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Re3enim je zptisob in vitro modulace funkce serin/threonin
protein kinazy, ktery zahrnuje stupeti kontaktovani bunsk
exprimujicich tuto serin/threonin kindzu se sloudeninou na
bézi azabenzimidazolu a zptisob in vitro idetifikace sloutenin
pro tuto modulaci. Déle jsou feSenim sloueniny na bézi
azabenzimidazolu obecného vzorce I, 11 nebo I11, kde
jednotlivé substituenty maji vyznam uvedeny v nérocich,
zpisob jejich vyroby, jejich pouZiti pro vyrobu I&tiv a
farmaceutické kompozice na jejich bazi. Vyse uvedend
slougeniny jsou uZitedné jako é&iva vhodna zejména pro
1éeni abnormalnich stavit tvofenych rakovinou a fibrotickymi
poruchami a stavil spojenych s aberaci v draze signélni
transdukce charakterizované interakei mezi serin/threonin
protein kindzou a p¥irozenym vazebnym partnerem.




Zpisob in vitro modulace funkce serin/threonin protein
kinadzy, zplsob in vitro identifikace slouc¢enin pro tuto
modulaci, sloudeniny na bazi azabenzimidazolu, jejich
pouziti, zplisob jejich vyroby a farmaceutické

kompozice

Oblast techniky

Vyndlez se tyka zpusobu in vitro modulace funkce
serin/threonin protein kinazy, zpusob in vitro identifikace
sloudenin pro tuto modulaci, sloudenin na bazi azabenzimida-
zolu, jejich pouziti pro vyrobu léc¢iv, zplsobu jejich vyroby
a farmaceutickych kompozic na jejich bazi.

Dosavadni stav techniky

Dosavadni stav techniky, ktery je ddle popsén neni
V Zadném ohledu na \jmu novosti a inventivnosti reseni podle
vyndlezu a je uveden pouze pPro blizsi porozuméni vynidlezu.

Transdukce buné&ného signalu je zakladni mechanismus, jehoz

prostfednictvim jsou externi stimuly regulujici rozlidné
bunéfné procesy prenadSeny do nitra bundk. Jeden =z klicovych
biochemickych mechanismi signdlové transdukce zahrnuje
reverzibilni fosforylaci proteint, ktera reguluje aktivitu
vyzralych bilkovin zm&nou jejich struktury a funkce.

Nejlépe charakterizované protein kindzy u eukaryot'fosforyluji
bilkoviny na alkoholové skupiné skupiné serinovych,

threoninovych a tyrosinovych rezidui. Tyto kindzy se rozpadaji
do dvou skupin, do skupiny kinaz specifickych pro fosforylaci
serinu a threoninu a do skupiny kinaz specifickych pro
fosforylaci tyrosinu. N&které kindazy maji tzv. “dudlni
specifitu”, coZ znamend, Ze jsou schopny fosforylovat_rezidua

tyrosinu stejné tak jako serinu/threoninu.




Protein kindzy mohou byt také charakterizovany jejich umisténim
v burice. N&které kindzy jsou transmembranové receptorové
bilkoviny schopné vazat ligandy vn& buné&&né membrany. Navazani
ligandd naruduje kinazovou katalytickou aktivitu receptorové
bilkoviny. Jiné kindzy jsou ne-receptorové bilkoviny
postradajici transmembranovou doménu. Ne-receptorové proteinové
kindzy se nachdzeji v celé pads bunéénych kompartmentt, od

vnit¥niho povrchu bun&&né membrany aZ k jadru.

Mnoho kindz hraje roli v regulaCnich kask&dach, kde jejich
substraty mohou zahrnovat jiné kindzy, jejichz aktivity Jsou

regulovany jejich stavem fosforylace. Nakonec je efektorova




aktivita modulovdna fosforylaci rezultujici =z aktivace celé
metabolické drahy.

Rodina serin/threonin protein kin&z zahrnuje kindzy regulujici
mnoho krokl v signdlnich kaskadach, veetné kaskad
kontrolujicich bun&&ny rast, migraci, diferenéiaci, genovou
expresi, kontrakci svala, metabolismus glukézy, syntézu

bunéénych proteini a regulaci bun&&ného cyklu.

Prikladem non-receptorové protein kindzy, které fosforyluje
cilové bilkoviny na reziduich serinu a threoninu, je RAF. RAF
moduluje katalytickou aktivitu daldich protein kindz, jako je
napfiklad protein kinaza, ktera fosforyluje a tim aktivuje
mitogenem aktivovanou protein kinazu (MAPK) . RAF sama o sobé& je
aktivovdna v membrané ukotvenym proteinem RAS, ktery je sam
aktivovan ligandem aktivovanou tyrosin receptorovou protein
kinazou, jako je naptiklad receptor pro epidermdlni rlstovy
faktor (EGFR) a receptor pro rGstovy faktor derivovany
z krevnich desticek (PDGFR). Biologickd vyznamnost kindzy RAF
je zdlrazn&na faktem, 3Ze pozménéné formy kindzy RAF mohou
zplisobit rozvoj rakoviny. Dtikazem poukazujicim na dileZitost
kindzy RAF u malignit je prace autor@ Monia et al., 199¢,
Nature Medicine 2:668, ktera je timto v celém svém rozsahu
vCetné v3ech obrazki a tabulek zaClenéna do ptredkladaného

~vynalezu jako reference.

Ve snaze objevit nové terapeutické postupy pro 1lé&bu nadorovych
a Jjinych onemocné&ni biomedicindti chemici a vyzkumni pracovnici
navrhli, syntetizovali a testovali molekuly, které inhibuji
funkci protein kindz. N&které malé organické molekuly vytvareji

tfidu sloudenin, které moduluji funkci protein kinaz.

Byly popsany p#iklady molekul, které inhibuji funkci protein
kinaz. Jednd se o  Dbis monocyklické, bicyklické nebo
heterocyklické arylové slouCeniny (PCT WO 92/20642), derivaty
vinylen-azaindolu (PCT WO 94/14808), l-cyklopropyl-4-pyridyl-




chinolony (patent US Patent &. 5330992), styrylové sloueniny
(patent US Patent &. 5217999), styrylem substituované
pyridylové slouleniny (patent US Patent &. 5302606), urdité
chinazolinové derivaty (pfihlaska EP &. 0O 566 266 Aly),
selenoindoly a selenidy (PCT WO 94/03427), tricyklické
polyhydroxylové slouleniny (PCT WO 92/21660) a‘slouéeniny na
bazi benzylfosfonové kyseliny (PCT WO 91/15495).

SlouCeniny, které mohou prekonat bundEnou membrinu a jsou
rezistentni vi¢i kyselé hydrolyze jsou potencionalnd vyhodnymi
terapeutiky pro svoji biodostupnost po perordlnim podani
pacientim. AvS8ak mnoho =z t&chto inhibitorl protein kinaz
inhibuje pouze slabé& jejich funkci. Navic mnoho z nich inhibuje
celou fadu protein kindz a zplsobuje proto vyznamné vedlej3i

UCinky p¥i terapeutickém pouZiti.

Popis vynéalezu

Cast ptredkladaného vynadlezu Jje =zamé&fena na metody modulace
funkce serin/threonin protein kindz pomoci sloudenin na bazi
azabenzimidazolu. Metody =zahrnuji buky, které exprimgji
serin/threonin protein kindzu, jako je napriklad RAF; Vynalez
navic popisuje metody prevence a 1lé&by abnormalnich stavd se
vztahem k serin/threonin protein kindzadm pomoci slouceniny
identifikované v predkladaném vyndlezu. Vynalez se dale tyka
farmaceutickych preparati obsahujicich slouceniny

identifikované pomoci metod pfedkladdaného vynalezu.

I. Metody detekce sloucenin, které moduluji funkci

serin/threonin protein kindzy

Metody predkladaného vyndlezu predstavuji prost¥edek pro
modulaci  funkce jak receptorovych, tak i cytosolickych




serin/threonin protein kindz. Tyto metody prfedstavuiji
prostfedek pro modulaci enzyml za podminek in vitro i in vivo.
Pro in vitro podani se metody predkladaného vyndlezu tvykaji
Castené metody identifikace slouCenin, které moduluji funkci

serin/threonin kinéaz.

