych
formach neoplazie, reumatoidnej artritidy, pulmonarnej fibrozy, myelofibrézy,
abnormalnom hojeni ran, chorobach s kardiovaskularnymi prejavmi ako ateroskleroza,

restendza, restendza po angioplastike, atd'.

V tu pouzZivanom vyzname sa pojmy ,rakovina® a ,rakovinovy* vztahuju na
akukofvek malignu proliferaciu buniek u cicavca. Medzi priklady patria rakoviny prostaty,
benigna hyperplazia prostaty, rakoviny vaje¢nikov, prsnikov, mozgu, pfic, pankreasu,
kolorektalna rakovina, rakovina Zzaludka, tuhé nadory, rakovina hlavy a. krku,
neuroblastom, karcindm renalnych buniek, lymfom, leukémia, iné zname zhubné nadory

hematopoetickych systémov a iné zname rakoviny.

V tu pouzivanom vyzname pojmy ,neurén, ,bunka neurénovej rodiny* a
.neurénova bunka“ zahffaju, ale nie si obmedzené na heterogénnu populaciu
neurénovych typov s jednotlivymi alebo viacerymi transmitrami a/alebo jednotlivymi alebo
viacerymi funkciami; svyhodou ide o cholinergické a senzorické neurény. Vtu
pouzivanom vyzname slovneé spojenie ,cholinergicky neurén* znamena neurény
centralnej nervovej sustavy (CNS) a periférnej nervovej sustavy (PNS), ktorych
neurotransmitrom je acetylcholin; prikladmi st bazalny predny mozog, neurdny prie€ne
pruhovaného svalstva a miechové neurény. V tu pouzivanom vyzname fraza ,senzoricky
neurén“ zahfa neurény reagujuce na environmentalne podnety (napr. teplota, pohyb)
napriklad z koze, svalov a kibov; prikladom je neurén z ganglionu zadného senzorického

korena miechovych nervov.
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.Bunka reagujuca na troficky faktor* podra tu pouZivaného vyznamu je bunka, ktora
obsahuje receptor, na ktory sa méze Specificky viazat' troficky faktor; medzi priklady patria
neurény (napr. cholinergické a senzorické neurdny) a neneurénové bunky (napr.

monocyty a neoplastické bunky).

Premostene indenopyrolokarbazolové zligeniny tu opisané nachadzaju uplatnenie
vo vyskume i v terapii, napriklad pri inhibicii enzymovej aktivity. Napriklad vo vyskume
mozno zlu€eniny pouZit vo vyvoji testov a modelov na dalsie zlep$enie pochopenia uloh,
ktoré hra inhibicia serin/treonin alebo tyrozin protein kinazy (napr. PKC, trk tyrozin
kinazy) v mechanistickych aspektoch suvisiacich porich a choréb. V terapii mozno
zliCeniny, ktoré inhibuju tieto enzymové aktivity, pouZit' na inhibiciu Skodlivych désledkov

tychto enzymov vzhladom na choroby, ako je rakovina.

Ako dokazuju nizSie uvedené priklady, inhibiciu enzymovej aktivity pomocou
premostenych indenopyrolokarbazolovych zlu¢enin mozno uréit napriklad pomocou

nasledujlcich testov:
1. Test inhibicie aktivity tyrozin kinazy trk A;
2. Inhibicia fosforylacie trk stimulovanej NGF v celobunkovom pripravku;

3. Test inhibicie kinézy vaskularneho endotelového receptora rastového

4. Test inhibicie aktivity PKC;
5. Test inhibicie PDGFR.

Uvedene premostené indenopyrolokarbazolové zliéeniny moZno pouzit na
zlepSenie funkcie a/alebo prezitia buniek neurdnovej rodiny u cicavca, napriklad ¢loveka.
V tychto kontextoch mozno tieto zli¢eniny pouZit jednotivo alebo s inymi
kondenzovanymi pyrolokarbazolmi a/alebo indolokarbazolmi, alebo v kombinacii s inymi
uzitocnymi molekulami, ktoré tieZ vykazuji schopnost ovplyviiovat funkciu a/alebo

prezitie cielovej bunky.
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Rad neurologickych portch je charakterizovany neurdénovymi bunkami, ktoré
umieraju, su poranene, funkéne narudené, podliehaju axonalnej degeneracii, st ohrozené
rizikom smrti atd. Medzi tieto poruchy patria okrem inych nasledujuce: Alzheimerova
choroba; poruchy motorickych neufénov (napr. amyotroficka lateralna skler6za);
Parkinsonova choroba; cerebrovaskularne poruchy (napr. mitvica, ischémia);
Huntingtonova choroba; AIDS demencia; epilepsia; skleréza multiplex; periférne
neuropatie (napr. neuropatie postihujice DRG neurény pri periférnej neuropatii spojenej s
chemoterapiou) vratane diabetickej neuropatie a periférnej neuropatie spojenej s AIDS;
poruchy indukované excitacnymi aminokyselinami; a poruchy spojené s narazovymi alebo

prienikovymi poraneniami mozgu alebo miechy.

ChAT Kkatalyzuje syntézu neurotransmitra acetylcholinu a povaZuje sa za
enzymaticky marker pre funkény cholinergicky neurén. Funkény neurén je tiez schopny
prezit. Prezivanie neurénov sa hodnoti kvantifikaciou Specifickej absorpcie a enzymatickej

konverzie farbiva (napr. kalcein AM) zijucimi neuronmi.

Vzhladom na svoje rozne vyuZitie nachadzaju tu opisané zli&eniny vratane
zluCenin identifikovanych tu opisan'ymi sposobmi vyuzZitie v rade situacii. Tieto zlG¢eniny
mozno pouzit pri vyvoji in vitro modelov prezivania, funkcie alebo identifikacie
neurénovych buniek alebo na skrining inych syntetickych zli€enin, ktoré maju aktivity
podobné aktivitam zlu€enin tu opisanym alebo zlicenin identifikovanych tu opisanymi
sp6sobmi. Zluceniny tu opisané ako aj zluceniny identifikované pomocou tu opisanych
spdsobov mozno pouzit vo vyskume na skiimanie, definovanie a uréenie molekulovych
ciefov spojenych s funkEnymi odozvami. Napriklad radioaktivnym oznacenim premostene;j
indenopyrazolokarbazolovej zliCeniny, alebo zluCeniny identifikovanej sposobmi  tu
opisanymi, spojenej so Specifickou bunkovou funkciou (napr. mitogenézou) mozno
identifikovat, izolovat' a vyCistit' na charakterizaciu ciefovu entitu, na ktor( sa tento derivat

viaze.

Ziuceniny tu opisané ako aj zluceniny identifikované spdsobmi tu opisanymi su
uzito€né medzi inym nielen na podporu aktivit indukovanych trofickym faktorom buniek
reagujucich na troficky faktor, napr. cholinergickych neurénov, ale mézu tiez fungovat ako

prostriedky podporujuce prezitie pre iné neurénové bunkové typy, napr. dopaminergické a
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glutamatergické. Rastovy faktor mdze regulovat prezivanie neurénov signalizaCnymi
kaskadami v smere malych GTP viazucich proteinov, medzi ktoré okrem inych patri ras,
rac a cdc42 (Denhardt, Biochem. J., 1996, 318, 729). Specificky, aktivacia ras vedie k
fosforylacii a aktivacii kinazy aktivovanej mimobunkovym receptorom (ERK - extracellular
receptor-activated kinase), ktora bola davana do suvislosti s biologickym rastom a
diferenciacnymi procesmi. Stimulacia rac/cdc42 vedie k zvySeniu aktivacie JNK a p38, Co
su odozvy spojené so stresom, apoptozou a zapalom. Hoci odozvy rastového faktora su
primarne cez drahu ERK, ovplyvnenie tychto procesov méze viest k alternativnym
mechanizmom prezivania neurénov, ktoré mézu napodobriovat rastovy faktor podporujic
vlastnosti prezivania (Xia et al., Science, 1995, 270, 1326). Tieto zlu€eniny mdzZu pdsobit
aj ako prostriedky podporujuce prezZite pre neurénové a neneurénové bunky
mechanizmami suvisiacimi ale aj vzdialenymi prezivaniu sprostredkovanému rastovym
faktorom, napriklad inhibiciou drah JNK a p38, ¢o moéze viest k prezitiu inhibiciou

procesov umierania apoptotickych buniek.

Predlozené zlGCeniny su uZito€né pri lieCbe portich spojenych so znizenou aktivitou
ChAT alebo smrtou alebo poranenim miechovych motoneurénov a maju napriklad
vyznam pri chorobach spojenych s umieranim apoptotickych buniek centraineho a

periférneho nervového systému, imunitného systému a pri zapalovych chorobach.

ZluCeniny tu opisané mozu tiez najst vyuzitie pri lieCbe chorobnych stavov

zahfhajacich malignu proliferaciu buniek, napriklad mnohych rakovin.

Medzi farmaceuticky prijatelné soli zlGCenin tu opisanych ako aj zluc¢enin
identifikovanych tymito metédami patria farmaceuticky prijatelné kyselinové adi¢né soli,
soli kovov, amoniove soli, adi€né soli organickych aminov a aminokyselinové adi¢né soli.
Prikladmi kyselinovych adiénych soli si adiéné soli s anorganickymi kyselinami, ako je
hydrochlorid, sulfat a fosfat, a adicné soli s organickymi kyselinami, ako je acetat, maleat,
fumarat, vinan, citrat a laktat; prikladmi soli s kovmi st soli s alkalickymi kovmi, napriklad
litna sof, sodna sof a draselna sof, soli s kovmi alkalickych zemin, napriklad horecnata sofl
a vapenata sol, hlinitd sol a zino¢nata sof; prikladom amoniovych soli je aménna sof

a tetrametylamoéniova sof; prikladmi adi¢nych soli s organickymi aminmi su soli
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s morfolinom a piperidinom; a prikladmi aminokyselinovych adiénych soli st soli

s glycinom, fenylalaninom, kyselinou glutamovou a lyzinom.

Tu uvedené ziG€eniny vratane zlicenin identifikovanych tymito metédami mozno
formulovat do farmaéeutickyCh kompoZicii zmie§anim Sfarmaceuticky prijatelnymi
netoxickymi vehikulami a nosiémi. Také kompozicie mozno pripravit na pouzitie pri
parenteralnom podani, najmd vo forme kvapalnych roztokov alebo suspenzii; alebo
oralnom podani, najmé vo forme tabliet alebo kapsul; alebo intranazalne, najma vo forme
praskov, nosnych kvapiek alebo aerosoélov; alebo dermalne napriklad prostrednictvom

transdermalnych naplasti.

Kompoziciu mozno s vyhodou podavat v jednotkovej liekovej forme a mozno ju
pripravit ktorymkofvek zo spdsobov znamych v oblasti farmacie, naprikiad podia
Remington’s Pharmaceutical Sciences (Mack Pub. Co., Easton, PA, 1980). Pripravky na
parenteralne podanie rﬁéiu obsahovat ako bezné vehikula sterilnd vodu alebo
fyziologicky roztok, polyalkylénglykoly ako polyetylénglykol, oleje rastlinného pévodu,
hydrogenované naftalény a podobne. UZito&nymi vehikulami na kontrolu uvolfiovanie
ucinnych zlu€enin mézu byt najmad biologicky kompatibilné, biologicky odbﬂratel’né
laktidové  polyméry, laktidovo-glykolidovy  kopolymér alebo  polyoxyetylénovo-
polyoxypropylénové kopolyméry. Medzi dalSie potencialne uzZitoné systémy na
parenteralne podavanie pre tieto uéinné zluceniny patria etylénovo-vinylacetatové
kopolyméroveé CiastoCky, osmotické pumpy, implantovatelné inflizne systémy a lipozémy.
Formulacie na inhalaCné podanie obsahuju ako vehikula napriklad laktézu, alebo moze
ist o vodné roztoky obsahujuce napriklad polyoxyetylén-9-lauryléter, glykocholat a
deoxycholat, alebo olejovité roztoky na podavanie vo forme nosnych kvapiek alebo ako
gél na intranazalnu aplikaciu. Formulacie na parenteralne podanie mézu tiez obsahovat
glykocholat na bukalne podavanie, salicylat na rektaine podavanie alebo kyselinu
citrbnovu na vaginalne podavanie. Formulacie na transdermalne naplasti su s vyhodou

lipofilné emulzie.

Zlu€eniny podlfa tohto vynalezu mozno pouzit ako jedinu ucinnu latku vo

farmaceutickej kompozicii. Alternativne ich mozno pouzit v kombinacii s inymi u¢innymi
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Zlozkami, napriklad inymi rastovymi faktormi, ktoré ufahCuju preZivanie neurénov alebo

axonalnu regeneraciu pri chorobach alebo poruchach.

ZlGgeniny podfa vynalezu a ich farmaceuticky prijatelné soli moZzno podavat oraine
alebo neoralne, naplriklad ako'mast' alebo ako injekciu. Koncentlrécie.‘zll](':enin podla
vynalezu v terapeutickej kompozicii sa mézu menit. Koncentracia bude zavisiet od
faktorov ako celkové davkovanie lie€iva, ktoré sa ma podavat, chemické charakteristiky
(napr. hydrofobnost) pouzitych zli¢enin, cesta podania, vek, telesna hmotnost a
symptdémy pacienta atd. Zluceniny podia tohto vynalezu sa vac¢sinou podavaju vo vodnom
fyziologickom timenom roztoku obsahujucom asi 0,1 az 10 % hmotnost/objem zlG€eniny
na parenteralne podanie. Typické rozmedzia davok su od asi 1 ug/kg do asi 1 g/kg
telesnej hmotnosti na den; vyhodny interval davok je od asi 0,01 mg/kg do 100 mg/kg
telesnej hmotnosti na defi a s vyhodou asi 0,1 az 20 mg/kg raz az Styrikrat denne.
Vyhodné davkovanie lie€iva, ktoré sa ma podavat, bude pravdepodobne zavisiet od
premennych, ako je typ a rozsah progresie choroby alebo poruchy, celkovy zdravotny
stav konkrétneho pacienta, relativna biologicka ucinnost vybranej zlu€eniny a formulacia

vehikula zlu€eniny a cesta jej podania.

Zluceniny podla vynalezu vratane testovanej zlu¢eniny a zlu¢enin identifikovanych
metédami podla prediozeného vynalezu a ich farmaceuticky prijatefné soli mozno
podavat samotné alebo vo forme rdznych farmaceutickych kompozicii podfa
farmakologickej aktivity a ucelu podania. Farmaceutické korhpozicie podla predlozeného
vynalezu mozno pripravit rovnomernym zmie$anim ucinného mnozstva zlu€eniny alebo
jej farmaceuticky prijatefnej soli ako ucinnej zlozky s farmaceuticky prijatelnym nosicom.
Nosi¢ moéze mat Siroké spektrum foriem podla foriem kompozicie vhodnych na
podavanie. Je vhodné, aby sa take farmaceutické kompozicie pripravovali v jednotkovej
liekovej forme vhodnej na orélne alebo neoralne podanie. Medzi formy na neoralne

podanie patria masti a injekcie.

Tablety mozno pripravit pomocou vehikdl ako laktéza, glukéza, sacharéza, manitol
a metylceluloza, dezintegratorov ako 3krob, alginat sodny, kalcium karboxymetylceluléza
a krystalicka celuléza, maziv ako stearan horeCnaty a mastenec, spojiv ako Zelatina,

polyvinylalkohol, polyvinylpyrolidén, hydroxypropylceluléza a metylceluloza, povrchovo
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aktivnych latok ako ester sachar6zy s mastnou kyselinou a ester sorbitolu s mastnou
kyselinou a podobne, konvenénym spésobom. Je vyhodné, aby kazda tableta obsahovala

15 — 300 mg ucinnej zlozky.

Granuly méino pripravit s pouzitim vehikul ako laktoza a sachar6za, |
dezintegratorov ako Skrob, spojiv ako Zelatina a podobne, konvenénym spdsobom.
Prasky mozno pripravit' s pouzitim vehikal ako laktéza a manitol a podobne, konvenénym
spdsobom. Kapsule mozno pripravit' s pouzitim Zelatiny, vody, sacharézy, arabskej gumy,
sorbitolu, glycerinu, kryStalickej celulozy, stearanu horecnatého, mastenca a podobne,
konvenénym spdsobom. Je vyhodné, aby kazda kapsula obsahovala 15 — 300 mg ucinnej

zlozky.

Sirupové pripravky mozno pripravit' s pouzitim cukrov ako sacharéza, vody, etanolu

a podobne, konvenénym spdsobom.

Mast mozno pripravit s pouzitim mastovych zakladov ako vazelina, kvapalny
parafin, lanolin a makrogol, emulgatorov ako laurylacetat sodny, benzalkénium chlorid,
monoester sorbitanu s mastnou kyselinou, natrium karboxymetylceluléza, arabska guma

a podobne, konvenénym spdsobom.

Injektovatelné pripravky moZno pripravit s pouzitim rozpustadiel ako voda,
fyziologicky roztok, rastlinné oleje (napr. olivovy olej a araSidovy olej), etyloleat
a propylénglykol, solubilizaénych prostriedkov ako benzoat sodny, salicylat sodny
a uretan, izotonickych prostriedkov ako chlorid sodny a gluk6za, konzervaénych
prostriedkov ako fenol, krezol, ester kyseliny p-hydroxybenzoovej a chlérbutanol,
antioxidantov ako kyselina askorbova, pyrosiriCitan sodny a podobne, konventnym

spésobom.

Vynalez je dalej ilustrovany nasledujicimi prikladmi, ktoré sliZia ako vysvetlenie
vynalezu. Tieto priklady nie si myslené ako obmedzenie rozsahu vynalezu a nemaju sa

tak ani vysvetiovat'.
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Priklady uskutonenia vynalezu

Priklad 1: VSeobecny popis syntetickych postupov a priklady

VSeobecny  synteticky  postup  pouZity na pripravu premostenych -
'indenopyrolokarbazolov vzorca |l podra. tohto vynalezu je zobrazeny na obrazkoch 1 a 2.
VSeobecné postupy na syntézu indenopyrolokarbazolov (NB/(VIIl) mozno uskutoénit
podla popisu v patente USA ¢. 5,705,511, ktorého publikacia sa tymto celd zahina
odkazom. Ked R’ je H, laktamovy dusik indenopyrolokarbazolov (1I1)/(VIll) je chraneny
vhodnou chraniacou skupinou, ¢o vedie k (IV)/(IX). Chranené zliCeniny sa spracuvaijt
vhodnou bazou v bezvodych organickych rozpustadliach, ¢o ma za nasledok vytvorenie
tmavocCerveného roztoku, o sa pripisuje vzniku karbanionu. Reakcia karbanionu s
dvojfunkénym reagentom (V) vedie k elektrofilnej adicii na vazbu C=Y (V) za vzniku
pociatoného intermediatu (V1)/(X). Pridanim bud kyseliny sulfénovej alebo Lewisovej
kyseliny, napriklad bortrifluorid éteratu, k intermediatom (VI)(X) alalebo (VII)/(X]) sa
zZiskaju premostené indenopyrolokarbazoly (1)/(1).

Strategia chranenia laktdmového dusika (zobrazena na obrazkoch 3 a 4) sa moze
uskutocnit’ bud’ kyslo alebo bazicky katalyzovanym procesom. Kyselinou katalyzovanu
reakciu mozno uskutoCnit cinidlom viazanym na Zivicu umoZfujicim imobilizaciu
indenopyrolokarbazolu (lI)/(VIIl) na polymérny nosi€, napriklad na Rinkovu kyselinovu
Zivicu na baze polystyrénu (XIl) (obrazok 3), &im sa ziska (XIIl). Alternativne mozno
kyselinou katalyzovanu reakciu uskutoénit s rozpustn&'/m Cinidlom, ¢im sa ziska zli¢enina
(X1V) (obrazok 4). Silyloh chranena zlicenina (XV) sa pripravi za bazickej katalyzy
(obrazok 4).

Obrazok 5 opisuje niekolko metdd na pripra'vu intermediatu (V). Postup (a) opisuje
transformacie réznych acetalov (XVI) na (XVII, Z = vazba). Napriklad ester-acetal/ketal
(XVI, D = COOR) sa Uplne redukuje na prislusny alkohol a potom sa oxiduje (napr.
Swernovou alebo Dess-Martinovou oxidaciou) na aldehyd-acetalfketal (XVII, R® = H).
Alternativne sa ester-acetal/ketal (XVI, D = COOR) &iastoéne redukuje pomocou DIBAL,
&im sa ziska priamo aldehyd (XVII, R® = H). Podobne redukcia nitril-acetalu (XVL, D =CN)
pomocou DIBAL dava aldehyd (XVII, R® = H). Keto-acetaly/ketaly sa pripravuji adiciou
Grignardovych ¢inidiel na Weinrebov amid-acetal/ketal (XVI, D = CON(OMe)Me).
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Intermediat (XVHl, Z = vézba) mozino ziskat aj dvojstupfiovym postupom
nacrtnutym v postupe (b). Pridanie organokovového &inidla (XIX) k acetalu/ketalu (XVIHI)
dava alkén (XX), ktory ozonolyzou s nasledujtcim redukénym spracovanim dava keto-
acetal/ketal (XVII). Priprava intermediatu (XVIl, Z = heteroaténﬁ) dvojstupfiovym postupom
je naCrtnuta v postupe (c). Naviazanie acetalu (XXII) na alkén (XXI) s nasledujicou
ozonolyzou (s redukCnym spracovanim) ziskaného alkénu dava keto-acetal/ketal (XVII).
Alternativne mozno intermediat (XVII, Z = heteroatom) pripravit dvojstupfiovym postupom
nacrtnutym v postupe (d). Reakcia zliceniny (XXIV) s acetalom/ketalom (XVIIl) dava
(XXV), ktora sa transformuje na keto-acetal/ketal (XVIl) metédami opisanymi v postupe
(a). Kondenzacia keto-acetalu/ketalu (XVII) s hydroxylaminmi, hydrazinmi, N-alkyl-N-
alkoxyaminmi a aminmi dava intermediat (XXVI1) nesuci elektrofilnu funkciu C=N.

Na zivicu naviazany indenopyrolokarbazol (XIll) (obrazok 6, metdda A) sa pdsobi
nadbytkom Grignardovho Cinidla ako bazy, €o vedie k vytvoreniu tmavoc&erveného roztoku
karbanionu. Nasledna reakcia s (V) vedie k produktom ziskanym elektrofilnou adiciou na
skupinu C=Y. Spracovanie vodou a odStiepenie produktov od Zivice zriedenou kyselinou
(1 % TFA v dichlormetane) vedie k izolacii zlG¢enin (XXVII) a/alebo (XXVIII). Pridanim
bud kyseliny sulfonovej alebo Lewisovej kyseliny, napriklad bértrifluorid éteratu,

k intermediatom (XXVII) a/alebo (XXVIll) sa ziskaju premostené indenopyrolokarbazoly

().

Podobna stratégia sa pduiiva na reakciu rozpustného laktamového chraneného
intermediatu, napr. (XV) (obrazok 7, metéda B). V tomto pripade sa v8ak na intermediat
(XV) poésobi Cinidlom Triton B v pyridine ako bazou namiesto Grignardovho ¢&inidla.
Intermediaty (XXIX) a/alebo (XXX) mozno izolovat s chraniacou skupinou laktamu
nedotknutou a mozno ich Cistit chromatografiou. Rovnako ako v metdéde A (obrazok 6),
pbsobenie Lewisovej kyseliny (napriklad bértrifluorid éterat) vedie k premostenym

indenopyrolokarbazolom (1), kde R' = H.

Zavedenie skupin R®, R* R®a R® mozno uskutoénit podfa popisu v patentoch USA
€. 5,705,511 a 4,923,986, ktorych publikacie sa tymto celé zahfiaju odkazom. Substituent
R® mozno inak zaviest po skonstruovani premostenych indenopyrolokarbazolov, ako je

uvedené na obrazku 8. Poloha 3 kruhu B sa bréomuje pomocou NBS, &im sa ziska



45

zlicenina (XXXI). Potom sa zavedie uhlikaty fragment pomocou palédiom katalyzovanej
Stilleho, Suzukiho, Heckovej, Kumadove] alebo Castro-Stephensovej reakcie, ¢im sa
ziskaju zlucCeniny typu (XXXII), (XXXHI), atd. Okrem toho zlugenina (XXXI) moze
poskytnut pristup k zlG€enindm, kde je brém nahradeny heteroatdbmom, napr. skupinou na

baze aminu, pouZitim Buchwaldovej paladiom katalyzovanej aminacnej chémie.

Oxidaénym procesom mozno zaviest skupinu naviazanu cez kyslik na indénovy
uhlik kruhu E, ako to ukazuje obrazok 9, zli&enina (XXXIV). Tato chémia tie? vedie k
oxidacii metylénovej skupiny laktamu (kruh A), &im sa ziska amidovy derivat, ako je

uvedené.

Priklad 2: Priprava intermediatov viazanych na Rinkovu Zivicu: (XIlI-A), (XH1-B) a (XIII-C),
(obrazok 3)

Priklad 2-A

Trojhrdlova banka s gufatym dnom vybavena hornym mechanickym mie$adlom a
Dean-Starkovym nastavcom sa postupne naplnila Rinkovou kyselinovou Zivicou Xl
(10,00 g, 0,64 mmol/g), 1-metyl-2-pyrolidinbnom (80 ml), benzénom (350 ml), VIII-A [A’,
A% =H,, B', B*= 0, R® = R*= R® = R® = H)] (3,00 g) a kyselinou p-toluénsulfénovou (1,00
g). Reakéna zmes sa zahrievala na reflux 20 hodirl1 a potom sa prefiltrovala. Zivica sa
premyla THF (5 x 175 ml) a filtrat sa odlozZil. Zivica sa potom postupne premyla DMSO (4
x 100 ml), 2 % vodnym NaHCO; (4 x 100 ml), vodou (4 x 100 ml), DMSO (2 x 200 ml),
THF (4 x 100 ml) a etylacetatom (4 x 100 ml). Zivica sa vysusila za vakua (24 hodin), ¢im

sa ziskalo 11,70 (0,47 mmol/g) na Zivicu viazaného VIII-A (XIII-A).

Povodné extrakty v THF sa odparili, zvySok sa zriedil vodou (750 ml) a ziskana
zrazenina sa prefiltrovala a postupne premyla vodou, 2% vodnym NaHCOs3 (4 x 100 ml), a
vodou (4 x 100 ml). Po vysu8eni vo vakuu sa ziskala latka VIII-A (1,28 g).

Priklad 2-B

Podobnym spésobom sa na Rinkovu kyselinovi Zivicu Xl (1,52 g) naviazala latka
VIII-B [A", A= 0, B', B = H,, R® = R* = R® = R® = H], (0,5 g), &im sa ziskalo 1,58 g na
Zivicu naviazanej latky VIII-B, (XI1I-B).
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Priklad 2-C

Podobnym spdsobom sa na Rinkovu kyselinovl Zivicu (3,12 g) naviazala latka VIlI-
C[A", A*=H,, B, B* = 0, R*=R*=R°® = H, R® = 10-OMe], (1,02 g), ¢im sa ziskalo 3,70
(0,46 mmol/g) na Zivicu naviazanej zli&eniny VIII-C, (XIII-C) spolu so spatne ziskanou
zluceninou VIII-C (0,44 g).

Priklad 3: Priprava zla€eniny (lI-1), zlu€eniny (lI-2), zlGCeniny (11-3), zlGceniny (li-4a),

zlu€eniny (11-4b), zlu€eniny (11-6) a zluceniny (11-8) (metdda A, obrazok 6)

Priklad 3-A

Do suspenzie (X1lI-A), (1,25 g) v THF (24 ml) sa pridal 1,0 M roztok EtMgBr (6,25
ml v THF) a reakéna zmes sa mieSala 1 hodinu pred pridanim HMPA (5,0 ml). Po 10
minutach mieSania sa pridal dietoxybutyraldehyd (3,0 g) (ktory sa pripravil podfa
literarneho postupu: Paquette, et al.,, J. Am. Chem. Soc., 1997, 119, 9662-71), a reakéna
zmes sa mieSala 20 hodin. Reakcia sa ukoncila pridanim 10 % vodného NH4CI (5 ml) a
prefiltrovala sa. Zivica sa postupne premyla 10 % vodnym NH4CI (3 x 10 ml), vodou (3 x
10 mi), THF (3 x 10 ml), DMF (3 x 10 ml), vodou (3 x 10 ml), THF (3 x 10 ml) a éterom (3
x 10 ml). Zivica sa vysus$ila za vakua, rozmiedala sa v dichlormetane (15 ml) a pridala sa
kyselina trifluéroctova (0,15 ml). Po 1 hodine mieSania sa reakéna zmes prefiltrovala a
filtrat sa odparil. Ziskany zvy3ok sa rozpustil v dichlormetane (20 ml), pridal sa pyridinium
tozylat (50 mg) a ziskany roztok sa mieSal 4 hodiny. Reakéna zmes sa premyla

nasytenym vodnym NaHCOj3 a sofankou a vysusila sa nad MgSOs.

Po filtracii a odpareni rozpustadla sa zvySok vycistil preparativnou HPLC (Zorbax
RX-8, 4 x 25 cm, elucia 60 % zmesou MeCN a vody s 0,1% kyseliny trifludroctove;j).
Prislusné frakcie sa neutralizovali NaHCO3, extrahovali do dichlormetanu (3 x 50 ml) a
vysuSili nad MgSOQ,. Po filtracii a odpareni rozpustadla sa ziskalo 70,2 mg zluceniny 1i-1
vo forme bieleho prasku, ktory mal nasledujice charakteristiky: °C NMR (DMSO-dg) &
171,8, 143,3, 142 4, 141,4, 140,1, 140,0, 136,68, 129,2, 127,9, 127 4, 127,1, 126,8, 124,1
(2C), 122,7, 121,6, 121,5, 118,3, 112,1, 88,1, 79,2, 56,6, 45,6, 33,4, 24,8; 'H NMR
(DMSO-dg) 8 9,21 (d, J =7,5, 1H), 8,62 (s, 1H), 7,98 (d, J = 7,7, 1H), 7,86 (d, J = 8,3,1H),
771(d,J=73,1H),749(dd, J=7,9,7,4,1H), 7,41 (dd, J=7,5, 7,4, 1H), 7,36 - 7,27 (m,
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2H), 6,86 (d, J = 6,0, 1H), 5,63 - 5,58 (m, 1H), 4,91 (s, 2H), 4,53 (d, J = 3,3, 1H), 2,23 -
2,14 (m, 1H), 1,96 - 1,92 (m, 1H), 0,96 - 0,88 (m, 1H), 0,60 - 0,57 (m, 1H); MS m/z (M+H)
vypocitané 379, zistené 379.

Preparativnou HPLC tejto r'e'akc":nejlzmesi sa izolovala aj zlu¢enina II;2 (0,5 mgq),
ktora mala nasledujtce charakteristiky: 'H NMR (DMSO-dg) 6 9,17 (d, J = 8,1, 1H), 8,62
(s, 1H), 7,98 (d, J=7,0, 1H), 7,85 (d, J= 6,8, 1H), 7,57 (d, J = 6,8, 1H), 7,49 (dd, J = 7,9,
7,4, 1H), 7,44 - 7,26 (m, 3H), 6,81 (d, J = 6,0, 1H), 5,43 - 5,33 (m, 1H), 4,43 (s, 2H), 2,23 -
2,14 (m, 1H), 1,96 -1,92 (m, 1H), 1,45 -1,55 (m, 2H), 0,96 - 0,88 (m, 1H), 0,60 - 0,57 (m,
1H), 0,29 (t, J = 7,0, 3H); MS m/z (M+H) vypocitané 407, zistené 407.

Priklad 3-B

Pod05n9m spdsobom, ako je opisané vyssie pre zliceninu II-1, sa na Zivicu (XIil-
A) (70,3 mg) posobilo 1,1-dietoxy-2-pentanénom (0,75 mi) (ktory sa pripravil podla
literatary: Sworin, et al, J. Org. Chem., 1988, 53, 4894-6), ¢im sa ziskala zlicenina II-3
(3,5 mg), ktora bola izolovana preparativnou TLC (silikagél, elucia zmesou 50%
EtOAc/toluén) a mala nasledujice vlastnosti: '"H NMR (DMSO-dg) & 9,42 (d, J = 8,2, 1H),
8,58 (s, 1H),795(d, J=7,4,1H),7,79(d, J=8,3, 1H), 7,71 (d, J = 7,1), 7,50 - 7,20 (m,
4H), 6,81 (d, J=5,9, 1H), 4,90 (s, 2H), 4,46 (s, 1H), 2,35-.2,20 (m, 1H), 1,98 (s, 3H), 1,75
-1,60 (m, 1H), 1,25 -1,00 (m, 1H), 0,35 - 0,15 (m, 1H); MS m/z (M+H) vypoéitané 393,
zistené 393. |

Priklad 3-C

Podobnym sposobom sa na zlticeninu (XIll-A) (74,3 mg) pésobilo 1,1-dietoxy-2-
hexanénom (ktory sa pripravil podfa literatdry: Brenner, J. Org. Chem., 1961, 26, 22-7)
(0,75 ml), ¢im sa ziskala zluCenina ll-4a (2,10 mg) a zluCenina 114b (1,06 mg), ktoré boli
individualne izolované preparativnou HPLC (Zorbax RX-8, 4 x 25 cm, 65 % MeCN/voda
s 0,1 % kyseliny trifluéroctovej). Ziiéenina ll-4a mala nasledujuce vlastnosti: 'TH NMR
(DMSO-de) 6 9,30 (d, J = 8,3, 1H), 8,55 (s, 1H), 7,97 (d, /= 7,2, 1H), 7,65 (d, J = 8,5, 1H),
759(d,J=75),748(dd,J=7,8,72,1H) 7,39 - 7,15 (m, 3H), 6,31 (dd, J= 5,9, 5,5, 1H),
5,02 (s, 1H), 4,88 (s, 2H), 0,88 (s, 3H) ostatné alifatické signaly stratené pod pikmi
rozpustadla, MS m/z (M+H) vypocitané 407, zistené 407. Zlicenina I|I-4b mala
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nasledujuce vlastnosti: '"H NMR (DMSO-dg) 8 9,43 (d, J=28,1,1H), 8,59 (s, 1H), 7,99 (d, J
=73 1H), 7,75 - 7,65 (m, 2H), 7,49 (dd, /= 7,0, 6,4, 1H), 7,43 (dd, J = 8,2, 8,1, 1H), 7,36
- 7,25 (m, 2H), 6,75 (s, 1H), 4,91 (s, 2H), 4,50 (s, 1H), 1,95 (s, 3H) ostatné alifatické
~ signaly stratené bod pikmi rozpustadla; MS m/z (M+H) vypocitané 407, zistene 407.

Priklad 3-D

Podobnym spbésobom sa na zlﬂéeninu Xt-C) (1,00 g) posobilo
dietoxybutyraldehydom (3,65 g), ¢im sa ziskala zli¢enina 11-6 (87,8 mg), ktora bola
izolovana preparativhou HPLC (Zorbax RX-8, 2,5 x 25 cm, 65 % MeCN/voda s 0,1%
kyseliny trifluéroctovej) a mala nasledujuce viastnosti: 'H NMR (DMSO-ds) 8 9,09 (d, J =
8.6, 1H), 8,60 (s, 1H), 7,95 (d, J = 7,4, 1H), 7,84 (d, J = 8,3, 1H), 7,47 (dd, J = 7,2, 7,0,
1H), 7,35 (s, 1H), 7,29 (dd, /= 7,0, 7,0, 1H), 6,98 (dd, J = 8,6, 1,9, 1H), 6,83 (d, J = 6,0,
1H), 5,65 - 5,55 (m, 1H), 4,88 (s, 2H), 4,48 (d, J = 3,9, 1H), 3,82 (s, 3H), 2,25 - 2,10 (m,
1H), 2,08 -1,85 (m, 1H), 0,96 - 0,75 (m, 1H), 0,65 - 0,50 (m, 1H); MS m/z (M+Na)
vypocitané 431, zistené 431.

Priklad 3-E

Podobnym spésobom ,sa na zivicu (XIlI-B) (153,2 mg) posobilo
dietoﬁbutyraldehydom (1,5 ml), &¢im sa ziskala zlu¢enina 1I-8 (3,6 mg), ktora bola
izolovana preparativnou HPLC (Zorbax RX-8, 2,5 x 25 cm, 65 % MeCN/voda s 0,1 %
kyseliny triflu6roctovej) a mala nasledujuce viastnosti: 'H NMR (DMSO-dg) 4 9,09 (d, J =
7.9, 1H), 8,81 (s, 1H), 7,81 - 7,73 (m, 3H), 7,48 - 7,35 (m, 3H), 7,24 (dd, J = 7,6, 7,5, 1H),
6,85 (d, J=6,2, 1H), 5,63-5,59 (m, 1 H), 4,86 (s, 2H), 4,61 (d, J = 3,6, 1H), 3,82 (s, 3H),
2,21 -2,13 (m, 1H), 1,96 -1,90 (m, 1H), 0,87 -0,79 (m, 1H), 0,61 - 0,56 (m, 1H); MS m/z
(M+H) vypocitané 379, zistene 379.

Priklad 4: Priprava zluceniny IlI-7a a zluCeniny II-7b (metéda A, obrazok 6)
Priklad 4-A

Priprava (1,1-dietoxyetoxy)acetonu

Do studenej (0 °C) suspenzie NaH (2,68 g, 60%) v THF (150 ml) sa pridal roztok
1,1-dietoxyetanolu (ktory bol pripraveny podIa literatury: Zirkle, et. al. J. Org. Chem. 1961,
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26, 395-407) (9,00 g) v THF (20 ml), a reakéna zmes sa miesala pri teplote miestnosti 1
hodinu pred pridanim metalylchloridu (8,0 ml). Reak&na zmes sa zahrievala na reflux cez
noc, ochladila sa a prefiltrovala cez vrstvu celitu. Rozpustadlo sa odstranilo na rotaénej
odparke a zvy$ok sa vydistil stipcovou chromatografiou (silikagél, 20 % éter/hexan), &im
sa ziskal 1,1-dieto;<yetylmetalyléter (11,5 g,‘ 90 %). Ozonolyza chladeného (-30 °C)
roztoku tohto eteru (6,00 g) v EtOAc (80 ml) sa uskuto&riovala dovtedy, kym sa pomocou
TLC nedokazala nepritomnost vychodiskovej latky (1 hodina). Vtedy sa reakéna zmes
preplachla kyslikom, pridal sa Pd(OH), (150 mg) a zmes sa miesala pod atmosférou
vodika cez noc. Katalyzator sa odfiltroval a filtrat sa nakoncentroval na rotacnej odparke.
Ziskany zvysok sa vycistil stipcovou chromatografiou (silikagél, 20 % EtOAc/hexan), &im

sa ziskala titulna zlucenina (4,53 g, 82 %).

Priklad 4-B

Podla m'et()dy A (obrazok 6) sa na Zivicu (XIII-A) (230,2 mg) pésobilo EtMgBr (1,25
ml) a potom (1,1-dietoxyetoxy)acetonom (priklad 3-A) (1,2 ml). Po spracovani a
odstiepeni od Zivice sa Cast surového reakéného produktu (10,5 mg) rozpustila
vdichlérmetane (20 ml) a pridal sa BF; éterat (20 ul). Po 2,5 hodine mie$ania sa roztok
premyl nasytenym vodnym roztokom NaHCOj3 a roztokom NaCl a vysusil sa nad MgSO,.
Po filtracii a odstraneni rozpustadla sa zvySok vycistil preparativnou HPLC (Zorbax RX-8,
4 x 25 cm, 65 % MeCN/voda s 0,1% kyseliny trifluéroctovej), &im sa ziskala zlugenina II-
7a (2,34 mg) a zlugenina 1I-7b (1,34 mg). ZluCenina (lI-7a) mala nasledujuce viastnosti: 'H
NMR (CDCl3) 8 9,35 - 9,20 (m, 1H), 7,87 (d, J = 7,6, 1H), 7,62 (d, J = 7,0, 1H), 7,60 - 7,45
(m, 1H), 7,49 (dd, J=7,7,7,5, 1H), 7,40 (d, J = 8,1, 1H), 7,37 - 7,26 (m, 3H), 6,22 (s, 1H),
520 - 4,85 (m, 1H), 4,47 (s, 1H), 3,67 (d, J= 12,7, 1H) 3,52 (d, J = 11,8, 1H), 3,40 (d, J =
12,7, 1H), 3,38 (d, J = 11,8, 1H), 1,91 (s, 3H); MS m/z (M+H) vypocitané 409, zistené
409. Zlacenina II-7b mala nasledujlce viastnosti: 'H NMR (CDCl3) 89,68 - 9,22 (m, 1H),
7,82 (d, J=7,4, 1H), 7,60 - 7,40 (m, 3H), 7,37 - 7,27 (m, 3H), 7,21 (d, J = 8,1, 1H), 5,81
(s, 1H), 5,21 (s, 1H), 5,10 - 4,80 (m, 1H), 4,59 (d, J = 13,5, 1H), 4,38 (dd, J = 13,5, 5,3,
1H), 4,21 (d, J = 13,1, 1H), 3,82 (d, J = 13,2, 1H), 1,13 (s, 3H); MS m/z (M+H) vypoiitané
409, najdené 409.
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Priklad 5: Priprava zluceniny I1-5 (obrazok 8)

Do roztoku zluceniny 11-1 (8,1 mg) v THF (2 ml) sa pridal NBS (4,6 mg) a reakéna
zmes sa mie3ala cez noc. Pridal sa dal§i NBS (4,5 mg) a reakcna zmes sa mieSala 2,5
“hodiny. Nerozpustny material sa odfiltroval a filtrat sa' nakoncentroval na rotaénej'
odparke. Ziskany zvy$ok sa vygistil stipcovou chromatografiou (C-18, 65 % MeCN/voda
s 0,1% kyseliny trifluéroctovej). Prislusné frakcie sa neutralizovali NaHCO3, extrahovali do
dichlormetanu (3 x 20 ml) a vysusili nad MgSQ,. Po filtracii a odpareni rozptstadia sa
ziskala zlucenina -5 (5,1 mg) vo forme bieleho prasku, ktory mal nasledujtce
charakteristiky: 'H NMR (DMSO-dg) § 9,22 (d, J = 7.4, 1H), 8,67 (s, 1H), 8,14 (s, 1H), 7,86
(d, J=8,7,1H), 7,72 (d, J = 7,0, 1H), 7,63 (d, J = 7,8, 1H), 7,42 (dd, J = 7,5, 7,3, 1H),
7,35(dd, J=7,3,72,1H), 6,86 (d, J = 6,0, 1H), 5,63 - 5,58 (m, 1H), 4,94 (s, 2H), 4,54 (d,
J=3,1,1H), 2,30 - 2,14 (m, 1H), 2,00 -1,82 (m, 1H), 0,96 - 0,88 (m, 1H), 0,62 - 0,50 (m,
1H); MS m/z (M+H) vypocitané 457/9 (1:1), zistené 457/9 (1:1).

Priklad 6: Priprava intermediatu XV (obrazok 4)

Do roztoku VIII-A [A', A2 = H,, B', B2 = O, R® = R* = R% = R® = H)] (1,05 g) v DMF
(25 ml) sa pridal trietylamin (0,75 mi) a t-butyldimetylsilylchlorid (TBS-CI) (0,65 g). Po 3
hodinach mieSania sa reakcia ukoncila pridanim nasyteného vodného NaHCO3 a zmes sa
extrahovala do EtOAc. Organicka vrstva sa premyla vodou a sofankou a vysusila sa nad
MgSO.. Po filtracii a odpareni rozpustadla sa ziskany zvySok rozotrel s éterom, &im sa
ziskala zlucenina XV (848 mg). Extrakty sa odparili a zanechali zvy3ok, ktory sa vydistil
stipcovou chromatografiou (silikagél, 1 % EtOAc/CH,Cl,) a ziskal sa dal$i produkt (502
mg, kombinovany vytazok 94 %), ktorf/ mal nasledujice spektralne vlastnosti: '"H NMR
(DMSO-dg) 6 11,94 (s, 1H), 9,32 (d, J=17,6, 1H), 8,03 (d, J = 7,7, 1H), 7,64 (d, J = 7,2,
1H), 7,58 (d, J=8,1, 1H), 7,44 (dd, /= 7,7, 7,6, 1H), 7,39 (dd, /= 7,7, 7,6, 1H), 7,32 (d, J
=73, 1H), 7,25 (dd, J = 7,6, 7,3,1H), 5,00 (s, 2H), 4,14 (s, 2H), 0,99 (s, 9H), 0,46 (s, 6H);
MS m/z (M+H) vypocitaneé 425, zistené 425.

Priklad 7: Priprava zluCeniny lI-1 metdédou B (obrazok 7)

Roztok Cinidla Triton B v pyridine (0,45 M) sa pripravil rozpustenim 40 % roztoku
cinidla Triton B v metanole (10 ml) v pyridine (10 ml). Rozpustadlo sa odstranilo za

znizeneho tlaku (20 mm Hg) na konecny objem ~ 8 ml. Zvy$ok sa zriedil pyridinom na 50
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ml, prefiltroval a uloZil pod dusikom. Roztok latky XV (20,3 mg) v pyridine (2,0 ml) sa
vyplachol argénom a pridalo sa 300 ul &inidla Triton B (0,45 M v pyridine) a
dietoxybutyraldehyd (50 pl). Po 2 hodinach mieSania sa reakéna zmes extrahovala do
EtOAc, premyla sa 1 N vodnou HCI, sofankou a vysusila sa nad MgSO.. Po filtracii a
(I)dpareni rozpustadla sa adukt rozpustil v CH2Cl, (10 ml) a pridal sa BF3 éterat (10 pl). Po
2,0 hodinach mieSania sa roztok premyl nasytenym vodnym NaHCO,; a sofankou a
vysusil sa nad MgSQ,. Odstranenim rozpustadia na rotaénej odparke sa ziskal zvySok,
ktory sa vycistil preparativnou HPLC (Zorbax RX-8, 2,5 x 25 cm, 65% MeCN/voda s 0,1 %
kyseliny trifluéroctovej). Prislusné frakcie sa neutralizovali NaHCO3, extrahovali do
dichlormetanu (3 x 20 ml) a vysusili nad MgSO,. Po filtracii a odpareni rozpustadia sa
ziskala latka 1l-1 (11,8 mg, 65 % vytaZok), ktorej 'H NMR a MS spektra a HPLC retenény
Cas boli identické s materialom pripravenym a izolovanym metodou A opisanou v priklade
3-A.