Z tohoto davodu vynadlez zaprvé uvadi metodu modulace funkce
serin/threonin protein kinazy pomoci azabenzimidazolové
sloueniny. Azabenzimidazolovéa slouCenina je volitelné
substituovand organickymi skupinami. Metoda Jje  tvofena
kontaktem buné&k exprimujicich serin/threonin protein kindzu se

slouCeninou, ktery je ptedmétem predkladaného vynalezu.

Termin “funkce” se tyk& bun&dné role serin/threonin protein
kindzy. Rodina serin/threonin protein kinaz zahrnuje kinazy,
které reguluji mnoho krok&i v signalnich kaskadach, vd&etné&
kaskadd kontrolujicich buné&Cny rist, migraci, diferenciaci,
genovou expresi, kontrakci svalli, metabolismus glukdzy, syntézu

bun&lnych proteint a regulaci buné&&ného cyklu.

Termin "moduluje” se tyka schopnosti slou&eniny naru$it funkci
protein kin&zy. Modulujici latka aktivuje katalytickou aktivitu
protein kindzy, nejlépe aktivuje nebo inhibuje katalytickou
aktivitu protein kindzy v zavislosti na koncentraci slou&eniny
.vystavené protein kindze a zcela nejlépe inhibuje katalytickou

aktivitu protein kinazy.

Termin “"katalytickd aktivita” v kontextu predklédaného vynalezu
definuje stupen fosforylace substritu protein kinazou.
Katalyticka aktivita ml%e byt m&Fena napfiklad urcéenim
mnoZzstvi substratu premé&n&ného na produkt v Case. Fosforylace
substrdtu probihd na aktivnim misté& protein kindzy. Aktivni
misto je za normdlnich okolnosti dutina, v které je substrat

navadzan na protein kindzu a je fosforylovan.




Zde pouZivany termin “substrat” se tyka molekuly fosforylované
serin/threonin protein kindzou. Substratem je nejlépe peptid a
zcela nejlépe protein. Ve wvztahu k protein kindze RAF jsou

preferovanymi substraty MEK a substrat pro MEK MAPK.

Termin “aktivuje” se tyka zvySovani bunééné funkce protein
kinazy. Funkci protein kinazy je nejlépe interakce s pfirozenym

vazebnym partnerem a zcela nejlépe katalyticka aktivita.

Termin “inhibuje” se tyk& sniZovani bun&&né funkce protein
kindzy. Funkci protein kindzy je nejlépe interakce s prirozenym

vazebnym partnerem a zcela nejlépe katalytickad aktivita.

Termin “moduluje” se také tyka zmény funkce protein kinazy
zvySenim nebo sniZenim pravdépodobnosti tvorby komplexu mezi
protein kindzou a p#irozenym vazebnym partnerem. Moduladéni
latka preferované zvy3uje pravdépodobnost tvorby takového
komplexu mezi protein kindzou a pfirozenym vazebnym partnerem,
vice preferovang zvySuje nebo sniZuje pravdépodobnost tvorby
takového komplexu mezi protein kinazou a pfirozenym vazebnym
partnerem v zavislosti na koncentraci slouceniny vystavené
protein kindze, a nejvice preferované snizZuje pravdépodobnost
tvorby takového komplexu mezi protein kinazou a pfirozenym

vazebnym partnerem.

Termin “komplex”™ se tyk& spojeni alespori dvou molekul
navazanych k sob&. Komplexy signalové transdukce Casto obsahuji
alespofi dvé proteinové molekuly navazané na sebe. Napriklad u
protein tyrosinové receptorové protein kindzy se spojuji slbiky
GRBZ, S0S, RAF a RAS =za wvzniku signdlniho transdukd&niho

komplexu v z&vislosti na mitogennim ligandu.

Termin “pfirozeny vazebny partner” se tykéd polypeptidll, které
se vazZi na protein kindzu v bufikdch. PYirozeni vazebni partneri
hraji roli v Sifeni signalu v procesu protein kindzové signdlni

transdukce. Zména v interakci mezi protein kindzou a pfirozenym
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vazebnym partnerem se mife sama manifestovat ve zvy8eni nebo
sniZeni pravdépodobnosti tvorby interakce, nebo ve zvy3eni nebo
sniZeni pravdé&podobnosti koncentrace komplexu protein
kindaza/prirozeny vazebny partner. Pfirozeny vazebny partner
protein kindazy se mazZe s vysokou afinitou vazat na
intracelulé&rni oblast protein kindzy. Vysoké afinita
pfredstavuje rovnovaZnou vazebnou konstantu v Ya4du 10°® M nebo
méné. Navic mbZe - pfirozeny vazebny partner pfechodné
interagovat s intraceluldrni oblasti protein kindzy a chemicky
ji modifikovat. P¥irozeni wvazebni partnefi protein kindzy jsou
vybrany ze skupiny, kterd obsahuje, ale neni omezena na SRC
homologni 2 (SH2) nebo 3 (SH3) domény, jiné fosforyl tyrosin
vazebné (PTB) domény, guaninové nukleotidové vyménné faktory,
protein fosfatdzy a dal3i kinazy. Metody uréeni zmén interakci
mezi protein kindzami a jejich pfirozenymi vazebnymi partnery

jsou snadno dostupné v oboru.

Termin “serin/threonin protein kindza"” se tykd enzymu
s aminokyselinovou sekvenci s alesponn 10% aminokyselinovou
identitou s jinymi enzymy, které fosforyluji proteiny na
serinovych nebo threoninovych reziduich. Serin/threonin protein
kindza katalyzuje vazbu fosfatu na proteiny pfes serinova nebo
threoninovd rezidua. Serin/threonin protein kindzy mohou

existovat jako membranové vazebné nebo cytosolické proteiny.

Zde uZivany termin “kontakt” se tykd smiSeni roztoku tvofehého
azabenzimidazolovou sloucCeninou, které Jje predmétem
pfedkladdaného vynalezu, s tekutym médiem pro inkubaci bunék.
Roztok obsahujici sloudeninu mfZe byt také tvoFen dalsi
komponentou, jako je naptiklad dimetylsulfoxid (DMSO), ktera
usnadfiuje vychytdni azabenzimidazolové slougeniny nebo
slouCenin do bunék, které jsou predm&tem predkladanych metod.
Roztok obsahujici azabenzimidazolovou slou&eninu miZe byt
pfidan k bunélnému inkubadnimu médiu za pouziti transportniho
zarizeni, Jjako je naptriklad zarizeni s pouZitim pipety &i

injek&ni st¥ikacky.
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Termin "azabenzimidazolova sloudenina” se tyka
azabenzimidazolové organické sloudeniny substituované

chemickymi substituenty. Azabenzimidazolové slouCeniny maji
obecny vzorec:

NN
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Termin “"substituovany" majici vztah k pfedkladaného vynalezu se
tyka azabenzimidazolové slouceniny, ktera je derivatizovana

jakymkoli mnoZstvim chemickych substituenty.

V preferované formd predklédaného vynadlezu se vynalez tvyka
metody modulace funkce serin/threonin protein kinazy, kde

protein kindzou je RAF.

RAF protein kinédza fosforyluje cilové proteiny na serinovych
nebo threoninovych reziduich. Jednim takovym cilovym proteinem

je protein kindza (MEK), ktera fosforyluje a nasledng aktivuje

- mitogenem aktivovanou protein kindzu (MAPK). RAF sama O sobé je

aktivovdna membranové vazanym gquanin trifosfat hydrolyzujicim
enzymem RAS v odpové&di na mitogenem stimulované receptorové
protein tyrosin kinazy, jako jsou napriklad receptor - pro
epidermélni rlstovy faktor (EGFR) a receptor pro z krevnich

desticdek derivovany r@stovy faktor (PDGFR) .

Pomoci metod, které jsou pfedmétem predkladaného vynalezu, lze
detekovat sloueniny, které moduluji funkci protein kindzy RAF
v bunkdch. RAF fosforyluje protein kinazu (MEK), ktera dale
fosforyluje mitogenem aktivovanou protein kinazu (MAPK) .

Analyzy, které monitoruji pouze fosforylaci MEK prostfednictvim
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RAF nejsou citlivé, protoZe stupet fosforylace MEK neni
vyznamny. Aby se pfekonal tento problém senzitivity, Je
v predkladaném vyndlezu sledovéna fosforylace MEK i MAPK. MAPK
fosforyladni signdl nasobi MEK fosforylaéni signal a umoZiiuje
sledovat RAF dependentni fosforylaci, nap¥iklad pomoci enzymove
vazané imunosorpéni analyzy (ELISA). Analyéa; kterd Je
pfedmétem predkladaného vynalezu je navic provadéna
vysokokapacitné, coz umoZnuje rychlou monitoraci  mnoha

slouCenin v kratkém Gasovém useku.