Priklad 8: Priprava zli¢eniny II-9 (obrazok 8)

Do suspenzie brémovanej zluCeniny 11-5 (6,2 mg) v 1-propanole (4,0 ml) sa pridala
kyselina 3-aminofenylboritd (3,8 mg). Po 0,25 hodiny mieSania sa postupne pridal
Pd(OAc). (2,0 mg) PhsP (4,8 mg), Na,COj3 (2,8 mg) a voda (2,0 ml). Zmes sa zahrievala
na reflux 0,75 hodiny, ochladila sa, extrahovala do CH,Cl, a premyla sa vodou a
sofankou. Organicka vrstva sa vysu$ila nad MgSO, a rozpustadlo sa odstranilo na
rotacnej odparke, ¢im sa ziskal zvySok, ktory sa vycistil preparativnou HPLC (Zorbax RX-
8, 2,5 x 25 cm, 50 % MeCN/voda s 0,1 % kyseliny trifluéroctove;j). Prislusné frakcie sa
neutralizovali NaHCOg3, extrahovali do dichlérmetanu (3 x 20 ml) a vysusili nad MgSO,. Po
filtracii a odpareni rozpustadla sa ziskala zlugenina 11-9 (3,1 mg, 49 % vytaZok)
s nasledujlicimi spektralnymi charakteristikami: '"H NMR (DMSO-dg) 6 9,22 (d, J = 7,5,
1H), 8,66 (s, 1H), 8,00 - 7,25 (m, 8H), 7,12 (dd, J = 7,1, 7,0, 1H), 6,95 - 6,80 (m, 3H), 6,53
(d, J=6,0, 1H), 5,63 - 5,58 (m, 1H), 4,99 (s, 2H), 4,55 (s, 1H), 2,25 - 2,10 (m, 1H), 1,95 -
1,90 (m, 1H), 0,98 - 0,88 (m, 1H), 0,65 - 0,57 (m, 1H); MS m/z (M+H) vypogitané 470,

zistené 470.
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Priklad 9: Priprava zlu€eniny 1i-10 (obrazok 9)

Do roztoku zluceniny 11-1 (5,0 mg) v DMSO (1 ml) sa pridal NaCN (4,3 mg) a zmes
sa zahrievala na 145 °C 1 hodinu. Zmes sa ochladila, extrahovala do EtOAc a premyla
vodou (3 x 20 mI)‘ a sofankou. Organicka vrsfva sa vysusSila nad MgSO0s., p'refiltrovala a
odparila, ¢im sa ziskal zvySok, ktory sa vyistil preparativnou HPLC (Zorbax RX-8, 2,5 x
25 cm, 55% MeCN/voda s 0,1 % kyseliny trifluéroctovej). Prislusné frakcie sa
neutralizovali NaHCO3, extrahovali do dichlérmetanu (3 x 20 ml) a vysusili nad MgSO,. Po
filtracii a odpareni rozpustadla sa ziskala zlugenina 11-10 (2,7 mg, 50% wvytazok)
s nasledujucimi spektralnymi charakteristikami: 'H NMR (DMSO-dg) & 11,4 (s, 1H), 8,86
(d,J=7,9,1H),8,79(d, J=76, 1H), 7,90 (d J = 8,3, 1H), 7,62 - 7,55 (m, 2H), 7,49 (dd, J
=76,74,3H),740(dd, J=7,4,73 1H), 7,35 (dd, J=7,5, 7,4, 1H), 6,86 (d, J = 6,0, 1H),
6,03 (s, 1H), 5,40 - 5,30 (m, 1H), 2,25 - 2,14 (m, 1H), 2,03 -1,90 (m, 1H), 1,10 -0,98 (m,
1H), 0,82 - 0,77 (m, 1H).

Priklad 10: Priprava zluceniny lI-11 (metoda A, obrazok 6)

Podla metody A sa nechala reagovat Zivica (XHlla) (150,2 mg) s EtMgBr (1,0 ml) a
potom s etyl-2,5-dioxopentanoatom (Schmidt, et al, Synthesis, 1993, 809) (1,5 ml). Po
spracovani a odstiepeni od Zivice sa surovy reakcny produkt rozpustil v dichlérmetéane (20
ml) a pridal sa BF; éterat (20 ul). Po 2,5 hodine mieSania sa roztok premyl nasytenym
vodnym roztokom NaHCO; aroztokom NaCl a vysusil sa nad MgSO,. Po filtracii a
odstraneni rozpustadla sa zvySok vycistil preparativnou HPLC (Zorbax RX-8, 4 x 25 cm,
55% -75% gradient MeCN/voda s 0,1 % kyseliny trifluéroctovej), éim sa ziskala zliéenina
1-11 (6,4 mg), ktora mala nasledujice vlastnosti: 'H NMR (DMSO-dg) & 9,36 (d, J = 7,7,
1H), 8,68 (s, 1H), 8,00 (d, J =7,7, 1H), 7,83 (d, J = 8,3, 1H), 7,58 -7,15 (m, 5H), 6,97 (d, J
=5,9, 1H), 4,93 (s, 2H), 4,82 (s, 1H), 4,48 (q, J = 7,1, 2H), 2,42 -1,91 (m, 2H), 1,37 (t, 3H,
J=7,1),1,25-0,63 (m, 2H).

Priklad 11: Priprava zlG¢eniny lI-12

K roztoku ziuceniny II-11 (3,4 mg) v THF (2 ml) sa pridal 2 M roztok LiBH, (1,0 ml
v THF) a reakéna zmes sa mieSala 1,5 hodiny. Reakcia sa ukongila pridanim 1 N vodnej
HCI (4 ml). Po 20 minutach mieSaniach sa pridal 10% vodny roztok NaOH (15 ml) a zmes

sa extrahovala do dichlormetanu (3 x 10 ml). Po vysuSeni nad MgSO, sa zmes
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prefiltrovala a rozpustadlo sa odparilo, ¢im sa ziskala zligenina 1I-12 (0,32 mg), ktora
mala nasledujtice vlastnosti: 'H NMR (DMSO-dg) 89,35 (d, J= 7,7, 1H), 8,62 (s, 1H), 7,98
(d,J=77,1H),783(d, J=8,2, 1H), 7,75 (d, J = 8,2, 1H), 7,50 - 7,25 (m, 4H), 6,84 (d, J
=7,7,1H), 6,11 (s, 1H), 4,91 (s, 2H), 4,71 (s, 1H), 4,50 - 4,40 (m, 1H), 4,30 - 4,20 (m, 1H)
242 -1 ,'91 (m, 2H), 1,25 - 0,63 (m, 2H); MS m/z (M+H) vypocitané 409, zistené 409.

Priklad 12: ZvySenie aktivity ChAT miechy

ChAT je Specificky biochemicky marker pre funkéné cholinergické neurény.
Cholinergické neurdny predstavuji ddlezity cholinergicky vstup do hipokampalineho
utvaru, ¢uchoveho jadra, interpedunkularneho jadra, kortexu, amygdaly a ¢asti talamu. V
mieche su motorické neurény cholinergické neurony, ktoré obsahuju ChAT (Phelps, et al,,
J. Comp. Neurol., 1988, 273, 459-472). Aktivita ChAT sa pouzila na Stadium Gdinkov
neurotrofinov (napr. NGF alebo NT-3) na prezite a/alebo funkciu cholinergickych
neurdnov. Test ChAT sluzi aj ako indikacia regulacie hladin ChAT v cholinergickych

neurénoch.

Metody: Bunky miechy potkanich plodov sa disociovali a experimenty sa
uskutoénili podfa popisu (Smith, et al., J. Cell Bidlogy, 1985, 101, 1608-1621; Glicksman,
et al, J. Neurochem., 1993, 61, 210-221). Disociované bunky sa pripravili z miech
vypitvanych  z potkanov (embryonalny denn 14-15) $tandardnymi trypsinovymi
disociatnymi technikami (Smith et al., supra.). Bunky sa naplatnickovali pri 6 x 10°
buniek/cm? na poly-L-ornitinom pokrytych kultivaénych jamkach z plastového tkaniva v
bezsérovom médiu N2 doplnenom 0,05% albuminu hovédzieho séra (BSA) (Bottenstein,
et al., Proc. Natl. Acad. Sci. USA, 1979, 76, 514-517). Kultury sa inkubovali pri 37°C
v zvihCovanej atmosfére s 5 % CO2/95 % vzduchu pocéas 48 hodin. Aktivita ChAT sa
merala po 2 dioch in vitro pomocou modifikdcie Fonnumovho postupu (Fonnum,
Neurochem., 1975, 24, 407-409) podla McManaman, et al. and Glicksman, et al.
(McManaman, et al, Develop. Biol, 1988, 125 311-320; Glicksman, et al, J.

Neurochem., supra.).

Zluceniny vzorca |l opisané v prikladoch st uvedené v tabulke 2. Hodnoty pre R’,
R R°aR’suH;YjeOanje1.
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Tabulka 2

Zlicenina |A'A?  [B'B? R? R® R® R® Z m
I1-1 o H,H H H H H  |vazba |1
11-2 0 H.H Et H H H vizba |1
1-3 |0 H,H H H H Me vizba |1
11-4a @) H,H H H H Me vizba |2
I1-4b 0 H,H H H H Me viazba (2
11-5 o) H,H H Br H Me vizba |1
11-6 0 H,H H H [10-OMe [H vizba |1
ll-7a o) H,H H H H Me 0 1
11-7b 0 H.H H H H Me 0 1
-8 RH o) H H H H vazba |1
-9 0 HH H 3-NH;-Ph |H H vizba |1
11-10 0O 0] OH H H H vazba |1
11-11 o] H.H H H H CO,-Et |vézba |1
11-12 o |HH |H |H H cHz \vazba |

Priklad 13: pCDNA3-EE-MLK3, pcDNA3-EE-MLK3 (K144R)

MLK3 bola klonovana podla popisu (Lee, et al., Oncogene, 1993, 8, 3403-3410;
Ezoe, et al, Oncogene, 1994, 9, 935-938). c¢cDNA bola pripravena z 200 ng
polyadenylovanej melanocytovej mRNA a 5 % reakénej zmesi sa pouzilo ako Sabléna na
amplifikaciu repertoaru PTK cDNA pomocou zmesi dvoch alebo Styroch vysoko
degenerovanych oligonukleotidovych primérov odvodenych od konsenzualnych sekvencii
konzervovanych subdomén VIb a IX znamych PTK: PTK1, 5-CGGATCCACMGIGAYYT-
3' (sekvencia €. 1); PTK2, 5- GGAATTCCAWAGGACCASACRTC-3' (sekvencia €. 2),
PTK3, 5-CGGATCCRTICAYMGIGAYYTIGCIGCIMGIAA-3' (sekvencia €. 3); PTK4, 5'-
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GGAATTIAYIGGAWAIGWCCAIACRTCISW-3' (sekvencia &. 4). Uskutoénilo sa Styridsat
cyklov. PCR pomocou Tag DNA polymerazy (AmpliTaq; Perkin-Elmer/Cetus) a

automatizovaného DNA termalneho cyklovaga, pri¢om kazdy cyklus pozostaval zo 40 s

pri 94°C, 2 min pri 37°C a 3 min pri 63°C. Produkty 6smich PCR sa skombinovali, pridala . -~

sa DNA polymeraza (Klenow), $tiepili sa pomocou BamH1 plus EcoR1 a podrobili sa
elektroforéze v 5% polyakrylamidovom géle. Vyfarbovanim etidium bromidom sa
identifikoval dominantny 200-230 bp pas, ktory sa vyrezal, eluoval a klonoval do
M13mp18. V jednom experimente sa ¢ast cDNA amplifikovanej pomocou PCR nestiepila,
ale namiesto toho sa klonovala surova do M13mp18 stiepeného pomocou Smal.

Nukleotidové sekvencie sa urcili pomocou metddy sekvencovania ukonéenia retazca.

Jedna cDNA, identifikovana ako PTK1, sa pouzila ako sonda na skrining kniznic
cDNA Tudského melanému a melanocytu. Klon oznageny ako PTK1-3.2 obsahoval cely
otvoreny Citaci ramec 2541 nt koduijlci protein s 847 aminokyselinami. Tato cDNA bola
strihana pomocou Nco1, bluntovana pomocou DNA polymerazy (Klenow), znova strihana
pomocou EcoR1 a ligovana do vektora pCDNA3-EE, strihana pomocou BamH1,
bluntovana a potom strihana pomocou EcoR1. Vektor pCDNA3-EE bol skonstruovany tak,
ze do miesta Hindlll/BamH1 sa inzeroval oligo, ktory kéduje $tartovy kodon nasledovany
EE epitopom, MEEEEYMPME (sekvencia &. 5) (Grussenmeyer, et al., Proc. Natl. Acad.
Sci. USA, 1985, 82, 7952-7954). Kinazovo mitva verzia MLK3 bola pripravena mutaciou
K144R pomocou PCR s pouZitim uz publikovanej techniky (Chen, et al,, Biotechniques,
1994, 17, 657-659). Prvy, mutagénny oligo bol 5-GTGGCTGTGCGGGCAGCTCGCCAG-
3' (sekvencia €. 6) a druhy oligo bol 5-GAGACCCTGGATCTCGCGCTT-3' (sekvencia ¢.
7). Pri pouziti MLK3 ako $ablény sa tieto oligo pouzili v PCR na generovanie fragmentu
806 bp a pouzili sa v druhej PCR s pouzitim priméra T7 ako druhého ampliméru a MLK3
ako Sablony na generovanie fragmentu 1285 bp. Fragment sa oddelil elektroforézou na
agarézovom géle, izoloval, naklonoval do pGEM-5 (Promega) a sekvencoval. Fragment
sa excidoval pomocou Hindlll a Hpal a inzeroval sa do pCDNA3-EE-MLK3 strihanej
pomocou Hindlil a Hpal. Dal$ia bodova mutacia sa zistila pri nukleotide 1342, Aby sa
korigovala, PfIM1 fragment (nt 1093-1418) sa excidoval z MLK3 prirodného typu a pouzil
sa na nahradu totozného fragmentu v K144R mutovanej MLK3.
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Priklad 14: pFB-FLAG-MLK3

Aby sa ziskal protein MLK3, cDNA bola klonovana do baculovirusového
expresneho vektora pFB-FLAG. MLK3 bola excidovana z PTK1-3.2 §tiepenim pomocou
Ncoi, bluntovana pomocou DNA polymerazy (Klenow),lznové strihana pomocou Not1 a
ligovana do pFB-FLAG Stiepenej pomocou Stu1 a Not1. pFB-FLAG je odvodena od pFB
(Life Technologies) a ma kédovaciu sekvenciu pre FLAG epitop (Hopp, et al,
Biotechnology, 1988, 6, 1205-1210) so Startovym kodénom, MDYKDDDDK (sekvencia &.

8), pridanym do polylinkera v mieste BamH1.

Priklad 15: pFB-GST-MLK3(KD)

Baculovirusova expresia kinazovej domény MLK3 sa dosiahla exciziou MLK3
fragmentu z pGEXKG-MLK3(KD) pomocou EcoR1 a Xho1 a ligovanim do pFB vektoru
strihaného pomocou EcoR1 aXho1; v ktorom sa kédujuca sekvencia pre glutation S-
transferazu (GST) klonovala upstream. Toto sa dosiahlo ziskanim sekvencie kddujuce;j
GST a polylinkera z pGEXKG vektora pomocou PCR s pouzitim vektora ako $ablony
(Guan, et al., Anal. Bioch., 1991, 192, 262-267). 5' oligo pre PCR vytvoril Bgl2 restrikéné
miesto na konci §' fragmentu. Tento izolovany fragment sa potom Stiepil pomocou Bgl2 a
HinD3 a ligoval sa do pFB Stiepenej pomocou BamH1 a HinD3.

Priklad 16: pGEXKG-MLK3(KD)

Fragment cDNA, ktory obsahoval MLK3 kinazovi doménu aj ¢ast leucinového
zipsu (nt 736-1791), sa ziskal pomocou PCR s pouzZitim cDNA z PTK1. lzolovany
fragment bol Stiepeny restrikCnymi enzymami EcoR1 a Xho1, miestami obsiahnutymi v
PCR oligo a klonovany do pGEX-KG stiepenej pomocou EcoR1 a Xho1. Tento fragment v
pGEX-KG sa potom skratil pomocou PCR tak, aby obsahoval len kinazov(i doménu (nt
736-1638).

Priklad 17: pKH3-MLK2, pKH3-MLK2(KA)

MLK2 bola kionovana pomocou degenerovanej PCR (Dorow, et al, Eur. J.
Biochem., 1993, 273, 701-710; Dorow, et al., Eur. J. Biochem., 1995, 234, 492-500).
Segmenty cDNA kddujucich katalytické subdomény proteinkinaz exprimované v epitelovej

nadorovej bunkovej linii Colo 16 sa amplifikovali z RNA reverznou transkriptazovou PCR.
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Degenerované PCR priméry boli zaloZzené na sekvenciach kodujucich konzervované
motivy v subdoménach Vib a VI katalytickych domén kinazy rodiny receptora
epidermalneho rastového faktora. Sekvencie primérov boli nasledovné: priamy primér, 5'-
CGGATCCGTG(A)CACC(A)GT(CG)G(A)ACC(T)T-3' (sekvencia &. 9), reverzny primér, 5'-
GGAATTCACCA(G)TAA(G)CTCCAG(C)ACATC-B’ (sekvencia ¢. 10).

Niekoflko produktov PCR bolo klonovanych do M13 a sekvencovanych pomocou
sekvenéneho kitu T7 Super-Base (Bresatec). Jeden 216-bp produkt PCR sa pouZzil ako
sonda na skrining kniznice cDNA Agt11 ludského ¢&reva (Clontech, kataldgové &.
HL10346)). Fragment sa oznadil ndhodnym primingom, hybridizacia sa uskutoénila pri
65°C a filtre sa premyli na stringenciu 0,2 X NaCl/citrat (150 mM chlorid sodny, 15 mM
citrat sodny, pH 7,0) a 0,5 % SDS pri 65°C. Filtre sa autoradiografovali 16 hodin pri -70°C
na film Kodak XAR-5. Izolovali sa $tyri klony a najdlhsi, 1,2 kb, sa pouzil na resondovanie
tej istej kniznice pri tych istych podmienkach. Vybrali sa Styri dalSie klony a jeden z tychto
klonov predstavoval 1034 bp fragment MLK2. Tento klon sa pouzil na sondovanie
kniznice Agt10 fudského mozgu. Skrinovalo sa priblizne 500 000 klonov a izoloval sa

jeden 3454 bp klon predstavujtci cely kodovaci region MLK2.

MLK2 bola klonovana z chvosta ATG do polyA, do vektora pKH3 medzi miestami
BamH1 a EcoR1 v dvoch krokoch a uprostred sekvencie MLK2 je miesto BamH1. Vektor
PKH3 bol skonstruovany inzerciou troch képii privesku epitopu HA s nasledujicim
miestom BamH1 medzi miestami Xba1 a EcoR1 pRK7 polylinkera. Aby sa pripravila
mutagenizovana verzia, K125A, MLK2 5' BamH1 fragment sa klonoval do Promega pAlter
vektora a mutoval sa podla odpori¢ania vyrobcu. Fragment sa potom klonoval spat’ do
MLK2 pKH3 vektora.

Priklad 18: pcDNA3-HA-JNK1

JNK1 cDNA sa ziskala podla popisu (Coso, et al, Cell, 1995, 81, 1137-11486).
cDNA sa ziskala pomocou PCR pouzitim ¢cDNA [udského kostrového svalu (Invitrogen)
ako Sablony a klonovala sa do Bgl2 / Sal1 miest pcDNA3-HA, modifikovaného pcDNA3
expresneho plazmidu kodujuceho HA epitop (Wilson, et al., Cell, 1984, 37, 767-778). Ta
sa potom excidovala z pcDNA3, vratane HA epitopu, a ligovala do pGEX-4T3
(Pharmacia). JNK1 cDNA sa excidovala z konstruktu pGEX-4T3 ako Bgl2 / Sal1 fragment
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a ligovala sa do pcDNA3-HA, vektoru s HA epitopom pridanym do miesta HinD3/BamH1 v
pcDNAS.

Priklad 19: pFLAG-DLK

DLK sa klonovala do expresného vektora pcDNA3 s FLAG epitopom pridanym |
podla popisu (Holzman, et al., J. Biol. Chem., 1994, 269, 30808-30817). Fragment cDNA
pre DLK sa izoloval klonovanim pomocou PCR na baze degenerovaného oligonukleotidu.
Celkova RNA bola extrahovana z embryonalnych obliciek dha 13,5 (32 organov) a
embryonalnych obli¢iek dina 17,5 (16 organov) pomocou komeréne pripraveného
fenol/guanidin izotiokyanatového ¢inidla podla navodu vyrobcu (TRlzol Reagent, Life
Technologies, Inc.). Po stiepeni pomocou DNazy | neobsahujicej RNazu sa celkova RNA
reverzne transkribovala s RNazovou H-reverznou transkriptazou (Superscript, Life
Technologies, Inc.) z oligo(dT) syntetického oligonukleotidového priméra na
jednovlaknovi cDNA. Degenerované oligonukleotidové priméry zodpovedajlce protein
tyrozinkinazovym katalytickym subdoménam VIb a IX, ktoré pévodne oznacil Wilks (Wilks,
Proc Natl Acad Sci USA., 1989, 86, 1603-1607) sa modifikovali na 5' EcoRlI, resp. Hindlll
miesta (5'-ATAATTC(GT)GC(TAGC)GCCA(GA)GTC(TAGC)CGGTG-3' (sekvencia €. 11),
5-ATAAGCTTCC(TC)(AG)T(GC)AAGTGGA(TC)(GC)GC(AGC)CC(CT)GA-3") (sekvencia
&. 12). Styridsat cyklov PCR sa uskutoénilo poéas 1,5 min pri 94 °C, 2 min pri 37 °C a 3
min pri 63 °C. Pridali sa Cerstve €inidla a uskutocnilo sa dalSich 40 cyklov pred koneénym
10-minatovym prediZenim pri 72 °C. Ziskany 200-210-bp produkt amplifikacie DNA sa
gélovo izoloval, subklonoval do pripraveného plazmidu pGEM7zf(+) (Promega) a
transformoval do Escherichia coli. Miniprep plazmidovda DNA sa pripravila z
transformovanych baktérii a €ast sa Stiepila reStrikénymi endonukledazami EcoRI a Hindll;

klony obsahujuce inzerty sa sekvencovali.

195-bp DLK cDNA fragment ziskany z degenerovanej PCR sa radioaktivne oznadil
a pouzil na skrining priblizne 1 x 10° rekombinantov Uni-ZAP II (Stratagene, La Jolla, CA),
kniznicu cDNA mozgu dospelej mysi primovani pomocou oligo(dT) (Holzman, et al., Mo/
Cell Biol, 1990, 10, 5830-5838). Filtre sa hybridizovali v timivom roztoku pozostavajucom
z 50 % formamidu, 5 x SSC, 3 x Denhardtov roztok, 0.25 % SDS, 1 mg/ml kyseliny
polyadenylovej a 200 mg/ml DNA z milieCu lososa pri 42 °C. Filtre sa premyli raz pri
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teplote miestnosti v 2 x SSC, 0,2 % SDS a dvakrat 30 min pri 65 °C. ldentifikovalo sa
dvadsatpat jedineénych klonov; 10 klonov sa vycistiio do homogénnosti, in vivo
excidovalo podfa protokolu vyrobcu a restrikéne zmapovalo. Dva najdlihSie klony (3401 a
3397 bp, liSiace sa len na koncoch §') sa sekvencovali pozdiz oboch viaken po celej
dizke.

Fragment cDNA Notl-Xhol DLK (3401 bp) sa subklonoval do pcDNA3
eukaryotického expresného vektora na baze cytomegalovirusového promotora
(Invitrogen, San Diego, CA) (konStrukt oznadeny ako pcDNA3-DLK). Dalej sa vyrobil
konstrukt oznaceny pomocou NHs-Met FLAG epitopu (DYKDDDDK) (sekvencia €. 13)
(PFLAG-DLK). PCR sa pouzila na amplifikaciu fragmentov cDNA, ktoré kodovali miesto &'
Hindlll, DLK Kozakovu konsenzualnu sekvenciu obsahujucu iniciaény ATG, FLAG epitop
a DLK cDNA sekvenciu otvoreného &itacieho ramca od nukleotidu 88 po interné EcoRI
miesto pri nukleotide 758. (Syntetické oligonukleotidy Cistené pomocou HPLC pouzite v
ekvimolarnych mnozstvach: 5'-
ATAAAGCTTCCAGAGGCCATGGACTACAAGGACGACGATGAC
AAGGCCTGCCTCCATGAAACCCGAACA-3' (sekvencia €. 14) pre- FLAG konStruktovy
sense primér a 5-GACAGGGCGGCCGGCTCT-3' (sekvencia & 15) pre antisense
primér.) Gélovo Cistené amplifikované fragmenty Stiepené pomocou Hindill a EcoRI sa
subklonovali do Hindlll-EcoRI do pripraveneého pcDNA3-DLK plazmidu. Konstrukty sa
sekvencovali pozdiz oboch vlaken, aby sa zabezpeéila vernost Taq polymerazy a

udrzanie ¢itacieho ramca.

Priklad 20: pcDNA3-MLK1

 Cast 5' z MLK1 sa ziskala z databazy EST (akcesné ¢. AA160611). Tento klon bol
faziou medzi MLK1 a dalSou cDNA neznamej totoZnosti. Obsahovala doposial
nepublikovanu 5' sekvenciu MLK1 spolu s €astou uz publikovanej kinazovej domény
MLK1 (Dorow, et al., Eur. J. Biochem., 1993, 273, 701-710). MLK1 cDNA sekvencia z
klonu EST je nasledovna:
GAATTCGGCACGAGAGGACTCGCAGGTGTCCGGCGACGAG
GGCTGGTGGACCGGGCAGCTGAACCAGCGGGTGGGCATCTTCCCCAGCAA
CTACGTGACCCCGCGCAGCGCCTTCTCCAGCCGCTGCCAGCCCGGCGGCG
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AGGACCCCAGTTGCTACCCGCCCATTCAGTTGTTAGAAATTGATTTTGCG
GAGCTCACCTTGGAAGAGATTATTGGCATCGGGGGCTTTGGGAAGGTCTA
TCGTGCTTTCTGGATAGGGGATGAGGTTGCTGTGAAAGCAGCTCGCCACG
ACCCTGATGAGGACATCAGCCAGACCATAGAGAATGTTCGCCAAGAGGCC
AAGCTCTTCGCCATGCTGAAGCACCCCAACATCATTGCCCTAAGAGGGGT
ATGTCTGAAGGAGCCCAACCTCTGCTTGGTCATGGAGTTTGCTCGTGGAG
GACCTTTGAATAGAGTGTTATCTGGGAAAAGGATTCCCCCAGACATCCTG
GTGAATTGGGCTGTGCAGATTGCCAGAGGGATGAACTACTTACATGATGAGGCAATT
GTTCCCATCATCCACCGCGACCTTAAGTCCAGCAAC (sekvencia €. 16). Z tejto
translaciou vznika: NSAREDSQVS GDEGWWTGQL NQRVGIFPSN YVTPRSAFSS
RCQPGGEDPS CYPPIQLLEI DFAELTLEEI IGIGGFGKVY RAFWIGDEVA
VKAARHDPDE  DISQTIENVR  QEAKLFAMLK  HPNIALRGV  CLKEPNLCLV
MEFARGGPLN RVLSGKPJPP DILVNWAVQlI ARGMNYLHDE AIVPIIHRDL KSSN

(sekvencia €. 17).

3' ¢ast MLK1 bola najprv klonovana degenerovanou PCR podfa publikovaneho
postupu (Dorow, et al., Eur. J. Biochem., 1993, 213, 701-710). Protokol na klonovanie 3'
gasti MLK1 bol rovnaky ako pre MLK2 s nasledujicimi vynimkami. Zo Styroch klonov
ziskanych z reskriningu kniZnice s 1,2 kb klonom tri predstavovali MLK1. Ziadny z klonov

neobsahoval celu kindzovli doménu, ktora sa ziskala pomocou PCR.

Fagy z 1 ul alikvétov amplifikovanych kniznic (cDNA bunkovych linii normaineho
epitelu fudského éreva a karcinomu fudského creva T84 v A Uni-ZAPXR (Stratagene,
katalégové &. 937204) sa lyzovali suspendovanim v 20 ul vody a okamzitym zmrazenim.
5 ul vzorka lyzovaného fagu sa pouzila ako $abléna PCR v dvoch reakciach pre kazdu
kniznicu. Priméry predstavujuce vektory sa vzali z nukleotidovych sekvencii susediacich s
miestami klonovania. V pripade kniZnice buniek ¢revnej T84 sa pouZzili sekvencné primery
T3 a T7 (Promega). V kaZzdej reakcii bol jeden primér z 3' - 5' vidkna génu MLK1, priblizne
100 bp od 5 konca znamej sekvencie. Druhy primér bol jednym z dvoch vektorovych
primérov. Reakéné zmesi PCR obsahovali 1 X PCR timivy roztok, 2,5 mM chloridu
horeénatého, 1 U Taqg polymerazy (vietko od Bresatec), 0,2 mM dNTP a 0,4 mM kazdého
priméru v celkovom objeme 50 ul. Reakéné podmienky boli 60s pri 95 °C, 90s pri 52 °C,
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90s pri 72 °C podas 30 cyklov s 15 min predizenim v poslednom cykle. Produkty PCR boli
klonované a sekvencované podla vysSie uvedeného popisu. Najdih§i klon zo skriningu
kniznice a fragment PCR, ktory obsahoval dalSiu sekvenciu MLK1, sa spolu ligovali, ¢im
sa vytvorila 1,08 kb MLK1 cDNA v pUC18.

Klon MLK1 z databazy EST bol poskytnuty vo vektore pBluescript (Stratagene).
MLK1 cDNA z kniznice Creva bola ligovana do EST klonu stiepenim s EcoRl, bluntovana
pomocou Klenow a potom strihana s Aflll. Tento izolovany fragment bol klonovany do
MLK1 cDNA z databazy EST strihanej pomocou Xhol, bluntovany pomocou Klenow a
strihany pomocou Aflll. Tento novy konStrukt bol potom excidovany z pBluescript
Stiepenim s Not1 a Apa1l a ligovany do pcDNA3-EE tiez strihanej s Not1 a Apa1. VSetky

klonovacie pripojenia boli sekvenéne overené.

Priklad 21: Expresia GST-MLKSKD pomocou E. coli

pGEXKG-MLK3(KD) bola transformovana do kmena E. coli BL21 elektroporaciou.
Baktérie obsahujice plazmid boli naockované do 15 litrového fermentora Applikon v 10
litrovom objeme nasledujuceho bohatého média: 1,95 g/l K;HPO,, 0,9 g/l KH,POy4, 0,1 g/l
ampicilinu, 0,3 g/l (NH4)2S0s4, 0,92 g/l MgS0,4.7H,0, 42,7 mgl/l Na citratu, 21,8 mg/l
FeS0,4.7H20, 0,5 ml stopovych kovov Pichia (Higgins, et al., Methods Molecular Biology,
1998, 103, 149-177), 20 g/l casaminokyselin, 40 g/l glycerolu, 25,5 mg/l CaCl,. Baktérie
sa kultivovali cez noc pri 800 ot/min/68 % rozpusteného kyslika/30 °C, kym kulttra
dosiahla ODggo = 4,4. Produkcia rekombinantného proteinu bola indukovana pridanim 1
mM izopropyl-B-D-tiogalaktozidu s pokracujicou fermentaciou pri 25 °C az do 6 hodin.
Baktérie sa potom oddelili centrifugovanim a bunkova pasta sa ulozila zmrazena pri -
20 °C az do vycistenia.

Priklad 22: Cistenie bakterialnej GST-MLK3yp

Ciastone vyCistena GST-MLK3yp bola pripravena sonikaciou 100 g bakteriainej
bunkovej pasty v 100 mM Tris-HCI, 150 mM NaCl, 1 mM EDTA, 5 mM ditiotreitolu (DTT),
pH 7,5 (timivy roztok A). Roztok sa upravil na 1 % pomocou Triton X-100 a mieSal sa na
fade 1 hodinu. Supernatant sa po 45 minutach centrifugovania pri 20 000 x g miesal 1
hodinu na fade s 10 ml Zivice glutation Sepharose 4B (Pharmacia) ekvilibrovane;j

v timivom roztoku A. Peletovana zivica sa premyla dvakrat s 12,5 objemami timivého
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roztoku A a potom sa eluovala s 20 ml 100 mM Tris-HCI, 150 mM NaCl, 5 mM DTT
(timivy roztok B) s obsahom 20 mM glutatiénu, pH 7,5. Protein bol dialyzovany cez noc
oproti timivému roztoku B a uloZeny v alikvétoch pri—80 °C.
Priklad 23: Baculoviralna exprésia FLAG-MLK3 a GST-MLKBKD

Rekombinantné baculovirusy exprimujuce FLAG-MLK3 a GST-MLK3kp boli
produkované zo svojich prisludnych transferovych vektorov, pFB-FLAG-MLK3 a pFB-
GST-MLK3kp pomocou BAC-TO-BAC systému (Life Technologies) podfa navodu na
pouzitie. Suspenzné kultl’iry buniek Sf21 (Vaughn, et al., In Vitro, 1977, 13, 213-217) sa
kultivovali pri 27 °C/120 ot./min v doplnenom Graceho médiu (Hink, Nature, 1970, 226,
466-467) s 10 % teplom inaktivovaného fetalneho hovadzieho séra (FBS). Aby sa
pripravila rekombinantnd FLAG-MLK3, bunky Sf21 s hustotou 1,5 x 10° buniek/ml
doplneného Graceho média obsahujuceho 5 % FBS sa infikovali s multiplicitou infekcie
(MOI) 3,1 aoddelili sa 39 hodin po infekcii. Aby sa pripravila rekombinantna GST-
MLK3xp, bunky Sf21 s hustotou 1,5 x 10° buniek/mi dopineného Graceho média
obsahujiceho 5 % FBS sa infikovali s MOl 2 a oddelili sa 41 hodin po infekcii. V oboch
pripadoch sa peletované bunky resuspendovali v timivom roztoku pozostavajicom z 10
mM HEPES, 50 mM NaCl, 0,5 mM Pefabloc SC, 5 uM pepstatinu, 10 ug/ml aprotininu, 10
ug/ml leupeptinu, pH 7,4. Supernatant sa po 1 hodine centrifugovania pri 147 000 x g

adjustoval na pH 7,4 pomocou 3 M Tris bazy a potom sa ulozil pri =70 °C pred vycistenim.

Priklad 24: Cistenie baculoviralnej GST-MLK3xp

Ciastocne vygistena baculovirdina GST-MLK3kp bola pripravena glutationovou
afinitnou chromatografiou. Na 10 ml bunkového extraktu (26,6 mg celkového proteinu) sa
pridal 1 ml Zivice glutation Sepharose 4B (Pharmacia) ekvilibrovanej v 10 mM HEPES,.
150 mM NaCl, pH 7,4 (timivy roztok C) a protein sa nechal viazat 45 min pri 4 °C. Zivica
sa potom premyla v stipcovej forme 30 objemami stipca timivého roztoku C a potom sa
eluovala 5 objemami stipca tlmivého roztoku C obsahujiceho 20 mM glutation.
Kombinovany konecny produkt bol dialyzovany cez noc oproti timivému roztoku C

a uloZeny v alikvotoch pri -70°C.
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Priklad 25: Cistenie baculoviralnej FLAG-MLK3

Ciastoéne vycistena baculoviralna FLAG-MLK3 bola pripravena protilatkovou
aﬁnitnou chromatografiou. Protein z15 ml extraktu (19.5 mg celkového proteinu)
s dodatoénym 0,1 M NaCl sa naviazal na 0,25 ml stipéc M2 monoklonalnej protilatky
FLAG peptidu naviazanej na agarézovu zivicu (Sigma) opakovanym nanasanim (celkovo
tri razy). Zivica sa ekvilibrovala 5 objemami stipca 50 mM Tris-HCI, 150 mM NaCl, pH 7,4
(TBS), 3 objemami stipca 0,1 M glycinu, pH 3,5 a dal$imi 5 objemami stipca TBS pred
chromatografiou. Rekombinantny protein bol primarne eluovany 5 objemami stipca 0,2
mM FLAG peptidu (N-Asp-Tyr-Lys-Asp-Asp-Asp-Asp-Lys-C) (sekvencia ¢. 18) v TBS.

Protein sa ulozil v alikvétoch pri =80 °C az do testu.

Priklad 26: Dominantny negativny mutant: Dominantny negativny mutant rodiny MLK
blokuje smrt v diferencovanych bunkach PC12 po odstraneni nervového rastového

faktora

Bunkova linia PC-12 odvodena z potkanieho pheochromocytémového nadoru sa
iroko pouZivala ako model neurénovej bunky na skimanie molekulovych udalosti
veducich k neurénovej smrti (prehfadny ¢lanok: Troy, et al., Adv. Neurology, 1997, 103-
111). Nervovy rastovy faktor (NGF) indukuje diferencovanie buniek PC-12 na sympaticky
neurénovy fenotyp (Greene, Cell Biol., 1978, 78, 747-755). NGF diferencovane bunky PC-
12 si zavislé od NGF vsuvislosti s preiitim a podliehaju morfologicky popisane]
apoptotickej smrti pri odstraneni NGF z kultivaéného média. Bol vyvinuty bunkovy systém
na uréenie efektu élenov kinazovej rodiny zmieSaného rodu na smrt buniek PC-12 po
vysadeni NGF. Bunky PC-12 sa transfikovali s cDNA kédujicou dominantny negativny
(DN) mutant MLK-3 pomocou Pfx lipid transferového systému podfa odporucania vyrobcu
(Invitrogeh, Carisbad, CA). Stabilnd zasoba DN-MLK-3 exprimujucich transfektant bola
vybrana pomocou G418 sulfatu (Mediatech Inc., Herndon, VA). Priblizne 30 % buniek
v tychto zasobach exprimuje DN MLK3 podfa uréenia imunohistochémiou. Zasoby buniek
stabilne exprimujucich mutantnt kindzu boli naplatnickované na polyornitinom/lamininom
(po 10 pg/ml vo fosfatom timenom fyziologickom roztoku) pokryté bunkovo-kultivacné 96-
jamkové platnicky s hustotou 2 x 10* buniek/jamku a pdsobilo sa na ne 100 ng/ml NGF
po&as 7 dni. Médium obsahujice NGF sa odstranilo, bunkova monovrstva sa premyla

fosfatom timenym fyziologickym roztokom a médium sa nahradilo médiom obsahujtcim
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neutralizujucu NGF protilatku (kat. €. N6655; Sigma, St. Louis, MO) s koneénym
zriedenim 1:1000 na 1-5 dni. Zivotaschopnost buniek sa kvantifikovala testom
Zivotaschopnosti buniek pomocou konverzie tetrazoliovej soli MTS na farebny formazan,
ktory sa odgital pri absorbancii 570 nm na pri§troji CytoFluor '2350 (Millipore, Bedford,
MA) podra odportcani vyrobcu (Promega, Madison, WI). Stabilné zasoby exprimujuce
DN-MLK-3 sa CiastoCne zachranili pred smrfou buniek spdsobenou vysadenim NGF
(obrazok 10).

Priklad 27: Test enzymatickej aktivity rekombinantného proteinu MLK

Aby sa uk&zalo, Ze protein MLK exprimovany bud v baculovirusovom alebo
bakterialnom expresnom systéme je enzymaticky aktivny, mozno pouZit niekolko foriem
testov. Protein MLK méZe byt konstruktom plnej diiky alebo kinazovou doménou
exprimovanou bud' v baculovirusovom alebo bakterialnom expresnom systéme. Test
méZe byt na baze protilatok, napriklad enzyme-linked immunosorbentﬁassay (ELISA),
Casovo rozlisena fluorescencia (TRF — time-resolved fluorescence) alebo fluorescenéna
polarizacia (FP). Protilatka méze byt monokionalna alebo polyklonaina s reaktivitou vogi
fosfoserinu, fosfotreoninu alebo fosfo-§pecifickému substratu. Alternativne mozno pouzit
metddu nie na baze prdtilétok, napriklad test na baze radioaktivneho gélu (pozrite
obrazok 11), multiscreen testu zraZanim kyselinou trichléroctovou (TCA) (obrazok 13),
scintilanym proximitnym testom (SPA — scintillation proximity assay), flashplate metodou
alebo testom fosfocelulézového filtra (obrazok 13). Test méze byt postaveny na
monitoringu priamej fosforylacie substratu, alebo moéze byt kombinovanym testom
vyuZzivajlcim downstream kinazy v signalizaénej drahe. Substratom moze byt' Specificky
substrat, napriklad SEK-1, alebo relativne ne$pecificky substrat, napriklad myelinovy
bazicky protein (MBP).

Priklad 28: Kinazové testy:

(1)  Kinazovy test na baze radioaktivneho gélu

Kinazova aktivita MLK-3 bola testovana monitoringom zabudovania 3P z [y-32P}-
ATP do substratu MLK (napr. kinazovo mitva SEK-1; myelinovy bazicky protein). 50-ul
testova zmes obsahovala timivy roztok A (20 mM MOPS, 'pH 7,2, 25 mM B-glycerol
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fosfatu, 5 mM EGTA, 1 mM ortovanadiCnanu sodného, 1 mM ditiotreitolu), 15 mM MgCl,,
100 uM ATP, 10 uCi [y-**P]-ATP a 0,1 pg kinazovo mitveho SEK-1 substratu (Stressgen,
Inc; viazana glutation S-transferaza-SEK-1 (GST-SEK-1) bola uvolnena z glutation-
agarézovych granul s 1,0 mM glutatilénom, pH 8,0) al.ebo 25 ug MBP ('Sigma Chemical
Co.). Reakcia sa iniciovala pridanim MLK proteinu (kinazova domena alebo pripravok
obsahujuci cely protein aj kindzovi doménu) alebo kontrolného proteinu.. Zmes sa
inkubovala 30 minut pri 30 °C. Na konci reakcie sa pridal 2 x redukény vzorkovy timivy
roztok. Zmes sa varila 5 mintt, naniesla sa na bud 12 % SDS-PAGE gél (s pouzitim MBP
ako substratu) alebo 8 % gél (SEK-1 ako substrat). Po elektroforéze sa gél vysusil.
Kvantifikacia zabudovania fosfatu do substratu, SEK-1, sa uskuto&nila pomocou pristroja
Molecular Dynamics Phosphorimager (Sunnyvale, CA). Vysledky experimentov urCenych
na preukazanie enzymatickych aktivit baculovirusom exprimovanej MLK-3 (FLAG-
znageny protein pinej dizky alebo GST-znagena kinazova doména) pomocou kindzovo
mitvej GST-SEK-1 alebo MBP ako substratu st uvedené na obrazkoch 11A a 11B.

(2)  Western Blot analyza

Kinazova aktivita baculovirusom exprimovanej MLK-3 sa skumala immunoblot
analyzou. 20-ul testovacia zmes obsahovala timivy roztok A, 15 mM MgCl;, 100 uM ATP
a 0,1 pg kinazovo mitveho SEK-1 substratu. Reakcia sa nechala prebiehat 30 minut pri
30°C, potom sa ukonéila pridanim 10 ul 4 x redukéného vzorkového timivého roztoku.
Proteiny sa oddelili na 8 % Tris-glycinovom géle a elektroforeticky preniesli na membranu
Immobilon PVDF. Membrana sa inkubovala fosfo-§pecifickou SEK-1 (Thr223) protilatkou
(New England Biolabs, Inc.) nasledovanou chrenovou preoxidazou oznacenym kozim
anti-krali¢im 1gG (Bio-Rad). Detekcia imunoreaktivnych pasov sa uskutocnila pomocou
zosilnenej chemiluminiscencie (Amersham). Fosforylacia kindzovo mitvej GST-SEK-1
pomocou proteinu FLAG-MLK-3 (baculovirusovy pripravok obsahujuci protein pinej dizky

aj kinazovi doménu) je ilustrovana na obrazku 12.

(3)  Multiscreen test zrazanim kyselinou trichiéroctovou (TCA)

Kinazova aktivita bakteridine exprimovanej GST-MLK-3 kinazovej domény sa
vyhodnotila pomocou Millipore Multiscreen testu kyselinou trichléroctovou (TCA) ,in-plate”

podfa popisu Pitt, et al., J. Biomol. Screening, 1996, 1, 47-51). Testy sa uskutocCnili v 96-
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jamkovych platni€kach Multiscreen Durapore (Millipore). Kazda 50-ul testova zmes
obsahovala 20 mM Hepes, pH 7,4, 20 mM MgCl;, 20 mM MnCl;, 2 mM DTT, 0,1-mM
NasVOs, 1 uCi [y-P¥] ATP a 30 pg MBP substratu. Reakcia sa iniciovala pridanim MLK
proteinu a ﬁechala sa prebiehat 15 min pri 37 °C. Reakcia sa ukoncila pridanirh 25 ul
50 % TCA. Platni¢ky sa nechali ekvilibrovat 30 min pri 4°C, potom sa umyli fadovo
studenou 25 % TCA. Na platnicky sa pridal scintilacny kokteil a radioaktivita sa urcila
pomocou scintilaného pocitata Wallac MicroBeta 1450 PLUS. Odozva na davku

proteinu oproti tvorbe MBP oznaéeného *2P je zobrazena na obrazku 13.