V dal3im aspektu popisuje vynalez metodu identifikace
sloucenin, které moduluji funkci serin/threonin protein kinaz.

Tato metoda je tvorena kroky kontaktu bundk exprimujicich

serin/threonin protein kindzu se sloufeninou a monitoraci

efektu na burikach.

Termin “monitorace” se tykd pozorovani adinku po pridéani
slouCeniny k buifikdm, které jsou predmétem predkladané metody.
U¢inek se miZe manifestovat zm&nou bund&ného fenotypu, buné&éné
proliferace, katalytické aktivity protein kindzy, nebo zmé&nou

interakce mezi protein kindzou a prirozenym vazebnym partnerem.

Termin “efekt” popisuje zm&nu nebo chyb&ni zmény v bun&&ném

fenotypu nebo buné&éné proliferaci. “"Efekt” miZe také popisovat

~zménu nebo chyb&ni zmé&ny katalytické aktivity protein kinazy.

"Efekt” mbZe také popisovat zmé&nu nebo chybé&ni zm&ny interakce

mezi protein kindzou a prirozenym vazebnym partnerem.

Preferovana forma predkladdaného vynadlezu se tyka metody
identifikace slouenin, které moduluji funkci serin/threonin
protein kindzy, kde efektem je zmé&na nebo absence zmény

v bunélném fenotypu.

Termin “bunélny fenotyp” se tykd vn&j3iho vzhledu buiiky nebo
tkan&, nebo funkce bufiky nebo tkan&. Prikladem bun&éného

fenotypu jsou velikost builky (zmen3eni nebo zvét3eni), bun&&néa
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proliferace (zvySeni nebo sniZeni pod&tu bunék), buné&d&néa

diferenciace (zména nebo absence zmé&ny ve tvaru bunky), preZiti
buniky, apoptéza (bun&&nid smrt), nebo utilizace netabolicchh
zivin (nap¥. vychytavani glukézy). Zmé&ny nebo absence zmén
v bunééném fenotypu Jjsou snadno m&Fitelné pomoci technik

znédmych v oboru.

V dalsi preferované form& predkladaného vynalezu se vynalez
tykd metody 1identifikace sloudenin, které moduluji funkci
serin/threonin protein kinazy, kde efektem je zména nebo

absence zmén v bunédéné proliferaci.

Termin "bun&&nd proliferace” se tyka stupné bund&dného d&leni
skupiny bunék. Polet bunék rostoucich v nadobce miZfe byt
kvantifikovdn osobou znalou oboru, kdy tato osoba vizudlné
odeCita pocCet buné&k v definovaném objemu za pouZiti b&Zného
svételného mikroskopu. Alternativné miZe byt stupenl bunécné
proliferace kvantifikovan laboratornim za?izenim, které opticky

nebo konduk&né mé&¥i denzitu bun&k v prisludném médiu.

V dalsi preferované formé& predkladaného vyndlezu se vynalez
tyka metody identifikace slou&enin, které moduluji funkci
serin/threonin protein kinazy, kde efektem je zména nebo

absence zmény interakce mezi serin/threonin protein kinazou a

_prirozenym vazebnym partnerem.

Termin “interakce” v kontextu predkladaného vynalezu, popisuje
komplex vytvofeny mezi intracelularni oblasti protein kinazy a
prirozenym vazebnym partnerem nebo slouceninou. Tefmin
“interakce” miZe byt také roz3ifen na komplex vytvoreny mezi
slouCeninou, kterd Jje predm&tem predkladaného vynalezu, a
intraceluldrnimi a extraceluldrnimi oblastmi studované protein
kinazy. ACkoli cytosolickd protein kindza nemi extracelurni
oblast, receptorova protein kinaza obsahuje oblast

extraceluldrni i intracelulédrni.
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Zde pouZivany termin “intraceluldrni oblast” se tykd ¢&éasti
protein kinazy, kterd existuje uvnit? buiiky. Zde pouZivany
termin “extraceluldrni oblast” se tyka Ca&sti protein kinazy,

kterd existuje vné& buiky.

V preferované formé predkléddaného vynadlezu se vynalez tykéa
metody identifikace sloucenin, které moduluji funkci
serin/threonin protein kindzy. Tato metoda se dale sklada
z nasledujicich krokl: a) 1yzy bundk za udelem ziskani lyzatu
obsahujiciho serin/threonin protein kinazu; b) adsorpce
serin/threonin protein kindzy na protildtku; <c) inkubace
adsorbované serin/threonin protein kindzy se substridtem nebo
substraty; a d) adsorpce substratu nebo substratd na pevnou
matrici nebo protildtku. Krok monitorace efektu na bunky se
sklada z méreni koncentrace fosfatu v substréatu nebo

substratech.

Zde pouZivany termin “lyza” se tyka metody disrupce integrity
bunky, ¢&imZ dochazi k uvoln&ni wvnit#niho prostrfedi. Bunélné
lyzy je moZno dosdhnout mnoha zplsoby zndmymi osobam zkuSenym
v oboru. Jednd se nejlépe o sonikaci nebo o jiné techniky
urCené k rozbijeni bund&k a zcela nejlépe o detergentni

techniky.

Zde pouZivany termin “protilatka” se tyk& bilkovinné molekuly,
ktera se specificky vaZe na protein kindzu. Protilatka se
preferované vaZe na Jjednu t#idu protein kindzy a zcela

preferované se vaZe k RAF protein kindze.

Zde pouZivany termin “specificky se vaZe" se tykd protilatky,
ktera se véZe na protein kindzu s vy33i afinitou ne? jinéd
protein kindza nebo bun&fn& bilkovina. Protilatka, kterad se
specificky va&Ze na protein kindzu, vaZe v&t3i mno¥stvi
specifické protein kindzy neZ jakdkoli jina protein kin&za nebo

buné&é&néd bilkovina.
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Zde pouzivany termin “adsorpce” se tykd vazby molekuly
k povrchu protildtky nebo pevné matrice. Prikladem pevnych
matric je chemicky modifikované celuldza, jako je napriklad
fosfoceluléza a nylon. Protilétky mohou byt navazany na pevné
matrice za pouZiti technik dobtre znamym osobam znalym oboru.
Viz napf. Harlo a Lane, Antibodies, A Laboratory Manual, 1989,

Cold Spring Harbor Laboratories.

Zde pouZivany termin “m&Feni koncentrace fosfatu® se tyka
technik b&Zn€ zndmym osobdm znalym oboru. Tyto techniky
zahrnuji kvantifikaci koncentrace fosfatu v substratu nebo
urceni relativnich mnoZstvi fosfatu v substratu. Tyto techniky
mohou zahrnovat adsorpci substratu na membranu a detekci

mnozstvi fosfatu v substratu pomoci m&Zeni radioaktivity.

V dalsi preferované form& predkladaného vynalezu se vynalez
tykd metody identifikace sloulenin, které moduluiji funkci
serin/threonin protein kindzy. Tato metoda se dale sklada
z nasledujicich krokt: a) 1lyzy bundk za tdelem ziskani lyzéatu
obsahujiciho RAF; b) adsorpce RAF na protilatku; c¢) inkubace
adsorbované RAF s MEK a MAPK; a d) adsorpce MEK a MAPK na
pevnou matrici nebo protilatku. Krok m&¥eni efektu na buiiky se

sklada z monitorace koncentrace fosfatu v MEK a MAPK.

V preferované form& predklddaného vyndlezu se vynalez tyké

metody identifikace sloucenin, které moduluji funkci
serin/threonin protein kindzy. % této metodé& ma
azabenzimidazolova sloucenina strukturu definovanou‘ v

pfedkladaném vyndlezu vzorci I, II nebo ITII, nebo v jakékoli

podskupiné sloudenin definovanych vzorci I, II nebo III.

Termin “slouCenina” se tyk& sloudeniny nebo jeji farmaceuticky
pfijatelné soli, esteru, amidu, proléku, izomeru nebo

metabolitu.
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Termin “farmaceuticky prijatelna s8l” se tykd formulace
slouc€eniny, ktera nenarusuje biologickou aktivitu a vlastnosti
vychozi slouCeniny. Farmaceutické soli mohou byt ziskany reakci
slouceniny, které je pfedmé&tem predkladaného vynalezu
S anorganickymi nebo organickymi kyselinami, jako je naptiklad
kyselina chlorovodikovéa, bromovodikov4, sirova, dusicénég,
fosforeéns, metansulfonova, etansulfonovi, p-toluensulfonovs,

salicylova a podobné.