(4)  Test fosfoceluldzového filtra

Kinazovy test sa uskutoCnil v 50-ul reakénej zmesi obsahujicej 20 mM Hepes, pH
7.4, 20 mM MgClz, 20 mM MnCly, 2 mM DTT, 0,1 mM NasVOa, 1 uCi [y-P¥2] ATP a 30 ug
MBP. Reakcia sa iniciovala pridanim MLK proteinu a nechala sa prebiehat 15 min pri
37 °C. Reakcia sa ukonCila pridanim 75 ul 75 mM kyseliny fosforeCnej. Alikvot
neutralizovaného roztoku sa naniesol priamo na fosfocelulozovi membranu (Pierce).
Alternativne mozno pouzit 96-jamkovu fosfocelulézovii multiscreen platniéku (Millipore).
Membrany sa premyli 75 mM H;PO,. Naviazany fosforylovany MBP ozna&eny P sa
eluoval do zbernych skimaviek pridanim 1 M hydroxidu sodného. Radioaktivita sa urcila
Cerenkovovym pocitanim v Beckmanovom scintilatnom poéitaci (Somerset, NJ). Tvorba
fosforylovaného MBP s rasticou koncentraciou bakterialne exprimovanej GST-MLK-3

kindzovej domény je uvedena na obrazku 13.

Priklad 29: Test na urCenie viazania zlicenin na rekombinantni MLK rodinu

K-252a (zluCenina IlI-3; pozrite tabufku 4), indolokarbazolovy metabolit druhu
Nocardia, sa viaze na rad serin/treonin- a tyrozinkinaz (Angeles, et al., Anal. Biochem
1996, 236, 49-55; Knight, et al., Anal. Biochem., 1997, 247, 376-381). Triciovany K-252a
ligand sa pouzil na vyhodnotenie viazania na fudski rekombinantni MLK-3 pinej dizky zo
surového pripravku baculovirusom infikovanych buniek. [PH]K-252a bol $pecificky
oznaceny triciom v polohach 3 a 9 kontraktom s vyrobkami NEN Research (Billerica, MA)
amal $pecificki aktivitu 40 Ci/mmol. Reakcie viazania sa uskutoCnili v1 ml na 96-
jamkovej platnicke. Reakéna zmes obsahovala 50 mM timivého roztoku MOPS, pH 7, 150
mM NaCl, 5 mM MnCl,, 1 mg/ml BSA, 1% DMSO a 0,25 nM [°H]K252a. Vzorky sa
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spracovali trojnasobne s koncentraciou 5 pg/ml surovej MLK-3 ziskanej z baculovirusa.
Nespecifické viazanie bolo definované ako viazanie za pritomnosti neoznaéeného 1,2 uM
K252a a odcitalo sa od celkového viazania, ¢im sa ziskalo $pecifické viazanie. Pri tomto
Zriedeni bolo 12-15 % celkovych poctov neSpecificky viazanych na protein a 75-85 %
tychto poctov bolo. Specificky viazanych na MLK-3 (obrazok 14). VSetky experimenty sa
uskutoCnovali 2 hodiny pri 4 °C. Komplexy [3H]K252a/MLK-3 sa zachytili na filtroch GF/C
Whatman pomocou zberaca Brandel, premyli sa studenym timivym roztokom MOPS/NaCl|
a spocitali sa na pocitadi Wallac Micro Beta. Uskutoénil sa experiment viazania do
nasytenia, aby sa ziskala konStanta Ky pre K252a. Priklad vysledkov z jedného z tychto
experimentov je uvedeny na obrazku 14. Ziskala sa K4 0,89 nM (interval’ spolahlivosti: 0,2
az 1,5 nM).

Priklad 30: Testy intaktnych buniek
(A)  Systém nadmernej expresie Cos 7

Materialy

K-252a a derivaty tejto zluCeniny poskytla firma Kyowa-Hakko Kogyo Co. Ltd.
(Tokio, Japonsko) (Kaneko et al, 1997). ZiuCeniny sa rozpustili v dimetylsulfoxide
(DMSOQ) Cistoty pre kultivaciu buniek a ulozili sa v tme pri 4 °C. VSetky zriedenia zlG¢enin
sa robili v Dulbeccovom modifikovanom Eagleho médiu (DMEM) obsahujucom 1 %
albuminu hovadzieho séra. Hemagluttininova (HA) protilatka bola kupena od firmy
BAbCO (Richmond, CA). AP-1 (c-jun) substrat bol kipeny od firmy Promega (Madison,
WI). [y-22P]ATP (6000 Ci/mmol) bol kipeny od firmy Amersham (Arlington Heights, IL).

Bunkova kultura Cos7

Bunky Cos7 zobliCiek Cercopithecus aethiops boli ziskané od firmy ATCC,
Rockville, Maryland (CRL 1651) a udrziavané v DMEM obsahujucom 10 % hovadzieho
séra, 2 mM glutaminu, 1 mM pyruvatu, 50 U/ml penicilinu/streptomycinu pri 37 °C
v atmosfére 10 % CO2, 90 % vzduch. Bunky Cos7 sa odpojili na pasazovanie pridanim

0,25 % trypsinu.
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(1) Nadmerna expresia ¢lenov rodiny MLK a JNK1 v bunkach Cos7

Bunky Cos7 sa naplatnickovali pri 80 % konfluencii a transfikovali sa po 2 ug cDNA
kon$truktmi s pouzitim lipofektaminu podla odporicani poskytovatela (Gibco BRIL,
Gaithersburg, MD). cDNA plnéj dizky fudskej MLK-3, MLK-2 alebo my$ace; DLK alebo
giastoénej ludskej MLK-1 podra vyssie uvedeného popisu a ludska JNK1 plnej dizky
znagena hemagluttininom A, ktoru laskavo poskytol J. Silvio Gutkind (NIH, Bethesda,
MD), sa subklonovali do pcDNA3 vektora (Invitrogen, San Diego, CA). Po 48 hodinovej
transfekcii sa na bunky posobilo 0,025% DMSO alebo 500 nM of uvedenych zli¢enin
pocas 2 hodin s nasledujucou lyzou v 0,4 ml timivého roztoku Triton (1 % Triton X-100, 50
mM chlorid sodny, 10 mM Tris (pH 7,6), 0,1 % hovéadzi sérovy albumin, 30 uM pyrofosfat
sodny, 50 mM fluorid sodny, 20 ug/ml aprotinin, 1 mM fenylmetylsulfonylfluorid, 1 mM
vanadiCnan sodny). Aktivita JNK z lyzatu bola testovana imunoprecipitaénym/kinazovym

testom podla nizsie uvedeného popisu.

(2)  Imunoprecipitacia a kinazovy test z celych buniek

Lyzat z buniek Cos 7 sa zmeral na koncentraciu proteinu pomocou stpravy Micro
BCA od firmy Pierce (Rockford, IL) a rovhaké mnoZstva proteinu sa imunoprecipitovali HA
protilatkou 1 hodinu pri 4 °C. Imunoprecipitaty sa peletovali centrifugovanim v centrifuge
microfuge pocas 20 s, resuspendovali sa v tlmivom roztoku Triton, premyli 2 krat
centrifugovanim s nasledujucim poslednym premytim v kinazovom timivom roztoku (20
mM Hepes pH 7,4, 20 mM MgCl;, 2 mM ditiotreitol, 0,1 mM vanadi¢nan sodny).
Imunoprecipitat sa resuspendoval v kinazovom timivom roztoku obsahujicom 1 uM ATP a
5 uCi [y->?P]JATP a substrat (1 ug/vzorku AP-1) a inkuboval sa 15 min pri 30 °C. Kinazova
reakcia sa zastavila pridanim redukujiceho vzorkového timivého roztoku (Laemmili,
Nature 1970. 227, 680-685). Vzorky sa zahrievali na 80 °C 5 min a naniesli sa na 10 %
SDS-polyakrylamidové gely. Proteiny sa oddelili elektroforézou. Gél sa vysusil
a radioaktivita v substrate AP-1 sa kvantifikovala na pristroji Molecular Dynamics
Phosphorimager (Sunnyvale, Ca.). Vysledky z experimentov, v ktorych sa MLK-3, MLK-2
a DLK koexprimuju s HA-JNK1 a inkubuju za nepritomnosti alebo pritomnosti K-252a, su
uvedené na obrazkoch 15A a 15B. Naproti tomu derivat pévodnej ziuCeniny K-252a

oznaceny ako zlu€enina IlI-3 (pozrite tabulku 4), ktory je selektivnejSim kinazovym



69

inhibitorom, neinterferoval s drahou JNK aktivovanou inou MAPKKK nahor od JNK|,
MEKK1 (obrazok 15C).

(B)  Celobunkovy reportérovy test pre JNK aktivovani pomocou MLK

Pokusy o odvodenie klonov konétitutivne exprimujicich rodinu  MLK  boli
neluspe$né, ¢o naznauje, Ze nadmerna expresia MLK moéZe postihovat prezivanie
buniek (Bergeron et al., Biochem. Biophys. Res. Commun., 1997, 237, 153-155; Nagata,
et al, EMBO J., 1998, 17, 149-158). Preto pri vyvoji celobunkového testu na sledovanie
biochoemickych udalosti indukovanych pomocou MLK mdZze byt potrebna bunkova linia
obsahujlica genéticky inZinierovany indukovatelny expresny systém prislusnej kinazy.
Napriklad bunkova linia PC-12 transfikovana tetracyklinom kontrolovanym
transaktivatorom. Ked sa bunky dalej transfikuji skimanym génom vedenym
indukovatefnym prométorom tetO, expresia tohto génu je Gzko kontrolovana tetracyklinom
v mediu (Shockett et al., Proc. Natl. Acad. Sci. USA, 1995, 92, 6522).

Aby sa kvantifikovala aktivacia MLK, mozno merat fosforylaciu downstream
substratov, ako je napriklad MEK4, JNK alebo c-jun, vo viacerych testovych formach, ako
je opisané vyssie. Dalsim pristupom ku kvantifikacii aktivacie MLK v celych bunkach je
pouzit reportérovi enzymovl aktivitu, napriklad reportérovy systém c-jun luciferazy
komeréne dostupny v systéme PathDetect™ (Stratagene, LaJolla, CA). V tomto systéme
sa tetracyklinom indukovatelna bunkova linia transfikuje dvoma plazmidmi. Jeden plazmid
konstitutivne exprimuje fuziu cJun NHx-koncovej transaktivatnej domeény s kvasnicovou
GAL4 DNA viazucou doménou (cJun-DBD fuzny protein). Dalsi plazmid nesie kédovacie
sekvencie pre luciferazu svatojanskej musky vedene piatimi tandemovymi opakovaniami
miesta viazania GAL4. Po aktivacii MLK sa fosforyluje downstream substrat JNK, cJun-
DBD fuzny protein, viaze sa na miesta viazania GAL4 aindukuje transkripciu
luciferazového génu. Luciferaza sa jednoducho testuje v bunkovych lyzatoch pridanim

svojho substratu (Promega, Madison, WI1) a meranim chemiluminiscencie.
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Priklad 31: Asociacia inhibicie ¢lenov rodiny MLK s prezivanim motorickych neurénov

Prezivanie kultur potkanej miechy obohatenych o motorické neurony

Miechy sa vypitvali z plodov potkana Sprague-Dawley (Charles River Laboratories,
Wilmington, MA) embryonaineho veku (E) 14,5-I15. Bunky len z ventralnej ¢asti miechy sa
oddelili a dalej obohatili na motorické neurény centrifugovanim pri 6,5 % krokovom
metrizamidovom gradiente, ako uZ bolo publikované (Henderson, et al, 1993),
aanalyzovali sa na Cistotu vyfarbovanim nizkoafinitnou protilatkou neurotrofinového
receptora (IgG-192, Boehringer-Mannheim) (data nezobrazené). Bunky sa naockovali na
96-jamkové platnicky vopred pokryté poly-L-ornitinom a lamininom (po 5 pg/ml) pri
hustote 6 x 10* buniek/cm? v chemicky definovanom bezsérovom médiu N2 (Bottenstein.
et al, 1979, supra). Aby sa oddelilo naviazanie od efektov preZitia, zlu€eniny sa pridali do
kultdr po ivodnom obdobi 1 — 3 hodin. Prezivanie neurénov sa vyhodnotilo po 4 diioch
pomocou kalceinu AM (Molecular Probes, Eugene, OR) vo fluorimetrickom teste
prezivania (Bozyczko-Coyne, ef al, 1993, supra). Mikroskopické podty neurénov
korelovali priamo s relativnymi hodnotami fluorescencie. V struénosti, kultivaéné médium
sa sériovo zriedilo v DPBS (Dulbeccov fosfatom timeny fyziologicky roztok) a do kazdej
z 96 jamiek sa pridala kone¢na koncentracia zasobného 6 uM kalceinu AM. Platniéky sa
inkubovali 30 min pri 37°C s nasledujicim sériovym zriedenim v DPBS. Fluorescenény
signal sa odcCital pomocou platni¢ky é&itajuceho fluorimetra od firmy Millipore (Cytofluor
2350) pri excitacii = 485 nm a emisii = 538 nm. Pre kazdu platnicku sa od vSetkych
hodnét odcCitalo stredné pozadie ziskané zjamiek s pridavkom kalceinu AM ale
neobsahujlucich Ziadne bunky. Linearnost fluorescenéného signalu sa overila na
koncentraciu ainkubacny ¢as pre interval bunkovych hustét v tychto experimentoch.
Priklad percentudineho prezitia nad kontrolou motorickych neurénov za pritomnosti

testovanych zlucCenin pri 250 nM je uvedeny v tabulke 3.

Prezivanie kortikalnych neurénov

Cerebraine kortikd sa vypitvali z potkanich plodov v embryonainom dni 18
a enzymaticky sa stiepili, aby sa ziskala jenobunkova suspenzia. Bunky sa nasadili pri
hustote 1,56 x 10°%cm® na polyornitinom/lamininom pokryté 96-jamkové tkanivovo-
kultivacné platnicky v bezsérovom neuralnom bazalnom meédiu obsahujicom dopinky
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B27. Platnicky sa pokryli roztokom polyornitinu/lamininu (po 8 pug/ml) pripravenom v PBS
poéas najmenej dvoch hodin pri 37 °C. V in vitro dioch 5 — 7 sa kortikalne neurdny
exponovali vo¢i Ab25-35 (20 uM) bud za pritomnosti alebo.nepritomnosti testovanych
zla&enin. Zasobné roztoky Ab25-35 (Sigma, St. Louis,l)MO) (1 mM) boli pripravene
v deionizovane] destilovanej sterilnej H,O. Relativne prezivanie neurénov bolo urené 48
hodin po pridani peptidu pomocou uvolfiovania laktatdehydrogenéazy (LDH) ako indikatora
integrity plazmovej membrany/Zivotaschopnosti buniek. LDH bola merana pomocou
stpravy Cytotoxicity Detection Kit (Boehringer-Mannheim, Indianapolis, IN) podfa
pokynov vyrobcu. Data s vyjadrené ako percento inhibicie uvolfiovania DLH voCi

kultiiram o$etrenym len AB25-35.

Tabulka 3
Motorické neurdny
Bunky Bunky |Bunky
Prezivanie | ?Unky Cos Cos7 Cos7 Cos 7
kortikalnych Srosivan DLK MLK3 MLK2  [MLK1
Vzorec Z’/e:mr:ovl cyrizwfmle BANK e Nk % INK [% INK - |9% INK
ontro ontro RS PSS R
ori 250 o lori 250 o pri 500 nm [inhibicie pri '"h'g"ge '”hf(')‘(’)'e '”hg’é‘ge
500 nm pri 50 pri pri
nm nm nm
11K 46, 56 300 65 63,73 98, 99 89, 67 97, 96
112 47, 80 315 88 36,22,42 |94,94 69, 44 92, 64
13 22,54 177 88 20, 25 94, 93 0 79, 29
4 29, 39 165 97 58, 13, 84, 92, 0 163, 38
52,8 90

171G&enina ma vzorec I, kde Z', 72, R' a R? st H; X je CO,CH3 a R je OH.

271u&enina ma vzorec 11, kde Z' a Z2 st H; X je CO,CH3; R' a R? st CH,SCH,CH3; aR je
OH.

371u&enina ma vzorec 1, kde A", A2, R', R?, R® a R® sa H; B' a B2 spolu predstavuju O; R?
je CH,CH,0Ac; R* je CH,CH,(2-pyridyl); a X je CHs.
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*Ziucenina ma vzorec |, kde A', A%, R", R®, R® a R® st H; B' a B? spolu predstavuji O: R

je H; R* je CH,CH,(2-pyrimidinyl); a X je CH..

Priklad 32: Imunoprecipitacia endogénnéj aktivity JNK z motoneuronovych kultdr za |
nepritomnosti alebo pritomnosti indolokarbazolov alebo kondenzovanych

pyrolokarbazolov

Vycistené motorické neurény boli naplatnickované pri hustote 6 x 10* buniek/cm?
vjamkach s priemerom 16 mm. Bunky sa nechali naviazat v priebehu 2 hodin pred
spracovanim. Na bunky sa pésobilo bud 0,0125 % DMSO alebo 500 nM zlu¢eniny pocas
2 hodin v definovanom mediu N2. Bunky sa potom preplachli fadovo studenym fosfatom
timenym fyziologickym roztokom lyzou v 0,4 ml timivom roztoku Triton podfa vysSie
uvedeného popisu v priklade 30. Lyzat z motoneurénovych kultir sa normalizoval na
pocet buniek a imunoprecipitoval protilatkou JNK1 (kat. &. sc-474) kipenou od Santa Cruz
Biotechnology (Santa Cruz, CA). Aktivita JNK z imuhoprecipitétov sa testovala za
pritomnosti *P-ATP a c-jun substratu podfa vyssie uvedeného popisu. Profil inhibigne;
aktivity 4 testovanych zligenin sa porovnal v motorickych neurénoch a bunkach Cos7
nadmerne exprimujucich bud DLK, MLK-1, MLK-2 alebo MLK-3 (tabulka 3).

Priklad 33: Korelacia medzi inhibiciou aktivity JNK indukovanej pomocou MLK3

v bunkach Cos7 a aktivitou cholinacetylitransferazy v primarnych embryonalnych kultarach

Aby sme urdili, &i inhibicia cesty JNK regulovanej tymito kinazami koreluje
s neurotrofickymi zli€eninami, vyhodnotili sme Géinok zlGéenin na aktivitu JNK v bunkach
Cos7 nadmerne exprimujucich HA-JNK a MLK3. Po 48 hodinach transfekcie sa bunky
inkubovali so zlG&eninami pri 500 nM pocas 2 hodin, po éom nasledovala bunkova lyza.
Lyzat sa imunoprecipitoval akinazova aktivita sa zmerala podla vyssie uvedeného
popisu. Vysledky su uvedené ako percento inhibicie kontrolnej vzorky, kde kontrolou je
aktivita JNK za pritomnosti DMSO. Ako vidno v tabulke 4, vaésina zlGéenin, ktoré boli
aktivne v aktivite ChAT miechy a/alebo bazalneho predného mozgu, boli potentnymi
inhibitormi MLK-3 aktivacie JNK.
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Uginok indolo- a indenokarbazolov na JNK aktivitu v bunkach Cos7 nadmerne

exprimujucich MLK3

Aktivita cholinacetyltransferazy

% inhibicie aktivity JNK
(priemer)

Bazalny predny

Zlu€enina Miecha mozog MLK3 v bunkach Cos7
Hn-1" + + 84
111-22 + + 96
111-33 + + 94
l-14 + + 93
1-2° + + 85
|-38 + + 93,5
|-47 - + 95
|-58 - + 97
1-6° - + 58
[-710 - + 85,5
-4 - + 66
Ii1-5" - + 96
Ni-7" - + 54
-8 + - 89
-8 + - 94
li-g"® + + 98,5
n-10"? + . 78
1918 + - 88
1-10"° + - 94
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Aktivita cholinacetyltransferazy % inhib(i;ir?efnkéir\;ity JNK
Zluenina | Miecha Bazi”g’zg;ed”y MLKS v bunkéch Cos7
m-11% - - 92,5
I-1121 - 4- 33
1-12% - . 11
l-13% - - 1

' Zlucenina vzorca Ill, kde Z' a 7% s H; X je CO,CHs; R' je NHCONHC,Hs; R? je
CH2CHa(2-pyridyl); a R je OH.

? ZIGgenina vzorca 1], kde Z' a 22 s H; X je CO,CH; R a R? sti CH,0CH,0CH,CHs: a R
je OH. ‘
®ZIugenina vzorca 1, kde Z' a Z? st H; X je CO,CHa; R' a R? sti CH,SCH,CHs: a R je
OH.

*Zlagenina vzorca I, kde A', A% R", R®a R* sii H; B a B2 spolu predstavuji O: R? je
CH,CH,0H; R a R® st OCH3; a X je CH..

® Zligenina vzorca |, kde A', A%, R", R%, R® a R® st H; B" a B? spolu predstavujii O; R? je
CH2CH,0Ac; R* je Br a X je CH,. '

® Zlacenina vzorca |, kde A', A% R",R®, R® a R® sii H; B a B2 spolu predstavuja O: R2 je
CH2CH;0Ac; R* je CH,CHy(2-pyridyl); a X je CHa.

" Zlagenina vzorca |, kde A', A%, R', R®, R*, R®a R® st H: B' a B? spolu predstavuji O; R?
je CH,CH,0H; a X je CH..

® Zlugenina vzorca |, kde A", A% R", R% R* R®a R® su H; B" a BZ spolu predstavuju O; R?
je CH,CH,CH,OH:; a X je CH,.

®Zlugenina vzorca |, kde A", A% R", R? R® R*, R® a R® sti H; B' a B? spolu predstavuju O;
aXjesS.

"°Zlagenina vzorca |, kde A', A2, R', R®, R*, R® a R® sii H: B' a B2 spolu predstavuji O; R?
je CH2CH,CH;NHCO(4-(OH)Ph); a X je CH..

""" Zldgenina vzorca lll, kde Z', 2% R'a R? st H; X je CO2(CH2)sCH3; a R je OH.
"Zlacenina vzorca Il kde Z', Z2 a R" st H; R? je CH,OH; X je CO,CHs; a R je OH.
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37lugenina vzorca Iil, kde Z' a Z% spolu tvoria =0; R' a R? st Br; X je CO,CH3; aR je
OH.

Y Zlugenina vzorca |, kde A', A2 R', R®, R® a R6 sl H; B' a B? spolu predstavuju O; R? je
H; R* je CH2CH,(2-pyrimidinyl); a X je CHa. | ' " '
15 71u8enina vzorca Ill, kde Z' a 2% st H; R'je Br; R?je I; X je CO,CH3; a R je OH.

18 7|u&enina vzorca lll, kde Z', Z2, R' a R% sti H; X je CO,CH; a R je OH.

17 7lu&enina vzorca lll, kde Z' a Z% s H; R* a R? st CH,CH,SCHs3; X je CO,CH3; aR je
OH.

18710&enina vzorca I, kde A', A% R', R?, R%, R®a R® st H; B' a B? spolu predstavuju O; R*
je CH,CH,(2-pyridazinyl); a X je CHa.

1971u&enina vzorca |, kde A", A2 R', R®, R% a R® st H; B' a B? spolu predstavuiju O; R? je
H: R je CH,CHa(2-pyridyl); a X je CH.

20 713&enina vzorca lil, kde Z', 2%, R' a R? st H; X je CO,CH3 a R je OCHs.

21 7108enina vzorca |, kde A', A2 R', R®, R*, R® a R® st H; B' a B? spolu predstavujui O; R?
je (CH2)3—N_H-C(=O)-3,5-dihydroxyfenyl; aXje CHZ. _

227)1%enina vzorca |, kde A", A2, R', R3, R*, R®a R® st H; B' a B? spolu predstavuja O; R?
je benzoyl; a X je CH..

23 71u8enina vzorca |, kde A' A2 R', R%, R3, R®a R® st H; B a B? spolu predstavuju O; R*

je CH=CH-C=N; a X je CH>.

Priklad 34: Test gélového posunu pre aktivaciu MLK:

Aktivacia MLK moze viest k indukcii transkripcie c-jun, €¢o ma za nasledok zvyseny
protein c-Jun. Zvy$ené mnozstvo proteinu c-Jun mozno merat §tandardnym testom
oznatovanym ako test gélového posunu. Garner, et al, Nucleic Acids Res., 1981, 9,
3047-3060, ktora publikacia sa tymto zahfiia celd odkazom. Réadioaktivne oznacené
dvojviaknové oligoméry DNA, ktoré kédujd vazobné miesto DNA c-Jun, sa inkubuju
s jadrovym bunkovym extraktom, po com nasleduje elektroforéza na akrylamidovom géle
a kvantifikacia radioaktivne oznacenej DNA posunutej k pomalSej mobilite. Ta predstavuje
tu &ast DNA, ktora je viazana na protein c-Jun, a je priamoumerna mnoZstvu proteinu c-

Jun v extrakte.
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Aktivacia MLK moéze indukovat' aj fosforylaciu c-Jun. Ti moZno zistit pomocou
protilatok, ktoré Specificky rozpoznavaju fosforylovanu formu proteinu v detekénych
systémoch, ako napriklad testy Western blots alebo ELISA.

| Priklad 35: Prezivanie kuracich embryonalnych neurénov

Materialy

Leibovitzove média L15, glukéza, hydrogenuhligitan sodny, trypsin a antibiotika boli
od firmy Gibco. Svalovy extrakt bol pripraveny podfa popisu (Henderson, et al. Nature,
1983, 302, 609-611, ktora publikacia sa tymto zahffia cela odkazom). Vsetky ostatné

Cinidla boli od firmy Sigma, pokial nie je uvedené inak.

Bunkova kultura

Motoricke neurény (embryonalny def 5,5) boli izolované imunologickou metédou
podla postupu definovaného v publikacii Bloch-Gallego, et al., Development, 1991, 111,
221-232, ktora sa tymto zahfiia cela odkazom, s modifikaciami podfa popisu v publikacii
Weng, et al., NeuroReport, 1996, 7, 1077-1081, ktoré'sa tymto zahfia cela odkazom.
Vycistené motorické neurény boli nasadené na 35 mm tkanivovo-kultivaéné misky (Nunc)
vopred pokryté poly-DL-ornitinom a lamininom (1 ug/ml, Upstate Biotech). Kultivagné
meédium bolo L15 s hydrogenuhli¢itanom sodnym (22,5 mM), glukézou (20 mM),
progesteronom (2 x 10® M), seleni¢itanom sodnym (3 x 10°8 M), konalbuminom (0,1
mg/ml), inzulinom (5 pg/ml), penicilinom-streptomycinom a 10 % teplom inaktivovanym
konskym sérom. Svalovy extrakt bol doplneny pri 30 ug/ml. Zli¢enina I11-3 bola pripravena
ako 4 mM zasobny roztok v DMSO a uloZena chranena pred svetlom pri 4 °C. Koneéna
koncentracia DMSO v spractvanych a kontrolnych kultirach bola 0,125 %.

Paravertebralne sympatické gangliony (SG; embryonalny defi 12 (E12)), gangliony
zadneho senzorickeého korefia miechovych nervov (DRG; E9), a ciliarne gangliony (CG:
E8) sa vypitvali z kuracich embryi v uvedeny embryonalny defi podra popisu v publikacii
Lindsay, et al., Dev. Biol., 1985, 112, 319-328, ktora sa tymto zahfia cela odkazom. Po
trypsinizacii a disociacii sa nervovo-bunkové suspenzie naplatniékovali na polyornitinom-
lamininom pokryté kultiva¢né misky v Hamovom kultivaénom médiu F14 doplnenom 10 %

konskym seérom. OkamZite po naplatnitkovani sa pridali faktory preZitia v nasledujtcich
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koncentraciach: Nervovy rastovy faktor (NGF), 20 ng/ml; ciliarny neurotroficky faktor
(CNTF), 10 ng/ml. Kultary boli udrziavané pri 37 ° a 5 % CO, vo zvihéovanom prostredi.

Pocitanie buniek |

Neu}ény boli naplatnickované do 35 mm kultivaénych misiek s mriezkami (Nunc).
Vybrané plochy kazdej misky obsahujice spolu asi 10 % sa skenovali na pritomnost
fazovo jasnych buniek okamzite po naplatniCkovani a znova po 48 hodinach, aby sa
vyhodnotilo percento preZitia. Prezivanie buniek bolo potvrdené vitalnym vyfarbovanim

trypanovou modrou (nezobrazenég).

Intaktné DRG

Gangliony sa umiestnili do .96-jamkovych platniCiek . vopred pokrytych poly-L-
ornitinom alamininom (po 5 pg/ml fosfatom timeného fyziologického roztoku)
v bezsérovom médiu N2 (Bottenstein, et al., Proc. Natl. Acad. Sci. USA, 1979, 76, 514-
517, ktora publikacia sa tymto zahffia celda odkazom) obsahujicom 0,05 % hovédzieho
sérového albuminu (BSA) a udrZiavala sa pogas 48 hodin pri 37 °C a5% CO; vo
zvihGovanom prostredi. Na gangliony sa pdsobilo bud 250 nM zliceniny 11l-3 alebo 20

ng/ml NGF 2 hodiny po naplatnickovani.

Zlugenina I11-3 podporuje prezivanie kuracich embryonalnych periférnych neurénov

koncentracne zavislym spdsobom

~ Vysadenie NGF z disociovanych kultdr senzorickych neurénov zadného
senzorického korefia miechovych nervov E9 (DRG) a neurénov sympatickych ganglionov
E12 (SG) spdsobuje, Ze podliehaju PCD v priebehu 48 hodin. Tomu sa zabranilo
pridanim zlG&eniny 111-3 do kultivaéného média v ¢ase vysadenia NGF. Pri 1 uM zlG€enina
-3 udrzala 94 % SG neurénov a 890 % DRG neurénov nazive po 48 hodinach (kontrola
osetrena NGF: SG 65 %, DRG 66 %). Podobne zluéenina I1-3 podporila prezitie 76 %
neurénov ciliarneho ganglionu (CG) zavislych od CNTF po 24 hodinach (kontrola
oSetrena CNTF 67 %). Za pritomnosti 10 % séra boli Gcinky zluceniny IlI-3 na prezitie
zavislé od koncentracie s platé dosiahnutym okolo 1 uM pre vSetky tri neurénoveé
populacie (obr. 16A-C). PrezZivajice neurény vykazovali rozsiahle prerastanie neuritov

s hrubsimi a zakrivenej$imi neuritmi v porovnani s kontrolnymi kultGrami. (Obr. 17 E-H).
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Po Styroch diioch bola aktivita podporujlica prezivanie stale intaktna: DRG: zlGéenina 111-3
52 %, rastovym faktorom oSetrena kontrola 41 %; SG: zlicenina 111-3 83 %, kontrola
oSetrena NGF 55%; SG: zliCenina 1lI-3 58 %, kontrola oSetrena CNTF 50 %). Za
normalnych podmienok bdlo kKultiry mozné udrzat zlGéeninou 111-3 jedén tyzded a dlhsie

(nezobrazené).

Zlucenina [1I-3 podporuje prezivanie kuracich embryonainych motorickych neurénov

koncentracne zavislym spdésobom

Kultivované kuracie motorické neurény mézu prezit a predizovat procesy za
pritomnosti svaloveho extraktu, zatial ¢o rychlo umieraju za jeho nepritomnosti. V nasich
experimentoch po 48 h prezilo 65 % motorickych neurénov za pritomnosti svalového
extraktu na rozdiel od 14 % pre neoSetrené kontroly. Za bezsérovych podmienok bol
ucinok zltuceniny HI-3 na prezitie maximalny pri 300 nM a bol o nieo vy3si (79 %) ako
acinok indukovany svalovym extraktom. Koncentraéna zavislost Gginku zluéeniny I1I-3 na
prezitie vtomto systtme je odliSnd od zavislosti u periférnych neurénov, kedze
koncentracie zluceniny Ill-3 nad 300 nM vykazovali progresivne znizeny efekt (obr. 16A).
To by mohlo indikovat' osobitnu citlivost motorickych neurénov na niektory aspekt aktivity
zlaceniny 11I-3. Morfologicky motorické neurény zachranené zliéeninou IlI-3 vykazovali
fazovo jasné bunkové tela a boli schopné prediZovat dlhé neurity, ktoré sa zdali byt
mierne hrubsimi ako tie, ktoré indukoval svalovy extrakt (obr. 17). Po $tyroch dfioch
Kultivacie bolo nazive 56 % motorickych neurénov pri zltiéenine 1ll- v porovnani s 42 %
pre svalovy extrakt. Pri 300 nM prezZili neurény oSetrené zlu&eninou i prezili in vitro

aspon tyzden (nezobrazené).

Zlicenina 111-3 podporuje prerastanie neuritov z intaktnych zadnych senzorickych korefiov

miechovych nervov

Vysledky z vy$Sie uvedenych experimentov demonétrujl, Ze zli&enina 11l-3 nielen
podporuje prezivanie embryonalnych neurénov z periférnych a centralnych nervovych
systémov, ale vedie aj k robustnému prerastaniu neuritov. Mnohé z tychto vyrastkov sa
zdali byt hrubsie ako tie, ktoré vyrastli za pritomnosti rastovych faktorov (porovnajte obr.
17 A-D s obr. 17 E-H). Tento ucinok sa pozoroval aj v neuritickom vyrastani vyvolanym

uintaktnych embryonalnych zadnych senzorickych korefiov miechovych nervov
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kultivovanych za pritomnosti 250 nM zlu€eniny Il1-3 (obr. 18C). Neurity rastli ako odozva
na NGF (obr. 18B) aj zlu€eninu llI-3; neurity vyvolané NGF boli ovela jemnejSie
a rozvetvenejSie ako tie, ktoré vyrastli za pritomnosti zlG¢eniny I1l-3, ktoré vyzerali hrubSie

!

~ a pripadne vo zvazkoch. R ’ S
Priklad 36: Pdsobenie in vivo

Vyvojovo regulované umieranie buniek motorickych neurénov u kuracich embryi

Tento priklad je opisany podrobne v publikacii Glicksman, et al., J. Neurobiol.,
1998, 35, 361 - 370, ktora sa tymto zahffia celd odkazom. Na E6 sa urobilo okienko
v 8krupine slepadich vajec (Spafas, Preston, CT) priamo na vaskularizovanu
chorioalantoicki membranu sa aplikovalo bud vehikulum (5% Solutol™ HS 15,
polyetylénglykol 660 hydroxysterat; BASF Aktiengesellschaft, Ludwigshafen, Germany (vo
fosfatom timenom fyziologickom roztoku, pH 7,2)) alebo $pecifikovana davka ziaceniny Ill-
3 vo vehikule raz denne od E6 do E9, ako je opisané v publikacii Oppenheim, et al..
Science, 1991, 251, 1616-1617, ktqré sa tymto zahia celda odkazom). Embrya boli
usmrtené na E10 aich miechy sa vybrali, fixovali v Carnoyho roztoku (10 % fadova
kyselina octova, 60 % absolitny etanol, 30 % chloroform), spracovali na sériové
parafinové sekcie a vyfarbili sa tioninom. Kazda 20. sekcia lumbalnych segmentov 1 — 8
sa poéitala podfa kritérii opisanych v publikacii (Clarke, ef al., Methods In Cell Biology:
Cell Death, 1995, Schwart & Osborne, Eds., Academic Press, New York, 277-321, ktora

sa tymto zahfia celd odkazom).

Vyvojovo regulované umieranie buniek motorickych neurénov u novorodenych potkanov

Nenacasované gravidné potkany Sprague-Dawley boli ziskané od Harlan
Laboratories (Indianapolis, IN). Novorodenym samiciam potkanov sa podavala injekcia
denne subkutanne (SC) nad ciefovymi perinealnymi svalmi zlicenina 11l-3 v 5 % pripravku
Solutol™ HS 15 alebo vehikulum.poénic diiom narodenia (Pl) a pokragujuc 5 dni (P5).
Na P10 alebo P60 sa mladata dekapitovali, krv sa zachytila do heparinizovanych
kapilarnych rarok a oblast miechy obsahujica pohlavne dimorfné miechove jadro pre
bulbokavernozny sval (SNB) a perineaina oblast obsahujuca bulbokavernozny sval (BC)
a analny levator (LA) sa vypitvali po perfuzii zvierat fyziologickym roztokom/formalinom.

Oblast miechy obsahujica SNB sa postfixovala, umiestnila do Paraplastu, narezala na 10
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um a vyfarbila farbivom Cresylecht fialova (Nordeen, et al,, Science, 1985, 229, 671-673,
ktora publikacia sa tymto zahffia celd odkazom). Motorické neurény sa spogitali pri X500
v sériovych sekciach zlumbalnej oblasti 5 po sakralnu oblast 1 miechy podia
publikovaného popisu (Nordeen, et al., supra). Mikroskopické pocitanie sa uskutocnilo na
kodovanych sekciach pozorovatefom nevediacim o lieéebnych skupinach. Pocty
motorickych neurénov boli korigované na velkost bunky a hribku sekcie (Konisgsmark,
Contemporary Research Methods in Neuroanatomy, Nauta & Ebbesson, Eds., 1970,
Springer-Verlag, New York, 315-340, ktora publikacia sa tymto cela zahffia odkazom)
a Statisticka analyza bola jednosmerna analyza rozptylu (ANOVA). Perinealne svalstvo sa
postfixovalo, dekalcifikovalo, vsadilo do Paraplastu, narezalo na 10 um a vyfarbilo
farbivom Milligan's Trichrome. Pomocou mikroskopie na pozorovanie vjasnom poli
(X250), BC a LA svaly unormalnych samic a samic oSetrenych zlGéeninou 111-3 (405
zvierat/skupinu) sa pozitivne identifikovali na zaklade polohy aj pritomnosti prieéne
pruhovanych viaken. Obrys svalového tkaniva sa sledoval zo striedavych sekcii pomocou
projekéného mikroskopu (62,5) a plocha prierezu sa zmerala pomocou digitalizacného
segmentu a poCitacového morfometrického systému (Sigmascan, Jandel Scientific).
Objem svalu sa vypocital vzatim celkovej plochy prierezu a jej nasobenim hribkou sekcie

a korekciou na percento vzorkovanej $truktury.

Zachytena krv sa centrifugovala 5 min pri teplote miestnosti. Plazma sa potom
oddelila a zmrazila na —20 °C. Sérové hladiny testosteronu (6 — 7 zvierat/skupinu) sa
zmerali radioimunologickym testom podfa postupov definovanych v publikacii Wingfield, et
al., Steroids, 1975, 26, 311-327, ktora sa tymto celd zahfia odkazom.

Axotomiou indukovana dediferenciacia motorickych neurénov u dospelych potkanov

Lavy podjazykovy nerv sa prerezal v krku dospelych samfc potkana Sprague-
Dawley (120 — 180 g) pod anestéziou Neumbutolom a na kisok Gelfoam™ (AJ Buck,
Owings Mills, MD) sa aplikovalo 50 pl zlGc¢eniny 111-3 alebo jej vehikula (5 % Solutol™ HS
15), ktory sa potom omotal okolo proximalneho konca prerezaného nervu. Po 7 diioch sa
zvierata anestetizovali a perfundovali 4 % paraformaldehydom v Sorensonovom timivom
roztoku, 0,07 M fosfat, pH 7,2. Mozgovy kmen sa odstranil a na kryostate sa narezali 40

um hrubé sériové koronalne sekcie (Chiu, et al., NeuroReport, 1994, 5, 693-696, ktora
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publikacia sa tymto cela zahfiia odkazom). Kazda piata sekcia sa spracovala na ChAT
imunohistochémiu podfa publikovaného popisu (Chiu, et al., J. Comp. Neurol., 1993, 328,
351-363, ktora publikacia sa tymto cela zahffia odkazom) pri pouZiti zriedenia 1 : 350 anti-
ChAT monoklonalnej protilatky ziskanej od firmy Chemicon. Bunky, ktoré sa jasne -
vyfarbili nadApozadim, sa spocitali vo Wfa}benych sekciach; pocet buniék bol vyjadreny |
ako pomer poétu ChAT-imunoreaktivnych buniek na axotomizovanej strane
podjazykového jadra oproti poétu imunoreaktivnych buniek na kontrolnej (nezranenej)

strane.

Zluéenina 111-3 zachranila motorické neurény potkanieho embrya pred apoptotickou
smrfou in vitro ainhibovala signalizaénu drahu, ¢o viedlo k aktivacii JNK1 v tychto
bunkach (Maroney, et al., J. Neurosci., 1998, 18, 104-111, ktora publikacia sa tymto cela
zahffia odkazom). Aby sa uréila potencialna aktivita in vivo, zliCenina 111-3 sa vyhodnotila
v dvoch modeloch 'vyvojovo regulovanej programovanej smrti motorickych neuronov
avmodeli axotémiou indukovanej diferenciacie u dospelych motorickych neurdnov.
U kureniec priblizne 50 % miechovych motorickych neurénov podlieha PCD pocas E5-10
(Hamburger, et al., J. Neurosci., 1982, 1, 38-55; Purves, et al., Body and Brain: A Trophic
Theory of Neural Connections, 1988, Harvard University Press, Cambridge, MA, obe
publikacie sa tymto celé zahfiiaju odkazom). Aplikacia zluéeniny 1lI-3 na chorioalantoicku
membranu poéas tohto obdobia zabranila umieraniu motorickych neurénov davkovo
z4vislym spbsobom (obr. 19). Styridsat percent motorickych neuronov, ktoré by za
normalnych okolnosti odumreli, bolo zachranenych pri dvoch najvyssich testovanych

davkach (2,3 a 7 ug/def), zatial ¢o 25 % motorickych neurénov bolo zachranenych pri

nizsich davkach (1,2 a 1,8 pg/den) (obr. 19).

Pocas raného perinatalneho Zivota samic potkanov (neskore embryonalne stadium
az do postnatalneho diia (PN) 4) sa viac ako 50 % motorickych neurénov v SNB eliminuje
cez PCD (Breedlove, J. Neurobiol., 1986, 17, 157-176, ktora publikacia sa tymto cela
zahffia odkazom). U samcov motorické neurény v tomto jadre inervuju priecne pruhované
penilné svaly zapojené do kopulaénych reflexov. Testikularna sekrécia androgénnych
steroidov zniZuje umieranie motorickych neurénov SNB u samcov a brani znaCnej miere
atrofie BC a LA svalov inervovanych tymito neurénmi. Podavanie testosterénu mladatam

samicieho pohlavia viedlo k pine maskulinnemu poCtu motorickych neuronov SNB
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(Nordeen, et al., supra) a zabranilo atrofii BC a LA svalov (Waiman, et al., Endocrinology,
1941, 29, 955-978, ktora publikacia sa tymto cela zahiia odkazom). Denné sc podavanie
zliceniny 11I-3 (PN 1-5) samiciam potkana signifikantne zniZilo umieranie motorickych
neuronov (obr. 20A). K zachrane pred smrtou motorickych neurénov SNB zlG€eninou I11-3
doslo pri dvoch davkach (0,5 a 1 mg/kg na def). Pri maximalne ucinnych davkach 0,5 a 1
mg/kg na den viedlo podavanie ziuCeniny |11-3 k 70 % zlep$eniu prezivania motorickych
neurénov, Co sa vyrdvnalo ucinku testosterénu (obr. 20A). Zligenina I1-3 nezmenila
plazmové hladiny testosterénu lieCenych zvierat. Radioimunologické meranie plazmovych
hladin testosteronu v skup;ine 1 mg/kg na defi neviedlo k Ziadnemu signifikantnému
rozdielu v porovnani s kontrolnou skupinou vehikula (0,016 + 0,008 ng/mla 0,029 + 0,015
ng/ml Standardna chyba strednej hodnoty (S.E.M.)).

Aby sa urcilo, Ci je lieCba zlGEeninou II-3 G&inna v dihodobom udrziavani
prezivania motorickych neurénov, samiciam sa podavala zliCenina 111-3 (0,5 a 1 mg/kg na
den) pocas toho istého ¢asového obdobia PN (1-5). Polovica zvierat v skupine vehikula
avoboch lie¢ebnych skupinach sa usmrtila na PN10. Ostavajlice zvieratd sa potom
udrziavali bez dalSej lieCby zluCeninou III-3, kym boli usmrtené na PN60. Ako bolo
pozorované predtym (obr. 20A), lieGenie zlueninou IlI-3 viedlo k 70 % zlepSeniu
v prezivani motorickych neurénov (obr. 20B). Navy$e 100 % tychto zachranenych
motorickych neurénov bolo identifikovatefnych morfologicky 55 dni po poslednej lieCbe
zluCeninou 111-3 (obr. 20B). Inhibicia smrti motorickych neurénov zli&eninou I11-3 pocas

neonatalneho obdobia umoznilo prezivanie motorickych neurénov do dospelosti.