Termin "prolék” se tyka latky, kterd je prem&ndna na vlastni
acinny 1lék za podminek in vivo. Proléky mohou byt v né&kterych
situacich aplikovany snadnéji ne? vlastni u&inné léky. Prolék
miZe byt napriklad biodostupny po perordlnim podani, zatimco
vlastni ac¢inny 1lék biodostupny neni, nebo mife 1ék ve formé
proléku byt lépe rozpustny a mlZe byt tak aplikovan

intravenézni cestou.

V dalsi preferované form& predkladaného vyndlezu se vynalez
tykd metody identifikace slouCenin, které moduluiji funkci
serin/threonin protein kindzy a kde azabenzimidazolova
slouCenina m& strukturu definovanou v predkladaném vyndlezu
vzorci I, II nebo III, kde azabenzimidazolovd sloudenina je

vybrana ze skupiny tvofené SABI sloudeninami.

Termin "SABI slouceniny” se tykd skupiny azabenzimidazolovych
slouCenin majicich strukturu definovanou v predklédaném
vynalezu vzorci A nebo B, a &islovani A-1 aZ A-198 podle

nasledujici tabulky:

(A) H {B) H
H H H
XN N
)= (T b
R\ P R\ = 0
T WT TN xS TN
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Slou¢enina R; X, Ry Z3

&.

A-1 Fenyl 0 - -
A-2 Fenyl S - -
A-3 Fenyl 0 Metyl 0
A-4 Fenyl 0 Etyl 0
A-5 2-nitrofenyl 0 - -
A-6 3-nitrofenyl 0 - -
A-7 4-nitrofenyl 0 - -
A-8 2-chlorofenyl 0 - -
A-9 3-chlorofenyl 0 - -
A-10 4-chlorofenyl 0 - -
A-11 2-metylfenyl 0 - -
A-12 3-metylfenyl o) - -
A-13 4-metylfenyl ] - -
A-14 2-fluorofenyl 0 - -
A-15 3~fluorofenyl 0 - -
A-16 4-fluorofenyl 0 - -
A-17 2-(trifluorometyl) fenyl ) - -
A-18 3-(trifluorometyl) fenyl o) - -
A-19 4-(trifluorometyl) fenyl 0 - -
A-20 2~metoxyfenyl 0 - -
A-21 3-metoxyfenyl 0 - -
A-22 4-metoxyfenyl 0 - -
A-23 2-karboxyfenyl 0 - -
A-24 3-karboxyfenyl 0] - -
A-25 4-karboxyfenyl 0] - ~
A-26 2-nitrofenyl S - -
A-27 3-nitrofenyl S - -
A-28 4-nitrofenyl S - -
A-29 2-chlorofenyl S - -
A-30 3-chlorofenyl S - -
A-31 4-chlorofenyl S - -
A-32 2-metylfenyl S - -
A-33 3-metylfenyl S - -
A-34 4-metylfenyl S - -
A-35 2-fluorofenyl S - -
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A-36 3-fluorofenyl S - -
A-37 4-fluorofenyl S - -
A-38 2-(trifluorometyl) fenyl S - -
A-39 3-(trifluorometyl) fenyl S - -
A-40 4-(trifluorometyl) fenyl S - -
A-41 2-metoxyfenyl S - -
A-42 3-metoxyfenyl S - -
A-43 4-metoxyfenyl S - -
A-44 2-karboxyfenyl S - -
A-45 3-karboxyfenyl S - -
A-46 4-karboxyfenyl S - -
A-47 Fenyl NH - -
A-48 2-nitrofenyl NH - -
A-49 3-nitrofenyl NH - -
A-50 4-nitrofenyl NH - -
A-51 2-chlorofenyl NH - -
A-52 3-chlorofenyl NH - -
A-53 4-chlorofenyl NH - -
A-54 2-metylfenyl NH - -
A-55 3-metylfenyl NH - -
A-56 4-metylfenyl NH - -
A-57 2-fluorofenyl NH - -
A-58 3-fluorofenyl NH - -
A-59 4-fluorofenyl NH - -
A-60 2-(trifluorometyl) fenyl NH - -
A-61 3-(trifluorometyl) fenyl NH - -
A-62 4-(trifluorometyl) fenyl NH - -
A-63 2-metoxyfenyl NH - -
A-64 3-metoxyfenyl NH - -
A-65 4-metoxyfenyl NH - -
A-66 2-karboxyfenyl NH - -
A-67 3-karboxyfenyl NH - -
A-68 4-karboxyfenyl NH - -
A-69 2-nitrofenyl Metyl
A-70 3-nitrofenyl Metyl
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A-T71 4-nitrofenyl 0 Metyl 0
A-72 2-chlorofenyl 0 Metyl 0
A-73 3~-chlorofenyl 0 Metyl o)
A-T74 4-chlorofenyl 0 Metyl 0
A-75 2-metylfenyl 0 Metyl 0
A-76 3—metylfenyl 6] Metyl 0
A-T717 4-metylfenyl 0 Metyl 0]
A-78 2-fluorofenyl 0 Metyl 0]
A-79 3-fluorofenyl 0 Metyl 0
A-80 4-fluorofenyl 0 Metyl o]
A-81 2-(trifluorometyl) fenyl 0 Metyl 0
A-82 3-(trifluorometyl) fenyl 0 Metyl 0
A-83 4-(trifluorometyl) fenyl 0 Metyl 0
A-84 2-metoxyfenyl- 0 Metyl 0
A-85 3—metoxyfenyl 0 Metyl 0]
A-86 4-metoxyfenyl 0 Metyl 0]
A-87 2-karboxyfenyl 0 Metyl 0)
A-88 3-karboxyfenyl 0 Metyl 0
A-89 4-karboxyfenyl 0 Metyl 0
A-90 Fenyl S Metyl 0
A-91 2-nitrofenyl S Metyl 0
A-92 3-nitrofenyl S Metyl 0
A-93 4-nitrofenyl S Metyl 0
A-94 2-chlorofenyl S Metyl 0
A-95 3-chlorofenyl S Metyl 0
A-96 4-chlorofenyl S Metyl 0
A-97 2-metylfenyl S Metyl 0
A-98 3-metylfenyl S Metyl 0
A-99 4-metylfenyl S Metyl 0
A-100 2-fluorofenyl S Metyl 0
A-101 3-fluorofenyl S Metyl 0
A-102 4-fluorofenyl S Metyl 0]
A-103 2-(trifluorometyl) fenyl S Metyl 0
A-104 3-(trifluorometyl) fenyl S Metyl 0
A-105 4-(trifluorometyl) fenyl S Metyl 0




LR

en

IS B S I
16 oooa’oo' .uc."oo. 'QQ..OO.
Slou&enina Ry X Ry Zs
&.
A-106 2-metoxyfenyl S Metyl 0
A-107 3~-metoxyfenyl S Metyl 0
A-108 4-metoxyfenyl S Metyl 0]
A-109 2-karboxyfenyl S Metyl 0
A-110 3-karboxyfenyl S Metyl 0
A-111 4-karboxyfenyl S Metyl 0
A-112. Fenyl NH Metyl 0
A-113 2-nitrofenyl NH Metyl 0
A-114 3-nitrofenyl NH Metyl 0
A-115 4-nitrofenyl NH Metyl 0]
A-116 2-chlorofenyl NH Metyl 0
A-117 3~chlorofenyl NH Metyl 0
A-118 4-chlorofenyl NH Metyl 0
A-119 2-metylfenyl NH Metyl o)
A-120 3-metylfenyl NH Metyl 0
A-121 4-metylfenyl NH Metyl 0
A-122 2-fluorofenyl NH Metyl 0
A-123 3-fluorofenyl NH Metyl 0]
A-124 4-fluorofenyl NH Metyl 0
A-125 2-(trifluorometyl) fenyl NH Metyl 0
A-126 3-(trifluorometyl) fenyl NH Metyl o)
A-127 4-(trifluorometyl) fenyl NH Metyl 0
A-128 2-metoxyfenyl NH Metyl o
A-129 3-metoxyfenyl NH Metyl -0
A-130 4-metoxyfenyl NH Metyl 0
A-131 2-karboxyfenyl NH Metyl 0
A-132 3-karboxyfenyl NH Metyl 0
A-133 4-karboxyfenyl NH Metyl . 0
A-134 2-nitrofenyl 0 Etyl 0
A-135 3-nitrofenyl 0 Etyl 0
A-136 4-nitrofenyl 0 Etyl 0
A-137 2-chlorofenyl 0 Etyl 0
A-138 3~-chlorofenyl 0 Etyl 0
A-139 4-chlorofenyl 0 Etyl 0
A-140 2-metylfenyl 0 Etyl 0




HAPTOSUNE- S-S S-S

IR AR IR IR

17 ces ee er ue o’ Yas

Slouc¢enina R, X1 Ry 25

c.