Napriek jasnej demonstracii a nigivych Ucinkov straty motorickych neurénov pri
chorobach dospelych fudi, ako je amyotroficka lateralna skleroza, dospelé motorické
neurény vo vécSine zvieracich modelov zranenia motorickych neurénov su rezistentné
vocCi smrti. Avéakl axonalne zranenie skutocne vedie k morfologickym (Oppenheim, et al.,
Supra) ako aj biochemickym zmenam (Oppenheim, et al., supra; Rende, et al.,J. Comp.
Neurol., 1992, 319, 285-298, ktora publikacia sa tymto cela zahffia odkazom; Chiu, et al,
J. Comp. Neurol., 1993, 328, 351-363, ktora publikacia sa tymto cela zahfiia odkazom)
v dospelych motorickych neurénoch, ktoré mézu napodobiiovat degenerativhe zmeny
predchadzajuce smrt u chorych pri degeneracii motorickych neurénov. Jeden priklad

tohto typu zmeny vyplyva zaxotéomie podjazykového nervu, ktory inervuje jazyk.
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Jednostranné prerusSenie tohto nervu u dospelého potkana viedlo k strate 95 % ChAT-
imunoreaktivnych podjazykovych motorickych nervov v ipsilateralnom jadre po 7 dnoch
(Chiu, et al., NeuroReport, 1994, 5 693-696, ktora publikacia sa tymto celda zahfna
odkazom). Strata imunoreaktivity ChAT nebola trvala. Styri tyzdne po 'axotémii sa 100 %
motorickych neurénov dostalo na kontrolné hladiny imunoreaktivity ChAT (Borke, et al., J.
Neurocytol, 1993, 22, 141-153, ktora publikdcia sa tymto celd zahffa odkazom).
Imunoreaktivita ChAT v kontralateralnych podjazykovych motorickych neurénoch nebola

postihnuta (Chiu, et al., supra) (obr. 21 a tabulka 5).

Po aplikacii v materiali Gelfoam™ na proximalny koniec podjazykového nervu
zlicenina 1ll-3 davkovo zavislo zoslabovala znizovanie imunoreaktivity ChAT
v ipsilateralnych podjazykovych motorickych neurénoch hodnotenych 7 dni po taxotomii.
Maximalne uéinna davka (50 ug) viedla k 0 40 % viac ChAT-imunoreaktivnym motorickym
neurénom v porovnani s axotomizovanou nelieCenou kontrolou (obr. 21B a tabulka 5).
Zistila sa davkova zavislost tvaru zvona, kde nizSie aj vysSie davky viedli k prezivaniu
vy3Siemu ako v nelieCenej kontrole, ale nizSiemu ako pri 50 ug. Ako platilo pri modeli
SNB, so Ziadnymi testovanymi davkami nebola spojena strata hmotnosti, mortalita alebo

velké poskodenie tkaniva u tychto zvierat.

V troch osobitnych modeloch degeneracie motorickych neurénov in vivo zli¢enina
lI-3 preukazala neuroprotektivnu aktivitu: vyvojovo regulované PCD lumbalnych
miechovych motorickych neurénov uembryi (obr. 19), na androgén citlivé umieranie
postnatalnych motorickych neurénov SNB (obr. 20) a axotémiou indukovana strata
funkéného markera, ChAT, v dospelych podjazykovych motorickych neurénoch (obr. 21
a tabufka 5). Zlu¢enina IlI-3 bola u¢inna pri periférnom podani sc injekciou, pri lokalnej
aplikacii na odrezany koniec nervu alebo priamo priloZena na chorioalantoicki membranu
kuracieho embrya. Na rozdiel od vychodiskovej molekuly K-252a bola zluéenina IIi-3
priblizne péatkrat potentnejSia pri sprostredkovani preZivania v kultirach obohatenych
o motorické neurény (data nezobrazené) a nevykazovala inhibicnu aktivitu proti trkA
tyrozinkinaze a niekorkyh treoninkindzam (Maroney et al., supra; Kaneko, et al., J. Med.
Chem., 1997, 40, 1863-1869, ktora publikacia sa tymto cela zahffia odkazom).
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Tabulka 5

Uginok zlageniny 111-3 na imunoreaktivitu cholinacetyltransferazy v axotomizovanych

podjazykovych motorickych neurénoch

ChAT-pozitivne motorické neuréony

OSetrenie n Experiment/kontrola % Priemer/skupina

vehikulum 2 20/544 3,68 4,01
19/437 4,35

3,6 ug lli-3 2 55/420 13,10 12,84*
72/572 12,59

25 ug -3 2 95/597 15,91 19,01*
142/642 22,12

50 ug I11-3 2 188/484 - 138,84 41,34*
2781637 43,85

100 ng I11-3 4 465/920 50,54 32,61
235/784 29,98
178/770 23,12
182/679 26,80

200 pg l11-3 2 99/461 21,48 24,96*
159/559 28,44

placebo 2 350/335 104,48 101,24
292/298 98,00

Zlucenina 111-3 alebo vehikulum sa pridali v gélovej pene na proximalny koniec
hypoglosalneho nervu bezprostredne po jeho preruseni. Po 7 diioch sa zvierata usmrtili
a seriovo rozrezali cez podjazykové jadro a kazda piata sekcia sa imunologicky vyfarbila
anti-ChAT  protilatkami.  ChAT-pozitivne neurony sa spoéitali v ipsilateralnych

(experimentalnych) a kontralateralnych (kontrolnych) stranach jadra.
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*p < 0,05, statisticky signifikantné v porovnani so zvieratami kontrolnej skupiny

lieCenej vehikulom.

Inhibitor drahy MLK-3 demonstruje in vivo G¢innost a blokuje fosforylaéné udalosti nadol
od MLK-3 v modeli MPTP

MPTP sa podaval v davke (40 mg/kg), ktora vedie k strate priecne pruhovanych
dopaminergickych ukon&eni a bunkovych tiel v substantia nigra. Tyrozinhydroxylaza sa
pouzila ako marker pre ukonenia dopaminergickych nervov v substantia nigra.
Systémovo podavana zlicenina IlI-3 zniZila stratu neurdénov substantia nigra
imunoreaktivnych na tyrozinhydroxylazu po lézii MPTP (obr. 22A; Saporito et al., 1999).
Kedze zlugenina II-3 je znamym inhibitorom MLK-3, aktivacia downstream substratu
MLK-3 sa merala v mySiach oSetrenych pomocou MPTP. Hladiny fosforylovanej MKK4 sa
merali pomocou fosfo-MKK4 $pecifickej protilatky (New England Biolabs, Beverly, MA),
ktora rozpoznava monofosforylovanu formu MKK4 bud pomocou testu imunoblot (obr.
22B) alebo ELISA (obr. 22C). Podanie MPTP zvySilo hladiny fosforylovanej MKK4 v
~substantia nigra az patnasobne nad kontrolné hladiny (obr. 22B). Spitkové zvysenia sa
vyskytli 4 hodiny po podani MPTP a zhodovali sa so Spickovymi CNS hladinami MPP™.
Fosforylacia MKK4 sprostredkovana pomocou MPTP sa zoslabila predbeZznym oSetrenim
1-deprenylom, €o indikuje, Ze tieto fosforylaéné udalosti sprostredkuje MPP™* (obr. 22C).
Navyse fosforylacia MKK4 bola éiastoéne inhibovana predbeznym oS$etrenim zlticeninou
11I-3 v davke (1 mg/kg), ktora poskytuje ochranu proti nigrostriatalnej dopaminergickej
strate indukovanej MPTP (obr. 22C). Tieto data demonstruju, ze MPTP (MPP") aktivuje
MKK4, downstream substrat MLK-3. Tieto udaje navySe demonstruju, Ze znamy inhibitor

MLK-3 inhibuje aktivaciu tejto kinazovej drahy in vivo.
Priklad 37: Zapal

Indukcia IL-1 a TNF-a pomocou LPS v bunkach THP-1 a Géinok indolokarbazolov

a pyrolokarbazolov na ich indukciu

Bunky imunitného systému boli vybrané preto, lebo mnohé kinazy su zapojené do
regulacie pocetnych imunologickych funkcii, napr. indukcie syntézy cytokinov a indukcie
biologickej odozvy cytokinov. Nedavna sprava (Hambleton, et al., Proc. Natl. Acad. Sci.
USA, 1996, 93, 2774-2778, ktora sa tymto cela zahifia odkazom) ukazala, Ze posobenie
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LPS na bunkoveé linie odvodené z monocytov spésobuje rychlu aktivaciu aktivity JNK. Ked
monocyty pridu do styku s bakterialnymi endotoxinmi, ako su lipopolysacharidy (LPS),
produkuju zapalové cytokiny, IL-1 a TNF-c. Inhibicia produkcie tychto dvoch cytokinov
mbze byt uzito€nou lie¢bou istych zapalovych pordch imunitného systému. Tieto cytokiny
mozno lahko merat komerénymi sipravami ELISA. Postavili sme experimenty na urcenie,
(1) ¢i indolo- a kondenzované pyrolokarbazoly mézu inhibovat syntézu IL-1 a TNF-«
v nasej monocytovej bunkove;j linii THP-1, (2) & sa JNK aktivuje LPS v bunkach THP-1 a
(3) Ci aktivaciu JNK pomocou LPS mozno inhibovat indolo- a kondenzovanymi

pyrolokarbazolmi.

Experimentalne postupy

Bunky THP-1 sa kultivovali vmédiu RPMI 1640 doplnenom 10 % fetalnym
hovadzim sérom. LPS (E. coli sérotyp 0111.B4, extrahovany do TCA) bol zakupeny od
firmy Sigma arozpusteny v PBS. Sipravy ELISA na testovanie IL-1 a TNF-a boli
zakupené od firmy Boerhinger-Mannheim atesty na kultivaénom médiu THP-1 sa
uskutoCnili podfa pokynov vyrobcu. Pri kazdom teste sa ziskali Standardné krivky podla

navodu.

Experimenty sa uskutocnili v 12-jamkovych kultivaénych platni¢kach s bud' 1 alebo
2 ml buniek THP-1 pri 4 x 10° buniek/ml. IL-1 a TNF-a sa indukovali pridanim LPS do
kultivatného média a médium sa potom odoberalo v réznych €asoch na cytokinovy test.
Bunky sa oddelili centrifugovanim a supernatanty sa zmrazili na =70 °C a2 do testu. Aby
sa minimalizovali naklady, experimenty sa uskutoénili v duplicitnych kulttrach a duplicitné
supernatanty sa po centrifugovani spaojili. Kazdy spojeny supernatant sa testoval
duplicitne. Zasobné roztoky indolo- a kondenzovanych pyrolokarbazolov v 100 % DMSO
sa zriedili na poZadované koncentracie bud v médiu obsahujicom 10 % fetalne hovadzie
serum alebo v médiu obsahujlicom 0,5 mg/ml BSA. Ak nie je uvedené inak, zluceniny boli
pridané k bunkam THP-1 1 hodinu pred pridanim LPS.

Testy aktivity JNK boli uskutocnené po imunoprecipitacii proteinu JNK z extraktu
lyzovanych buniek THP-1. Peletované bunky THP-1 boli lyzované na fade poc¢as 15 min v
500 wl Fracovho timivého roztoku (10 mM Tris-HCI, pH 7,5, 50 mM NaCl, 30 uM
pyrofosfatu sodného, 1 mg/ml BSA, 1 % Triton-X-100). Extrakt sa centrifugoval 10 min pri
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14 K a k supernatantu sa pridalo 5 ul JNK protilatky (Santa Cruz). Extrakt sa rotoval 60
min pri 4 °C, pridalo sa 75 ul premytej proteinovej A Sepharose (20 % w/v, Frac) a extrakt
sa rotoval dalSich 30 min, aby sa komplex s protilatkou naviazal na proteinovu A
Sepharose. Proteinova A Sepharose sa premyla dvakrat Fracovy{m timivym roztokom, raz
20 mM Hepes, pH 7,6, 20 mM MgClz, 2 mM DTT, potom sa inkubovala 15 min pri 30 °C v
30 ul kinazového timivého roztoku (20 mM Hepes, 20 mM MgCl;, 2 MM DTT, 1 ng
rekombinantného c-jun a 2 uM ATP-y-3P, 2 uCi. Reakcia sa ukongila pridanim 10 pl 4X
timivého roztoku na nanasanie SDS gélu, zahrievala sa 3 min na 80 °C a proteiny sa
analyzovali na 10% SDS géle. Gél sa vysusil, exponoval na platniCke pristroja

Phosphorimager a radioaktivne pasy sa analyzovali na pristroji Phosphorimager.

Vysledky z pociatocnych experimentov naznacovali, Ze LPS pri 2 pg/ml dava
maximalny vytazok IL-1 atato koncentracia LPS sa pouzila vo v3etkych dalSich
experimentoch. Minimalny €as po pridani LPS pre maximainy vytaZok cytokinov sa urcil
odobranim alikvétov média na analyzu v roznych ¢asoch po pridani LPS. Prvy experiment
naznadoval, Zze IL-1 aj TNF-a dosiahli maximalny vytazok po menej ako 5 hodinach po
pridani LPS. KedZe najskorsi ¢as odberu bol v prvom experimente 2,4 hodiny, uskutocnil
sa druhy experiment s odbermi média po€nic 15 min po pridani LPS. Vysledky tohto
experimentu, kde sé analyzoval len TNF-q ukazali, Ze maximalne vysledky sa dosiahli 3
hodiny po pridani LPS. V médiu sa nenasiel ziadny signifikantny obsah TNF-a az do 90
min po pridani LPS.

Rychle dosiahnutie maximalneho vytazku indikovalo velmi prisnu regulaciu
syntézy 2 cytokinov — rychlu syntézu arychlu regulaciu nadol. Na kultary buniek sa
pdsobilo 30 minut pred pridan.im LPS bud Aktinomycinom D, inhibitorom syntézy RNA,
élebo cykloheximidom, inhibitorom syntézy proteinov. Médium sa odobralo 3 hodiny po
pridani LPS a analyzoval sa TNF-a Pre indukciu TNF-o je potrebna syntéza novej RNA
a nového proteinu, kedZze v médiu buniek o§etrenyCh jednym z inhibitorov sa nenasiel
ziadny TNF-a Dalsie experimenty mali uréit, ¢i zli¢enina 111-3 bude inhibovat indukciu IL-
1 a TNF-a Zlicéenia IlI-3 inhibovala indukciu IL-1 aj TNF-a s hodnotami IC50 267 nM a
139 nM. Vysledky tychto experimentov sa ziskali s bunkami v médiu obsahujucom 10 %

fetalne hovadzie sérum. KedZe testy s miechovym tkanivom atkanivom bazalneho
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predného mozgu na neurotrofickl aktivitu zlG¢enin sa uskuto&uju v bezsérovom médiu
(500 pg/ml BSA), bolo zaujimavé uréit hodnoty IC50 pre inhibiciu IL-1 a TNF-q
v bezsérovom mediu. Ked sa na bunky THP-1 pasobilo zliceninou [11-3 v bezsérovom
médiu (500 ug/ml BSA), IC50 sa znizilo 10-nasobne z 269 nM na 23 nM. Poki'ar nie je
uvedené inak, vsetky experimenty uskutoénené dalej prebehli v bezsérovom médiu.
Inhibicia indukcie IL-1 a TNF-av bunkach THP-1 zluéeninou 111-3 naznaduje, ze zlGcenina
I1-3 by mohla byt uzitona ako terapeuticky prostriedok pri liegbe patologickych stavov
sposobenych produkciou nadnormalnych mnozstiev tychto cytokinov. Takym stavom je aj
septicky Sok. Septicky Sok je spdsobovany rastom gramnegativnych baktérii v obehu,
ktoré zase uvolfiuju velké mnoZstva endotoxinu, LPS. LPS potom stimuluje primarne
monocyty a makrofagy, aby produkovali velké mnoZstva IL-1 a TNF-q ktoré potom

spbsobuju masivne poSkodzovanie tkaniva a v mnohych pripadoch smrt.

Na schopnost inhibovat TNF-a sa testovalo niekolko zltiéenin a porovnala sa ich

schopnost inhibovat JNK. Vysledky st uvedené v tabulke 6.

Tabulka 6
Nadmerne .
Bunky THP-1 exprimovana MLK3
v bunkach Cos7
ZlGgenina IC50 pre TNF-av nM :{"N;”h' JNK pri 500 :f’N:"h' JNK pri 500
-1 49,5 93,5 83,8
11-3 29 93 94
-2 >5000 78,5 85
-3 366 80,5 93,7
I-4 75,5 79,5 95
I-5 514 89 97,2
I-6 817,5 77,5 57,8
I-7 1009 74 85,5
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Nadmerne
Bunky THP-1 exprimovana MLK3
v bunkach Cos7
Zla&enina IC50 bre TNE-atv nM % inh. JNK pri 500 . (% inh'. JNK pri 500 -
nM nM -

-4 462,5 81 66
-5 4 84,5 96
-7 590,5 11,5 54
[1-8 11,5 51 94
1-10 4298 48 59
1-10 4500 62 94
1-11 686 51 92,5

Uginok zlugeniny 111-3 na indukciu II-2 v Jurkatovych bunkach

Uskutoénili sa experimenty, aby sa uréilo, ¢i zli€enina lI-3 inhibuje indukciu {I-2

. v Jurkatovych bunkach.

Experimentalne postupy

Jurkatove bunky sa kultivovali v médiu RPMI 1640 doplnenom 10 % fetalnym
hovidzim sérom. TNF-a bol od firmy Promega a anti CD3 a CD28 protilatky boli od firmy
Pharmigen. Jurkatove experimenty sa uskuto€nili v 200 ul v 96-jamkovej platnicke. IL-2 sa
meral stpravou ELISA zakupenou od firmy Boehringer Mannheim. Protilatky proti CD3 a
CD28 sa nechali naviazat na plast 96-jamkovej platnicky (18 hod v PBS) pred pridanim
Jurkatovych buniek. Na bunky sa pdsobilo zlaéeninami 1 hodinu pred pridanim na
platnicku pokrytl protilatkami. Protilatky proti CD3 a CD28 sa pouzili na aktivaciu
receptora lymfocytov T a indukovanie IL-2. IL-2 sa uvofnil z Jurkatovych buniek medzi 6
hod a 24 hod po iniciacii indukcie (obr. 23A). Konétitutivne nebol vyrobeny Ziadny IL-2
(obr. 23A CNT). Potom sa vyhodnotil u€inok zluceniny [11-3 (1 hod pdésobenie zluceniny lll-
3 pred indukciou) na indukciu IL-2 (obr. 23B). Koncentracia zluceniny 111-3 500 nM
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inhibovala indukciu IL-2 o viac ako 80 % (obr. 23B). Rozsiahlej$i experiment na uréenie
odozvy na davku sa uskutoCnil so zli€eninou lI-3 a so zlu¢eninou I-4, ktord dala hodnoty
ICs0 139 nM pre zli€eninu 11I-3 a 207 nM pre zlu¢eninu 1-4 (obr. 23C).

Kazdy z patentov, prihlaSok a tlaenych publikacii spomenutych v tomto

patentovom dokumente sa tymto cely zahfria odkazom.

Ako bude zrejmé odbornikom v danej oblasti, na vyhodnych uskuto&neniach
vynalezu mozno uskuto¢nit mnoho zmien a Uprav bez toho, aby do$lo k odchyleniu sa od

ducha vynalezu. V3etky také varidcie spadaju do rozsahu predloZeného vynalezu.
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PATENTOVE NAROKY

Spdsob na identifikaciu zlu€eniny uzito€nej pri lieCbe periférnej neuropatie spojenej
s AIDS, vyznadujici sa tym, Ze pozostava z kontaktovania bunky alebo bunkového
extraktu obsahujiuceho protein kinazy viacerych rodov so zlt&eninou a uréenia,'éi

zlicenina znizuje aktivitu proteinu kinazy viacerych rodov.

Spdsob podla naroku 1, vyznaéujuci sa tym, Ze tento protein kinazy viacerych rodov
je vybrany zo skupiny pozostavajlcej z kinazy viacerych rodov 1, kinazy viacerych
rodov 2, kinazy viacerych rodov 3, kindzy neslcej leucinovy zips, kinazy nesucej

dualny leucinovy zips a kinazy viacerych rodov 6.

Sposob podfa naroku 2, vyznadujici sa tym, Zze uvedena aktivita proteinu sa urci
meranim aktivity fosforylaéného stavu substratu daného proteinu, pricom uvedeny
substrat je vybrany zo skupiny pozostavajucej z JNK1, JNK2, JNK3, ERK1, ERKZ,
p38a, p38p, p38y, p383, MEK1, MEK2, MKK3, MKK4 (SEK1), MEKS, MKK6, MKK?,
Jun, ATF2, ELK1 a cicav¢ieho homologu AEX-3. '

Sposob podla naroku 2, vyznacujlci sa tym, Ze uvedena aktivita proteinu sa urci
meranim aktivity substratu proteinu, mnoZstva substratu proteinu alebo mRNA

kodujlicej substrat proteinu.

Sposob lieéby Eloveka s periférnou neuropatiou spojenou s AIDS, vyznacujuci sa
tym, Ze pozostava z podania zliceniny tomuto Eloveku, inhibuje protein kinazy

viacerych rodov, vo farmaceuticky prijatelnej soli alebo riedidle.

Sposob podra naroku 5, vyznacujici sa tym, Zze uvedend zli¢enina ma vzorec
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R5

R6

kde
B a F navzajom nezavisle, spolu s atbmami uhlika, na ktoré st naviazané, tvoria:

nenasyteny 6-Clenny karbocyklicky aromaticky kruh, v ktorom od jedného do troch

uhlikovych atbmov méze byt nahradenych atémami dusika; alebo
nenasyteny 5-Clenny karbocyklicky aromaticky kruh, v ktorom bud
jeden atom uhlika je nahradeny atémom kyslika, dusika alebo siry; alebo

dva atomy uhlika si nahradené atémom siry adusika; alebo atéomom kyslika

a atomom dusika;

A' a A% spolu predstavuji O a B a B2 spolu predstavuija O:

R' je H, alkyl s 1-4 uhlikmi (vratane), aryl, arylalkyl, heteroaryl a heteroarylalkyl;
COR®, kde R® je alkyl s 1-4 uhlikmi (vratane), alebo aryl, s vyhodou fenyl alebo
naftyl; -OR™, kde R' je H alebo alkyl s 1-4 uhlikmi (vratane); -CONH,, -NR’R®,
~(CH)oNR'R?, kde n je celé &islo od 1 do 4 (vratane); alebo -O(CH,).NR'R?; a bud

R’ a R® nezavisle st H alebo alkyl s 1-4 uhlikmi (vratane); alebo

R” a R? s spojené a tvoria mostikovii skupinu vieobecného vzorca -(CHy)p-X'-
(CHa)2-, kde X' je O, S alebo CHj;
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R?je H, -SO,R®, -CO,R?, -COR?, alkyl s 1-8 uhlikmi (vratane), s vyhodou alkyl s 1-4
uhlikmi (vratane), alkenyl s 1-8 uhlikmi (vratane), s vyhodou alkenyl s 1-4 uhlikmi
(vratane) alebo alkinyl s 1-8 uhlikmi (vratane), s vyhodou alkinyl s 1-4 uhlikmi
(vratane); alebo monosacharid.s 5-7 uhlikmi (vratane), kde kazda hydroxylova

skupina monosacharidu nezavisle je bud nesubstituovana alebo je nahradena H, |
alkylom s 1-4 uhlikmi (vratane), alkylkarbonyloxy s 2-5 uhlikmi (vratane) alebo

alkoxy s 1-4 uhlikmi (vratane); a bud

kazdy alkyl s 1-8 uhlikmi (vratane), alkenyl s 1-8 uhlikmi (vratane) alebo alkinyl s 1-8

uhlikmi (vratane) je nesubstituovany; alebo

kazdy alkyl s 1-8 uhlikmi (vratane), alkenyl s 1-8 uhlikmi (vratane) alebo alkinyl s 1-8
uhlikmi (vratane) nezavisle je substituovany 1-3 arylom s 6-10 uhlikmi (vratane),
s vyhodou fenylom alebo naftylom; heteroaryl, F, Cl, Br, I, -CN, -NO,, OH, -OR®,
-O(CH2).NR'R, -OCOR?, -OCONHR®, O-tetrahydropyranyl, NHz, -NR'R®,
"NR'COR?: -NR'™CO,R?, -NR'CONR’R?, -NHC(=NH)NH,, -NR'°SO,R?, -S(O),R"",
kde R'" je H alebo alkyl s 1-4 uhlikmi, aryl s 6-10 uhlikmi, s vyhodou fenyl alebo
naftyl alebo heteroaryl a y je 1 alebo 2; -SR", -CO.,R®, -CONRR?, -CHO, COR?,
-CH,OR?, -CH=NNR'R™, -CH=NOR", -CH=NR® -CH=NNHCH(N=NH)NH,
-SO,NR'R"™, -PO(OR'), alebo OR'", kde R je zvyS8ok aminokyseliny po
odstraneni hydroxylovej skupiny karboxylovej skupiny; a bud

R'2 3 R'® nezavisle st H, alkyl s 1-4 uhlikmi (vratane), aryl s 6-10 uhlikmi, s vyhodou
fenyl alebo naftyl, alebo heteroaryl; alebo

R'2 a R'3 st spojené a tvoria mostikovu skupinu, s vyhodou -(CHz)2-X'-(CHz)z;

kazdé R®, R* R® a R® nezavisle je H, aryl, s vyhodou aryl s 6-10 uhlikmi (vratane),
s vaésou vyhodou fenyl alebo naftyl; heteroaryl; F, Cl, Br, I, -CN, CF3, -NO2, OH, -
OR®, -O(CH2).NR’RE, -OCOR®, -OCONHR®, NH,, -CH,OH, -CH,OR"™, -NR'R®, -
NR'°COR?, -NR'™®CONR'R?, -SR", -S(0),R"", kde y je 1 alebo 2; -CO;R®, -COR?, -
CONR’R® -CHO, -CH=NOR"", -CH=NR?, -CH=NNR"'R"?, -(CH2),SR®, kde n je celé
gislo od 1 do 4 (vratane), -(CH2).S(O),R®, -CH,SR"™, kde R" je alkyl s 1-4 uhlikmi

(vratane);
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-CH,S(0),R™, -(CHZ),NR'R®, -(CH2),NHR', alkyl s 1-8 uhlikmi (vratane), s vyhodou
alkyl s 1-4 uhlikmi (vratane); alkenyl s 1-8 uhlikmi (vratane), s vyhodou alkenyl s 1-4
uhlikmi (vratane); alkinyl s 1-8 uhlikmi (vratane), s vyhodou alkinyl s 1-4 uhlikmi

(vratane); a bud

kazdy alkyl s 1-8 uhlikmi (vratane), alkenyl s 1-8 uhlikmi (vratane) alebo alkinyl s 1-8

uhlikmi (vratane) je nesubstituovany; alebo

kazdy alkyl s 1-8 uhlikmi (vratane), alkenyl s 1-8 uhlikmi (vratane) alebo alkinyl s 1-8

uhlikmi (vratane) je substituovany, ako je opisané vyssie pod d)2);
X je bud
nesubstituovany alkylén s 1-3 uhlikmi (vratane); alebo

X je alkylén s 1-3 uhlikmi (vratane) substituovany jednou skupinou R? s vyhodou
OR™, -SR', R™, kde R'® je alkyl s 1-4 uhlikmi (vratane); fenyl, naftyl, arylalkyl s 7-

14 uhlikmi (vratane), s vyhodou benzyl; alebo

X je -CH=CH-, -CH(OH)-CH(OH)-, -O-, -S-, -S(=0)-, -S(=0)2-, -CR'%,-, -C(=0)-,
-C(=NOR™")-, -C(OR™)(R™)-, -C(=0)CHR")-, -CHR'®)C(=0)-, -C(=NOR')CHR)-,
-CHR™)C(=NOR")-, -CH,Z-, -Z-CH,-, -CH,ZCH,-,

kde Z je C (OR')(R™"), O, S, C(=0), C(=NOR'") alebo NR":
alebo

A' a A% st spolu kazdé nezavisle H, H; H, -OR'"; H, -SR'"; H, -NR'"),; alebo spolu
predstavuji =S alebo =NR'"; B' a B? spolu predstavuju O; a kazdé R', R? R® R*,

R®, R® a X maju vyssie uvedeny vyznam;
alebo

A" a A? spolu predstavuju O a B' a B? st spolu kazdé nezavisle H, H; H, -OR'": H, -
SR'; H, -NR™),; alebo spolu predstavuji =S alebo =NR'"; a kazdé R', R? R® R*,

R®, R® a X maju vy$sie uvedeny vyznam;
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7. Spdsob podfa naroku 6, vyznadujici sa tym, ze A', A2 R', R}, R* R%a R8st H:B'a
B2 spolu predstavuji O; R? je CH,CH,OH; a X je CH,.

8. Spdsob podfa naroku 5, vyznacujuci sa tym, Ze uvedena zlu¢enina ma vzorec

RS

R6

kde:

kruh B a kruh F nezavisle a kazdy spolu s uhlikovymi atomami, na ktoré su

pripojené, su vybrané zo skupiny pozostavajucej z nasledujucich:

a) nenasyteny 6-Clenny karbocyklicky aromaticky kruh, v ktorom od 1 do 3

uhlikovych atémov méze byt nahradenych atdmami dusika;

b) nenasyteny 5-Clenny karbocyklicky aromaticky kruh; a

c) nenasyteny 5-clenny karbocyklicky aromaticky kruh, v ktorom bud’
1) jeden atom uhlika je nahradeny atdomom kyslika, dusika alebo siry;

2) dva atomy uhlika su nahradené atdbmom siry a dusika, atomom kyslika a
dusika, alebo dvoma atdmami dusika; alebo
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3) tri atdmy uhlika su nahradené troma atémami dusika;
R' je vybrané zo skupiny pozostavajlcej z nasledujucich:

a) H, substituovany alebo nesubstituovany alkyl majuci 1 az 4 uhliky,
substituovany alebo nesubstituovany aryl, substituovany alebo nesubstituovany
arylalkyl, substituovany alebo nesubstituovany heteroaryl, alebo substituovany alebo

nesubstituovany heteroarylalkyl;

b) -C(=0)R?, kde R? je vybrané zo skupiny, ktoru tvori alkyl, aryl a heteroaryl;
c) -OR™, kde R je vybrané zo skupiny, ktori tvori H a alkyl majici 1 a2 4
uhliky;

d) -C(=O)NHz, -NR''R™, -(CH,),NR''R'™, -(CH,),0R™ -O(CH2),0R™ a

-O(CH2),NR'"'R", kde p je od 1 do 4: a kde bud

1) R'" a R'? s kazdé nezavisle vybrané zo skupiny, ktora tvori H a alkyl majci
od 1 do 4 uhlikov; alebo

2) R' a R spolu tvoria spajajicu skupinu vzorca -(CHz)z-X'-(CH,),-, kde X' je
vybrané zo skupiny, ktora tvori -O-, -S- a —CH,-;

R? je vybrané zo skupiny, ktoru tvori H, alkyl majuci od 1 do 4 uhlikov, -OH, alkoxy
majici od 1 do 4 uhlikov, -OC(=O)R®, -OC(=O)NR''R™, -O(CH,),NR'"'R"?,
-O(CHy),OR"®, substituovany alebo nesubstituovany arylalkyl majuci od 6 do 10

uhlikov, a substituovany alebo nesubstituovany heteroarylalkyl;
R3, R%, R®a R® st kazdé nezavisle vybrané zo skupiny, ktord tvori:

a) H, aryl, heteroaryl, F, Cl, Br, I, -CN, CF3, -NO,, -OH, -OR®, -O(CH,),NR"'R"?,
-OC(=0)R?®, -OC(=0)NR?R’, -OC(=0)NR''R"?, -O(CH,),OR"’, -CH,0R"°, -NR''R?,
-NR'%S(=0),R®, -NR'°C(=0)R?:

b) -CH,OR™, kde R'" je zvysok aminokyseliny po odstraneni hydroxylovej

skupiny karboxylovej skupiny;
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c) -NR'C(=0)NR"R', -CO,R?, -C(=0)R?% -C(=O)NR''R'?, -CH=NOR?
-CH=NR®, -(CH,),NR'"'R"?, -(CH,),NHR" alebo -CH=NNR?R?, kde R** je rovnaké
ako R%

d) -S(O)R?, -(CH2)yS(O)R®, -CH,S(0),R™, kde y je 0, 1 alebo 2;

e) alkyl majuci od 1 do 8 uhlikov, alkeny!l majuci od 2 do 8 uhlikov a alkinyl

majtici 2 az 8 uhlikov, kde
1) kazdy alkyl, alkeny! alebo alkinyl je nesubstituovany; alebo

2) kazdy alkyl, alkenyl alebo alkinyl je substituovany 1 az 3 skupinami
vybranymi zo skupiny, ktor( tvori aryl majuci od 6 do 10 uhlikov, heteroaryl,
arylalkoxy, heterocykloalkoxy, hydroxyalkoxy, alkyloxy-alkoxy, hydroxyalkyltio,
alkoxyalkyltio, F, Cl, Br, |, -CN, -NO,; -OH, -OR®% -X}CH),NR''R",
-X¥(CHZ),C(=0)NR"'R"?, -X}(CH,),0C(=0)NR"'R"?, -X}(CH,),CO2R?,
XY(CH,),S(OLR®, -X¥CHa),NRC(=O)NR''R'?, -OC(=O)R’, -OCONHR? -O-
tetrahydropyranyl, -NR''R'?, -NR'°C(=0)R°, -NR'CO,R®, -NR'C(=O)NR'"'R™,
NHC(=NH)NH,, NR™S(O)R®, -S(O)\R®, -CO,R? -C(=O)NR'R', -C(=O)R?,
-CH,0R", -CH=NNR?R?*, -CH=NOR?, -CH=NR®% -CH=NNHCH(N=NH)NH,
-S(=0).NR?R?, -P(=0)(OR"),, -OR" a monosacharid majci od 5 do 7 uhlikov, kde
kazda hydroxylova skupina monosacharidu je bud nesubstituovana alebo nahradena
H, alkylom majicim od 1 do 4 uhlikov, alkylkarbonyloxylom majucim od 2 do 5

uhlikov alebo alkoxylom majtcim od 1 do 4 uhlikov;
X2 je O, S alebo NR';

R’ a R® s kazdé nezavisle vybrané zo skupiny, ktort tvori H, alkyl majuci od 1 do 4
uhlikov, alkoxy majici od 1 do 4 uhlikov, substituovany alebo nesubstituovany
arylalkyl majici od 6 do 10 uhlikov, substituovany alebo nesubstituovany
heteroarylalkyl, -(CH2),0R", -(CH2),0C(=O0)NR''R'? a -(CH,),NR''R'?; alebo R’ a

R8 spolu tvoria spajajuicu skupinu vzorca -CHy-X3-CHo-, kde X? je X? alebo vézba;

m a n su kazdé nezavisle 0, 1 alebo 2;
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Y je vybrané zo skupiny, ktord tvori -O-, -S-, -N(R'%)-, -N*(O)(R'%)-, -N(OR™)- a
-CHz-;

Z je vybrané zo skupiny, ktoru tvori vézba, -O-, -CH=CH-, -S-, -C(=0)-, ;CH(OR‘O)—, -
N(R')-, -N(OR')-, CH(NR”R”)—, -C(=O)N(R"")-, -N(R")C(=0)-, ;N(S(O)ng)-,
-N(S(O)yNR''R™)-, -N(C(=0)R")-, -C(RR®)-, -N*(O)(R')-, -CH(OH)-CH(OH)- a
-CH(O(C=0)R%)CH(OC(=0)R%)-, kde R** je rovnakeé ako R:

R™ a R'™ su nezavisle vybrané zo skupiny, ktord tvori H, -OH, -C(=O)R',
-O(C=0)R?, hydroxyalkyl a -CO,R":

R" je vybrané zo skupiny, ktora tvori H, alkyl, aryl a heteroaryl:

A' a A? st vybrané zo skupiny, ktord tvori H, H; H, ORZ H, -SR% H, -N(R?), a
skupina, kde A' a A% spolu tvoria zoskupenie vybrané zo skupiny, ktora tvori =0, =S
a =NR?

B' a B? st vybrané zo skupiny, ktoru tvori H, H; H, -OR% H, -SR% H, -N(R?), a
skupina, kde B' a B2 spolu tvoria zoskupenie vybrané zo skupiny, ktort tvori =0, =S
a =NR?

s vyhradou, Ze aspori jeden z parov A' a A?, alebo B' a B?, tvori =O.

Sposob podfa naroku 5, vyznacujlci sa tym, Ze uvedena zlGéenina ma vzorec
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kde
Z'je Ha Z%je H alebo Z' a Z* spolu tvoria =0;

R' je vybrané zo skupiny pozostavajlcej z nasledujicich: H, Cl, CH2SO,C;Hs, Br,
CH,S(CHz)NHz, CHaS(CHo)aN(CHa)a,  CH2S(CHa)aNHz  n-CaHg, NHCONHCeHS,
NHCONHC,Hs, CH,SC,Hs, CHySCeHs, N(CHj),, CHi;, CH>OCONHC;Hs,
NHCO,CHj;, CHOC;Hs, CH:N(CHs),, OH, O-n-propyl, CH=NNH-C(=NH)NHz,
CH=N-N(CHs),, CH2S(CHz),NH-n-C4Hg, CH,OCH,OCH,CH3, CH2S[3-(1,2,4-triazin)],
CH,CH,SCH3,

| N
cms—@ CH:NNH‘{SJ CH;_S—<:<:>>
N
CHZS(O)—<N<:>>, CHZS(O)©,
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H
N

va .

CH,S— CH,SCH, N
~ L (] o
N -
CH==NNH CHy8— T o /SN
‘©, \N/NH, CH=N N\/l

/N

CH=—=N—N O CH=N—N NCHj3

a

R? je wvybrané zo skupiny pozostavajicej z nasledujicich: H, Br, Cl, |,
CH2S(CH2)2N(CH3)2, NHCONHC;Hs, CH,SC,Hs, CH,OCH,OCH,CHs, CH,S[3-
(1,2,4-triazin)], CH,CH,SCH3 a CH,0H;

X je vybrané zo skupiny pozostavajucej z nasledujtcich: H, CH,OH, CH,NH-SerinH,
CO2CH;, CONHCgHs, CH,NHCO,CgHs, CH,NHCO,CH;, CH3;N3, CONHC,Hs,
CHzNH-Glycin, CON(CHas),, -CH,NHCO,-, CONH,, CONHC3H;, CHzNH-Serin,
CH2SOCH3;, CH=NOH, CHyNH-Prolin, CH,CH,(2-Pyridyl), CH=NNHC(=NH)NH,,
CONH(CH2)20H, CH=NNHCONH;, CH,OCOCH3;, -CH,OC(CH3),0-, CH,SCgHs,
CH2SOCgHs, COzn-hexyl, CONHCHj;, CO,(CH,)4CHj;

N
/T \ CH=NNH—< j
CON 5 \ CH,SO
H N
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R je vybrané zo skupiny pozostavajucej z OH a OCHa.

Spésob podfa naroku 9, vyznacujuci sa tym, ze Z'az?siH; Xje CO,CH;aRje

OH.

Sposob podla naroku 9, vyznadujici sa tym, Ze Z' a Z% st H; X je CO,CHg; R' a R?

st CH,SCH,CH3; a R je OH.

Sposob podfa naroku 5, vyznacuijuci sa tym, Ze uvedena zlic¢enina ma vzorec

H
1 N
Z o)
Z2
R2 R1
T N
R3 R4

kde:

Z'je Ha Z%je H alebo Z' a Z* spolu tvoria =O;
R'je H alebo Br;

R%je H;

R3 je H, CH,CH=CH,, CH,CH,CH,OH alebo

CH,CH,CH;——N O

a R* je H, CH,CH=CH; alebo CH,CH;CH,OH.
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Sekvencny protokol

Zoznam sekvencii

<110> Cephalon, Inc. ’ ' . '
Maroney, Anna
Walton, Kevin M.
Dionne, Craig A.
Neff, Nicola
Knight, Jr., Ernest
Glicksman, Marcie A.

<120> Sposoby modulacie proteinov kinaz viacerych rodov a skriningu zluéenin, ktoré
modauluju proteiny kinaz viacerych rodov

<130> CEPH2053

<150> 60/097,980
<151> 1998-08-26

<150> 09/376,894
<151> 1999-08-18

<150> 09/637,054
<151> 2000-08-11

<160> 18

<170> Patentin verzia 3.2

<210> 1

<211> 17

<212> PRT

<213> Homo sapiens

<400> 1

Cys Gly Gly Ala Thr Cys Cys Ala Cys Met Gly lle Gly Ala Tyr Tyr
1 5 10 15

Thr

<210> 2
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<211> 23
<212> PRT
<213> Homo sapiens

<400> 2

Gly Gly Ala Ala Thr Thr Cys Cys Ala Trp Ala Gly Gly Ala Cys Cys
1 5 10 15

Ala Ser Ala Cys Arg Thr Cys
20

<210> 3

<211> 33

<212> PRT

<213> Homo sapiens '

<400> 3
Cys Gly Gly Ala Thr Cys Cys Arg Thr lle Cys Ala Tyr Met Gly lle
1 5 10 15

Gly Ala Tyr Tyr Thr lle Gly Cys lie Gly Cys lle Met Gly lle Ala
20 25 30

Ala

<210> 4

<211> 30

<212> PRT '
<213> Homo sapiens

<400> 4
Gly Gly Ala Ala Thr Thr lle Ala Tyr lle Gly Gly Ala Trp Ala lle
1 5 10 15

Gly Trp Cys Cys Ala lle Ala Cys Arg Thr Cys lle Ser Trp
20 25 30



<210> 5

<211> 10

<212> PRT

<213> Homo sapiens

£400> 5

Met Glu Glu Glu Glu Tyr Met Pro Met Glu
1 5 10

<210> 6

<211> 24

<212> DNA

<213> Homo sapiens

<400> 6
gtggctgtge gggcagcteg ccag

<210> 7

<211> 21

<212> DNA

<213> Homo sapiens

<400> 7
gagaccctgg atctcgegct t

<210> 8

<211> 9

<212> PRT

<213> Homo sapiens

<400> 8

Met Asp Tyr Lys Asp Asp Asp Asp Lys
1 5

<210> 9

<211> 27

<212> DNA

<213> Homo sapiens

<400> 9
cggatccgtg acaccagtcg gaacctt

104

24

21

27
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<210> 10

<211> 28

<212> DNA

<213> Homo sapiens

<400> 10
ggaattcacc agtaagctcc agcacatc 28

<210> 11

<211> 33

<212> DNA

<213> Homo sapiens

<400> 11
ataattcgtg ctagcgccag agtctagecg gtg 33

<210> 12

<211> 39

<212> DNA

<213> Homo sapiens

<400> 12
ataagcttcc tcagtgcaag tggatcgcge agcccectga 39

<210> 13

<211> 8

<212> PRT

<213> Homo sapiens

<400> 13

Asp Tyr Lys Asp Asp Asp Asp Lys
1 5

<210> 14

<211> 69

<212> DNA

<213> Homo sapiens

<400> 14
ataaagcttc cagaggccat ggactacaag gacgacgatg acaaggcctg cctccatgaa

acccgaaca 69

60
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<210> 15

<211> 18

<212> DNA

<213> Homo sapiens

<400> 15
gacagggcgg ccggctct 18

<210> 16

<211> 583

<212> DNA

<213> Homo sapiens

<400> 16
gaattcggca cgagaggact cgcaggtgtc cggcgacgag ggctggtgga ccgggecaget 60

gaaccagcgg gtgggcatct tccccagcaa ctacgtgacc ccgegeagceg cettetccag 120
ccgetgccag cccggeggceg aggacccecag ttgctacceg cecattcagt tgttagaaat 180
tgattttgcg gagctcacct tggaagagat tattggcatb gggggctttg ggaaggtcta 240
tegtgcttte tggatag'ggg atgaggttgc tgtgaaagca gctcgecacg accctgatga 300
ggacatcagc cagaccatag agaatgttcg ccaagaggcc aagctcttcg ccatgctgaa 360
gcaccccaac atcattgccc taagaggggt atgtctgaag gagcccaacc tetgettggt 420
catggagttt gctcgtggag gacctttgaa tagagtgtta tctgggaaaa ggattcccce 480
agacatcctg gtgaattggg ctgtgcagat tgccagaggg atgaactact tacatgatga 540
ggcaattgtt cccatcatcc accgcgacct taagtccage aac 583

<210> 17

<211> 194

<212> PRT

<213> Homo sapiens

<400> 17

Asn Ser Ala Arg Glu Asp Ser GIn Val Ser Gly Asp Glu Gly Trp Trp
1 5 10 15
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Thr Gly GIn Leu Asn GIn Arg Val Gly lle Phe Pro Ser Asn Tyr Val
20 25 30

Thr Pro Arg Ser Ala Phe Ser Ser Arg Cys Gin Pro Gly Gly Glu As‘p:
35 " 40 45

Pro Ser Cys Tyr Pro Pro lle GIn Leu Leu Glu lle Asp Phe Ala Glu
50 55 60

Leu Thr Leu Glu Glu lle lle Gly lle Gly Gly Phe Gly Lys Val Tyr
65 70 75 80

Arg Ala Phe Trp lle Gly Asp Glu Val Ala Val Lys Ala Ala Arg His
85 90 95

Asp Pro Asp Glu Asp lle Ser Gin Thr lle Glu Asn Val Arg GIn Glu
100 105 110

Ala Lys Leu Phe Ala Met Leu Lys His Pro Asn lle lle Ala Leu Arg
115 120 125

Gly Val Cys Leu Lys Glu Pro Asn Leu Cys Leu Val Met Glu Phe Ala
130 135 ' 140

Arg Gly Gly Pro Leu Asn Arg Val Leu Ser Gly Lys Arg lle Pro Pro
145 150 155 160

Asp lle Leu Val Asn Trp Ala Val Gin lle Ala Arg Gly Met Asn Tyr'
165 170 175

Leu His Asp Glu Ala lle Val Pro lle lle His Arg Asp Leu Lys Ser
180 185 190

Ser Asn



<210> 18

<211> 10

<212> PRT

<213> Homo sapiens

<400> 18

Asn Asp Tyr Lys Asp Asp Asp Asp Lys Cys
1 5 10

108
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