A-141 3-metylfenyl 0 Etyl 0
A-142 4-metylfenyl 0 Etyl 0
A-143 2~-fluorofenyl 0 Etyl 0
A-144 3—fluorqfenyl 0 Etyl 0
A-145 4-fluorofenyl 0 Etyl - 0
A-146 2-(trifluorometyl) fenyl 0 Etyl 0]
A-147 3-(trifluorometyl) fenyl 0 Etyl 0
A-148 4-(trifluorometyl) fenyl 0 Etyl 0
A-149 2-metoxyfenyl 0 Etyl 0
A-150 3-metoxyfenyl 0 Etyl 0
A-151 4-metoxyfenyl 0 Etyl 0]
A-152 2-karboxyfenyl 0 Etyl 0
A-153 3-karboxyfenyl 0 Etyl o]
A-154 4-karboxyfenyl 0 Etyl o
A-155 Fenyl S Etyl 0]
A-156 2-nitrofenyl S Etyl 0
A-157 3-nitrofenyl S Etyl 0
A-158 4-nitrofenyl S Etyl 0
A-159 2-chlorofenyl S Etyl 0
A-160 3-chlorofenyl S Etyl 0
A-161 4-chlorofenyl S Etyl 0
A-162 2-metylfenyl S Etyl 0
A-163 3-metylfenyl S Etyl 0
A-164 4-metylfenyl S Etyl -0
A-165 2-fluorofenyl S Etyl 0
A-166 3~fluorofenyl S Etyl 0
A-167 4-fluorofenyl S Etyl 0
A-168 2-(trifluorometyl) fenyl S Etyl 'O
A-169 3-(trifluorometyl) fenyl S Etyl 0
A-170 4-(trifluorometyl) fenyl S Etyl 0
A-171 2-metoxyfenyl S Etyl o)
A-172 3-metoxyfenyl S Etyl 0]
A-173 4-metoxyfenyl S Etyl 0
A-174 Z2-karboxyfenyl S Etyl 0
A-175 3-karboxyfenyl S Etyl (0]
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A-176 4-karboxyfenyl S Etyl 0
A~-177 Fenyl NH Etyl 0
A-178 2-nitrofenyl NH Etyl 0
A-179 3-nitrofenyl NH Etyl 0
A-180 4-nitrofenyl NH Etyl 0
A-181 2~chlorofenyl NH Etyl 0
A-182 3-chlorofenyl NH Etyl 0
A-183 4-chlorofenyl NH Etyl 0]
A-184 2-metylfenyl NH Etyl 0
A-185 3-metylfenyl NH Etyl 0
A-186 4-metylfenyl NH Etyl 0
A-187 2-fluorofenyl NH Etyl 0
A-188 3-fluorofenyl NH Etyl 0
A-189 4-fluorofenyl NH Etyl 0
A-190 2-(trifluorometyl) fenyl NH Etyl 0
A-191 3-(trifluorometyl) fenyl NH Etyl o]
A-192 4-(trifluorometyl)fenyl NH Etyl 0
A-193 2-metoxyfenyl NH Etyl )
A-194 3-metoxyfenyl NH Etyl 0
A-195 4-metoxyfenyl NH Etyl 0]
A-196 2-karboxyfenyl NH Etyl 0
A-197 3-karboxyfenyl NH Etyl 0
A-198 4-karboxyfenyl NH Etyl 0

IT. Metody prevence nebo 1léCby abnormalnich stavi

V dalsim aspektu se vyndlez tykd metody prevence nebo 1é&by
abnormalnich stavli u organisml. Tato metoda je tvofena podanim
sloudeniny,

je zde specifikovéna vzorci I,

dodrZeni omezeni zde popsanych.

kterd je predmétem predkladdaného vynalezu a ktera

IT a III, témto organismim =za
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Termin “organismus” se tyka jakékoli entity tvorené alespon
jednou buiikou. Organismus mize byt Jjednoduché& eukaryoticka
bufika nebo komplexni organismus jako je nap¥iklad savec.
V preferovanych form&ch predkladaného vynalezu se organismus

vztahuje na &lov&ka nebo savce.

Termin “prevence” se tyka metody, ktera je predmétem
predkladaného vyndlezu, a ktera vede ke sniZeni
pravdépodobnosti nebo k eliminaci moZnosti rozvoje abnormalniho

stavu u organismu.

Termin “lé¢ba” se tykd metody, ktera je predmétem predkladaného
vynadlezu, a kterd m& terapeuticky u&inek a alesponl Castednd

zmirfluje abnormdlni stavy organismu.

Termin “terapeuticky efekt” se tyk& inhibice bun&&ného réstu
zplsobujiciho nebo spolu podiliciho se na abnormilnim stavu.
Termin “terapeuticky efekt” se také tyka inhibice rlstovych
faktorl zplsobujicich nebo spolu podilicich se na abnormilnim
stavu (napf. na nadorovém onemocné&ni). Terapeuticky efekt
zmirfiuje do ur¢ité miry jeden nebo vice symptoml abnormdlniho
stavu. S ohledem na terapii nadorovych onemocnéni se
terapeuticky efekt tykd jednoho nebo vice bodd z nasledujicich:
a) zmenSeni velikosti nadoru; b) inhibice (tj. zpomaleni nebo
.zastaveni) metastaz nadorového onemocnéni; c) inhibice
nadorového r&stu; a d) wurcitého zmirnd&ni jednoho nebo vice
priznakua spojenych S abnorm&lnim stavem. V pfedkladaném
vyndlezu Jjsou identifikovany sloueniny vykazujici u¢innost
proti leukémiim, které zpomaluji nebo sniZuji bun&nou

proliferaci nebo bun&&ny rist, adkoli neinhibuji metastézovani.

Termin “abnormdlni stav” se tyka funkce bundk nebo tkani
organismu, kterd se odchyluje od jejich normdlni funkce
v organismu. Abnormdlni stav se tykd bund&né proliferace,

buné¢né diferenciace nebo preZivani bunék.
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Aberantni stavy bun&&né proliferace zahrnuji nadory, Jjako
napriklad nadory fibrotického a mezangidlniho pavodu,
abnorm&lni angiogenezi a vaskulogenezi, hojeni ran, pSoriézu,

diabetes mellitus a z&ndty.

Aberantni stavy buné&&né diferenciace zahrnuji, ale nejsou
omezeny na neurodegenerativni onemocn&ni, pomalé hojeni ran a

techniky transplantace tkéani.

Aberantni stavy preZivani bun&k zahrnuji stavy, u kterych Je
aktivovadna nebo odstran&na metabolickd cesta programované
bunééné smrti (apoptéza). S apoptédzou je spojena celd rada
protein kin&z. Aberace funkce jakékoli protein kindzy mbGZe vést

k nesmrtelnosti buiriky nebo k jejimu pfedCasnému odumrti.

Bunécnd proliferace, diferenciace a pfeZivani jsou fenomény,
které mohou byt jednodule m&reny pomoci metod znamych v oboru.
Tyto metody mohou zahrnovat pozorovani poCtu bunék nebo jejich

vzhledu pod mikroskopem v daném &ase (napriklad dny).

Termin "podani” se obecn& tykad aplikace slouceniny do organismu
a specificCt&ji metody inkorporace slouc¢eniny do bun&k nebo
tkani organismu. Rozvoji abnormdlniho stavu mise byt zabrénéno,
nebo miZe byt 1léden za podminky existence bunék nebo tkani
v organismu i mimo né&j. Bufiky existujici mimo organismus mohou
byt udrZoviny nebo kultivovany v miskach pro bunééné kultury.
Pro bunky existujici v organismu existuje mnoho technik podéani
sloucenin vCetné {ale neomezujici se na) peroralni,
parenteralni, dermdlni a injek&ni podani, nebo aplikaci vwve
formé& aerosolu. Pro buiky existujici wvné organismu existuje
mnoho technik pro podani sloudenin vdetn& (ale neomezuijici se
na) techniky buné&&né mikroinjikace, transformadni a nosicové

techniky.

V preferované form& p#edkladaného vyndlezu se vyndlez tyka

metody prevence nebo 1é&by abnormdlnich stava u organismu, kde
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azabenzimidazolova sloucenina ma strukturu definovanou
v predkladaném vyndlezu vzorci I, II nebo ITI, nebo jakoukoli

jejich podskupinou.

V dalsi preferované formé& predkladaného vynalezu se vynalez
tykéd metody prevence nebo 1lé3by abnormalnich stavi u organismu,
kde azabenzimidazolova sloulenina je vybrana ze skupiny tvorené

SABI sloueninami.

V dalsi preferované form& predkladaného vyndlezu se vynalez
tykd metody prevence nebo 1é&by abnormélnich stavid u organismu,

kde organismem je savec.

Termin “savec” se tykd preferovan& organismd jako jsou mysi,
krysy, morata, a kozy, lépe v3ak opic, a zcela nejlépe
Clovéka.

V dal8i preferované form& predkladaného vynalezu se vynélez
tykd metody prevence nebo 1é&by abnormalnich stavd u organismu,

kde abnormalnim stavem je nadorové nebo fibrotické onemocné&ni.

V dal8i preferované formé& predkladaného vyndlezu se vynélez
tyka metody prevence nebo 1é&by abnormalnich stava u organismi,
kde nadorové onemocnéni pat¥i do skupiny tvoFené nadory plic,
-ovarii, prsu, mozku, intraaxidlnimi mozkovymi nadory, nadory

stfeva, prostaty, sarkomy, Kaposiho sarkomy, melanomy a gliomy.

V dal8i preferované form& piredkléddaného vynalezu se vyndlez
tyka metody prevence nebo 1é&by abnormidlnich stavd u organismu,
kde je metoda pouZita u abnormalnich stavd spojenych s poruchou
signalové transdukce charakterizované interakci mezi

serin/threonin protein kindzou a pfirozenym vazebnym partnerem.

Termin “"signdlovd transdukce” se tykd 3ireni signalu. Obecné& se
jednd o preneseni extracelularniho signalu pfes bunéénou

membranu tak, Ze se z n&j stane signal intracelulédrni. Tento
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signal miZe poté stimulovat bun&&nou odpovéd. Tento termin také
zahrnuje signaly, které jsou Si¥eny p¥imo v bufice. Peptidové
molekuly, které GCinkuji v procesech sign&lové transdukce jsou
typicky receptorové nebo non-receptorové protein kinazy,
receptorové nebo non-receptorové protein fosfatazy,

nukleotidové vym&nné faktory a transkrip&ni faktory.

Termin “aberace”™ ve spojeni s procesem signalové transdukce se
tyka protein kindzy, kterd je zvy3end, nebo sniZené exprimovana
v organismu, zmutovana tak, Ze Jjeji katalytickd aktivita e
nizsi nebo vy33i neZ aktivita pFrirozené protein kindzy, nebo
zmutovana tak, Ze nemlZe dojit k interakci s p¥irozenym
vazebnym partnerem, nebo nemiZe byt modifikovana jinou protein

kinazou nebo protein fosfatazou.

Termin “podpora nebo naruSeni abnorm&lni interakce” se tyka
metody tvorené podanim sloucdeniny, kterd Jje predmé&tem
predkladaného vynadlezu builkdm nebo do tkdni organismu.
SlouCenina mlZe podporovat interakci mezi protein kindzou a
pfirozenymi vazebnymi partnery pomoci interakci s mnoha atomy
na rozhrani komplexu. Slouenina miZe alternativn& inhibovat
interakci mezi protein kindzou a pfirozenymi vazebnymi partnery
vytvofenim vhodnych interakci mezi atomy na rozhrani komplexu.
V dalsi preferované formé& predkladaného vynadlezu se vynalez
tykd metody prevence nebo 1é&by abnormalnich stavi u organismu,

kde serin/threonin kindzou je RAF.

ITI. SlouCeniny a farmaceutické preparaty, které jsou

pfedmétem predkladdaného vynalezu

V dalsim  aspektu se vynalez tyka azabenzimidazolovych
sloucCenin, které maji strukturu definovanou vzorci I, II nebo
ITI:
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(vi)

(vii)

R3 a Ry jsou nezavisle vybrany ze skupiny tvorené
vodikem;

nasycenym nebo nenasycenym alkylem;

NX2X3, kde X, a X3 jsou nezavisle vybrany ze
skupiny tvorené vodikem, nasycenym nebo nenasycenym
alkylem a homocyklickym nebo heterocyklickym kruhem;

Halogenem nebo trihalometylovou skupinou;

Ketonem charakterizovanym vzorcem -CO-X4, kde X,
je vybran ze skupiny tvorené vodikem, alkylem a
homocyklickym nebo heterocyklickym kruhem;

Karboxylovou kyselinou Charakterizovanou vzorcem
~(Xs5)n~COOH, nebo esterem charakterizovanym vzorcem -
(X6) n=COO-X7,

ze

kde Xs, X¢ a X7 jsou nezavisle vybrany

skupiny tvorené alkylem a homocyklickym nebo
heterocyklickym kruhem, a kde n je 0 nebo 1;
Alkoholem - (Xa)n—OH/

nebo -(Xg)y-0-Xy, kde Xg a X, Jjsou nezavisle vybrany

charakterizovanym vzorcem

ze skupiny tvorené vodikem, nasycenym nebo
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nenasycenym alkylem a homocyklickym nebo

heterocyklickym kruhem, a kde kruh je voliteln&
substituovany jednim nebo vice substituenty
nezavisle vybranymi =ze skupiny tvofrené alkylem,
alkoxy, halogen, trihalometyl, karboxyldt, nitro a
esterovou skupinou, a kde n je 0 nebo i;

Amidem charakterizovanym vzorcem -NHCOXio, kde X10
je vybran ze skupiny tvofené alkylem, hydroxylem a
homocyklickym nebo heterocyklickym kruhem, a kde
kruh je volitelné& substituovany jednim nebo dvémi
substituenty nezavisle vybranymi ze skupiny tvofené
alkylem, alkoxy, halogen, trihalometyl, karboxylat,
nitro a esterovou skupinou;

—S02NX11X12, kde X33 a X2 jsou vybrany ze skupiny
tvorené wvodikem, alkylem a homocyklickym nebo
heterocyklickym kruhem; |

homocyklickym nebo heterocyklickym kruhem
voliteln& substituovanym jednim, dvé&mi, nebo tremi
substituenty nezivisle vybranymi ze skupiny tvorené
alkylem, alkoxy, halogen, trihalometyl, karboxylat,
nitro a esterovou skupinou;

aldehydem charakterizovanym vzorcem -CO-H; a

sulfonem charakterizovanym vzorcem -S0,X;3, kde X13
je vybran ze skupiny tvo¥ené nasycenym nebo
nenasycenym alkylem a homocyklickym . nebo

heterocyklickym kruhem;

Z1 a Z; Jjsou nezdvisle vybrany ze skupiny tvorené dusikem,

sirou,

kyslikem, NH, NRy; za pF¥edpokladu Ze jeden ze Z; a Z,

je dusik, NH, nebo NRs, potom druhy Z; a Z, je dusik, sira,
kyslik, NH, nebo NRy; a
Z3 a X; jsou nezdvisle vybrany ze skupiny tvofené dusikem,

sirou a kyslikem.
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Termin “nasyceny alkyl” se tykd alkylové skupiny, ktera
neobsahuje alkenovou ani alkynovou skupinu. Alkylova skupina

miZe byt vé&tvend nebo nevdtven&.

Termin “nenasyceny alkyl™ se tykd& alkylové skupiny, ktera
obsahuje alespoil jednu alkenovou nebo alkyﬁovou skupinu.

Alkylova skupina miZe byt v&tvend nebo nevétvena.

Termin "amin” se tyk& chemické skupiny charakterizbvané vzorcem
NRiRz, kde R; a Ry jsou nezavisle vybrany ze skupiny tvotené
vodikem, nasycenym nebo nenasycenyﬁ. alkylem a homocyklickym
nebo heterocyklickym kruhem, kde kruh Jje volitelné
substituovany jednim nebo vice substituenty nezavisle vybranymi
ze skupiny tvotené alkylem, halogenem, trihalometyl,

karboxylat, nitro a esterovou skupinou;

Termin “aryl™ se tykd aromatické skupiny, kterd ma& alespoil
jeden kruh s m elektronovym systémem a =zahrnuje karbocyklické
(napf. fenyl) i heterocyklické arylové skupiny (nap?. pyridin).
Termin karbocyklicky se tyk& slouCeniny, kterd obsahuje jednu
nebo vice kovalentné& uzavfenych kruhovych struktur, a kde atomy
tvofici patefr kruhu jsou vZdy uhlikové atomy. Termin timto
rozliSuje karbocyklické kruhy od heterocyklickych, v kterych
patef kruhu obsahuje alespoil jeden atom, ktery neni uhlikem.
‘Termin “heteroaryl” se tyk& arylové skupiny, kterd obsahuje

alespon jeden heterocyklicky kruh.

Termin “halogen™ se tyk& atomu vybraného ze skupiny tvorené

fluorem, chlorem, bromem a jodem.

Termin “keton™ se tykd chemické skupiny charakterizované
vzorcem -(R)n-CO-R", kde R a R° Jjsou nezavisle vybrany ze
skupiny tvofené nasycenym nebo nenasycenym alkylem a

homocyklickym nebo heterocyklickym kruhem, kde n je 0 nebo 1.
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Termin “karboxylovd kyselina” se tykd chemické skupiny
charakterizované vzorcem - (R)n-COOH, kde R je vybran ze skupiny
tvorené nasycenym nebo nenasycenym alkylem a homocyklickym nebo
heterocyklickym kruhem, kde n je 0 nebo 1.

Termin “ester” se tykd chemické skupiny cﬁarakterizované
vzorcem -—(R)n-COOR", kde R a R’ jsou nezavisle vybrany ze
skupiny tvorené nasycenym nebo nenasycenym alkylem a
homocyklickym nebo heterocyklickym kruhem, kde n je 0 nebo 1.

Termin “alkohol™” se tvka chemického substituentu
charakterizovaného vzorcem -ROH, kde R je vybran ze skupiny
tvofené vodikem, nasycenym nebo nenasycenym alkylem a
homocyklickym nebo heterocyklickym kruhem, kde kruh Je
voliteln& substituovany jednim nebo vice Substituenty nezavisle
vybranymi ze skupiny tvofrené alkylem, halogenem, trihalometyl,

karboxylat, nitro a esterovou skupinou.

Termin “amid” se tyka chemického substituentu
charakterizovaného vzorcem -NHCOR, kde R je vybran ze skupiny
tvofené vodikem, alkylem, hydroxylem a homocyklickym nebo
heterocyklickym kruhem, kde kruh je voliteln& substituovany
jednim nebo vice substituenty nezavisile vybranymi ze skupiny
tvorené alkylem, halogenem, trihalometyl, karboxylat, nitro a

esterovou skupinou.

Termin “"alkoxy skupina” se tykad chemického substituentu
charakterizovaného vzorcem -OR, kde R je vodik nebo nasyceny Ci

nenasyceny alkyl.

Termin “aldehyd” se tykd chemické skupiny charakterizované
vzorcem -(R)n-CHO, kde R je vybran ze skupiny tvotrené nasycenym
nebo nenasycenym alkylem a homocyklickym nebo heterocyklickym

kruhem, a kde n je 0 nebo 1.

[ XX Y]
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Termin “sulfon” se tyk& chemické skupiny charakterizované
vzorcem -S0,-R, kde R je vybran ze skupiny tvofené nasycenym
nebo nenasycenym alkylem a homocyklickym nebo heterocyklickym

kruhem.

V dalsi preferované formé& predkladaného vynélézu se vynéalez
tykd azabenzimidazolovych sloudenin, které maji strukturu
charakterizovanou v predkléadaném vynalezu vzorcem I, II, nebo
III, kde Z; a Z, jsou nezivisle vybrany ze skupiny obsahujici
vodik a NH.

V dalsi preferované form& predkladaného vyndlezu se vynalez
tykad azabenzimidazolovych 'slouéenin, které maji strukturu
charakterizovanou v pfedkladaném vynalezu vzorcem I, II, nebo
III, kde Ry, Rz, Ry a Ry jsou nezavisle vybrany ze skupiny
tvorené vodikem, nasycenym nebo nenasycenym alkylem volitelné
substituovanym homocyklickym nebo heterocyklickym kruhem, kde
kruh je wvolitelné substituovany jednim, dv&mi nebo tremi
substituenty nezavisle vybranymi ze skupiny tvofrené alkylem,
alkoxy, halogenem, trihalometyl, hydroxy, alkoxy, karboxylat,
nitro a esterovou skupinou a homocyklickym nebo heterocyklickym
kruhem volitelné& substituovanym jednim, dvémi nebo t¥emi
substituenty nezavisle vybranymi ze skupiny tvorené alkylem,
alkoxy, halogenem, trihalométyl, hydroxy, alkoxy, karboxylat,

-nitro a esterovou skupinou.

V dalsi preferované form& piedkladaného vyndlezu se vyndlez
tyka azabenzimidazolovych sloudenin, které maji strukturu
charakterizovanou v pfedkladaném vynalezu vzorcem I, II, nebo
III, kde R, a Rs jsou vodik.

V dal8i preferované form& pfredkladaného vynadlezu se vyndlez
tyka azabenzimidazolovych slou&enin, které maji strukturu
charakterizovanou v pfedkladaném vynalezu vzorcem I, II, nebo
ITII, kde R; je fenyl volitelné& substituovany jednim, dvémi nebo

tfemi substituenty nezavisle vybranymi ze skupiny tvorené

LA R R ]
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alkylem, alkoxy, halogenen, trihalometyl, karboxylat, nitro a
esterovou skupinou.

tykéa azabenzimidazolonch slouenin, které majl strukturu
Ccharakterizovanou v predkladaném vynalezu vzorcem I, II, nebo
III, kde R; je vybran ze skupiny tvotené SABT substituenty.

Termin "SABI substituenty” se tykd skupiny substituentn
obsahujici fenyl, 2-nitrofenyl, 3-nitrofenyl, 4-nitrofenyl, 2-
=chlorofenyl, 3—chlorofenyl, 4-chlorofenyl, 2-metylfenyl, 3-
-metylfenyl, 4-metylfenyl, 2-fluorofenyl, 3-fluorofenyl, 4-
~fluorofenyl, 2—(trifluorometyl)fenyl, 3—(trifluorometyl)fenyl,
4-(trifluorometyl)fenyl, 2-metoxyfenyl, 3-metoxyfenyl, 4~
-metoxyfenyl, 2—karboxyfenyl, 3—karboxyfenyl a 4-karboxyfenyl.

V dal8i preferované formé& predkladaného vynalezu se vynalez
tyka azabenzimidazolovych slouCenin, které maji strukturu
charakterizovanou v predkladaném vyndlezu vzorcem I, II, nebo

ITI, kde X, je sira.

V dal3i preferované forms predkladaného vyndlezu se wvynalez
tyka azabenzimidazolovych slouCenin, které maji strukturu
charakterizovanou v pfedkladaném vynalezu vzorcem I, II, nebo
ITI, kde X; je kyslik.

V dalsi preferované form& predkladaného vynalezu se vynalez
tyka azabenzimidazolonch slouenin, které maji strukturu
charakterizovanou v predkladaném vyndlezu vzorcem I, II, nebo
III, kde z3; je kyslik.

V dal8i preferované forms predkladaného vynalezu se vynalez
tyka azabenzimidazolovych slouenin, které maji strukturu
charakterizovanou v pfedkladaném vynalezu vzorcem I, II, nebo

III, kde R4 je vybran ze skupiny obsahujici metyl a etyl.
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V dalsi preferované formé predkladaného vynalezu se vyndlez
tyké azabenzimidazolovych slouCenin, které maji strukturu
charakterizovanou v predkladaném vynalezu vzorcem I, II, nebo
III, kde azabenzimidazolova slouCenina je vybrdna ze skupiny

tvorené SABI substituenty.

V dal8im aspektu se predkladany vynalez tyka ‘farmaceutického
preparatu tvoreného sloucCeninou, kteri je specifikovana v
pfedklidaném vynalezu, nebo Jjeji soli a fyziologicky
pfijatelnym nosidem &i diluentem.

V daldim aspektu se pfedkladany vynalez tyké& farmaceutického
preparatu tvoreného slouCeninou, ktera ma v pfredkladaném
vynadlezu strukturu definovanou vzorcem I, II nebo ITI, nebo

jakoukoli z jejich podskupin.

V dalsim aspektu se pfedkladany vynalez tyka farmaceutického
prepardtu, kde azabenzimidazolova slouCenina e vybrana ze

skupiny tvofené SABI sloueninami.

Termin “farmaceuticky preparat” se tyka smeési
azabenzimidazolové slouceniny, ktera je pfedmé&tem pfedkladaného
vynalezu, s jinymi chemickymi komponentami, jako jsou nap#iklad
diluenty nebo nosicde. Farmaceuticky breparat usnadiiuje podani
~slouCeniny do organismu. Existuje mnoho zplsobh podani
slou¢eniny, v&etné podéani peroralniho, injekéniho, wve forms
aerosolu, podani parenterdlniho a topického. Farmaceutické
preparaty mohou byt také ziskany reakci slouéenin
S anorganickymi  kyselinami jako  jsou napfiklad kyselina
chlorovodikové, kyselina bromovodikova, kyselina Sirova,
kyselina dusidénd, kyselina fosforeéns, kyselina metansulfonovs,
kyselina etansulfonovs, kyselina pP-toluensulfonova, kyselina
salicylovad a podobné&.

Termin “fyziologicky pfijatelny” definuje nosi& nebo diluent,

ktery nenarusuje biologickou aktivitu a vlastnosti slouc€eniny.
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Termin “nosi&” definuje chemickou sloudeninu, ktera usnadiuje
inkorporaci slouCeniny do bun&k nebo tkani. B&¥n& pouZivanym
nosiem je napf#iklad dimetylsulfoxid (DMSO), protoZe usnadniuje
vychytavani mnoha organickych sloudenin do buné&k nebo tkani

organismu.

Termin “diluent"™ definuje chemické slouCeniny rozteddné ve
vodé, které rozpoustéji sloudeninu, ktera je predmé&tem z&djmu, a
souclasné stabilizuji biologicky aktivni formu slouéeniny.
V oboru jsou pouzZivadny sole rozpusténé v roztocich pufru.
Jednim z b&Zné& pouZivanych roztokd pufrd Sje fosfatovy pufr,
protoze napodobuje iontové podminky v lidské krvi. ProtoZe
pufry kontroluji PH roztoku pti nizkych koncentracich, dochazi
Jen zfidka ke zm&né& biologické aktivity sloueniny vlivem

pufru.

IV. Syntetické metody, které jsou predmé&tem pfedkladaného

vynalezu

V dalsim aspektu se vynalez tyka metody syntézy
azabenzimidazolové slouceniny definované vzorcem I, II nebo
ITI. Tato metoda je tvorena kroky: a) reakce 2-amino-6~chloro-
-3-nitropyridinu s druhym reaktantem v solventu, coZ vede
k ziskdni prvniho meziproduktu, a kde druhy reaktant Jje
substituovany arylovy kruh; b) redukce prvniho meziproduktu za
pfitomnosti katalyzatoru a redukujici latky, co? vede k ziskéni
druhého meziproduktu; c¢) reakce druhého meziproduktu s tretim
reaktantem; a d) purifikace slouCeniny, ktera je predmé&tem
predkladaného vynalezu,

V preferované formd predkléadaného vynadlezu se vynalez tyka

metody syntézy slouCeniny, ktera je predm&tem predkladaného
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vynalezu, kde substituovanym arylovym kruhem ije substituovany
fenol, substituovany thiofenol a substituovany anilin.

V dal8i preferované formé predkladaného vynalezu se vyndlez
tyka metody syntézy slouceniny, ktera je predmé&tem
predkladaného vynalezu, kde substituovany fenol/ substituovany

. thiofenol a substituovany anilin jsou vybrany ze skupiny
tvorené SABI reaktanty.

Termin “SABIT reaktanty” se tyka skupiny reaktantd obsahujici
sodné soli fenoluy, 2-nitrofenolu, 3-nitrofenolu, 4-nitrofenoluy,

2-chlorofenolu, 3—chlorofenolu, 4-chlorofenolu, 2-kresolu, 3-

~kresolu, 4-kresolu, 2—fluorofenolu, 3-fluorofenolu, 4-
~fluorofenolu, 2—(trifluorometyl)fenolu, 3-(trifluorometyl)
fenolu, 4—(trifluorometyl)fenolu, 2-metoxyfenolu, 3~

-metoxyfenolu, 4-metoxyfenolu, 2-hydroxybenzoové kyseliny, 3-
hydroxybenzoové kyseliny, 4-hydroxybenzoové kyseliny,
thiofenolu, 2—nitrothiofenolu, 3—nitrothiofenolu, 4-

-nitrothiofenolu, 2—chlorothiofenolu, 3*chlorothiofenolu, 4-

~chlorothiofenoluy, 2-thiokresolu, 3-thiokresolu, 4-thiokresolu,
2—fluorothiofenolu, 3-fluorothiofenolu, 4-fluorothiofenolu, 2-

-(trifluorometyl) thiofenolu, 3—(trifluorometyl) thiofenolu, 4-
-4trifluorometyl) thiofenolu, 2—metoxybenzenthiolu, 3=~

—-metoxybenzenthiolu, 4—metoxybenzenthiolu, 2-merkaptobenzoové
kyseliny, 3-merkaptobenzoové kyseliny, 4-merkaptobenzoové
kyseliny, anilinu, 2-nitroanilinu, 3-nitroanilinu, | 4-

~-nitroanilinu, 2-chloranilinu, 3-chloranilinu, 4-chloranilinu,
2-toluidinu, 3—toluidinu, 4-toluidinu, 2-fluoranilinu, 3-

-fluoranilinu, 44fluoranilinu, 2—(trifluorometyl) anilinu; 3-

~(trifluorometyl) anilinu, 4-(trifluorometyl) anilinu, 2-

~anisidinu, 3-anisidinu, 4-anisidinu, 2-aminobenzoové kyseliny,

3-aminobenzoové kyseliny a 4-aminobenzoové kyseliny.

V preferované formé& pfedklddaného vyndlezu se vyndlez tyka
metody syntézy slouCeniny, kterd je pfedmétem predkladaného
vynalezu, kde solventem je n-propanol.
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V dal3i preferované formd predkladaného vynilezu se vynalez
tyka metody syntézy slouceniny, ktera je predmétem
pfedkladaného vynalezu, kde redukujici latkou je vodik.

V dalsi preferované form& predkladaného vynéleéu se vyndlez
tyka metody syntézy sloucCeniny, ktera je pfedmétem

pfedkladaného vynalezu, kde katalyzatorem je Raneyiv nikl.

V dal3i preferované formé& predkladaného vyndlezu se vynalez
tyka metody syntézy sloucCeniny, kterd je predmé&tem
pfedkladaného vynalezu, kde t¥etim reaktantem @ je O-

~metylizothiourea.

V dalsi preferované form& ptredkladaného vynalezu se vynalez
tyka metody syntézy sloucdeniny, ktera je pfedmé&tem
pfedkladaného vynalezu, kde tietim reaktantem je produkt reakce

mezi S-metylizothiouronium sulfatem a alkyl chloroformitem.

V dalsi preferované form& predkladaného vynalezu se vyndlez
tyka metody syntézy sloucCeniny, ktera je pfedmétem
pfedkléddaného vynalezu, kde alkyl chloroformat je metyl
chloroformat.

-V dalsi preferované formé& predkladaného vyndlezu se vyndlez
tyka metody syntézy slouceniny, ktera je prtedmétem
pfedkladaného vynalezu, kde alkyl chloroformat je etyl

chloroformit.

Popis predkladaného vynalezu uvedeny vySe neni limitujici a
z nasledujiciho popisu preferovanych forem piredkladaného
vynadlezu a =z patentovych narok& budou patrné dal3i rysy a

vyhody.
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Popis pPreferovanych forem pfedkladaného vynalezu

Cast pfedkladaného vynalezu je zam&¥rena na metody modulace
funkce serin/threonin protein kindz pomoci azabenzimidazolvych
slouenin. Navic se Cast wvynalezu tyka metod identifikace
slouCenin, které moduluji funkci ‘serin/threonin protein kinaz.
Metody vyuZivaji buniky, které exprimuji serin/threonin protein

kindzy, jako je napriklad RAF.

RAF je non-receptorova protein kin&za, kteri se po navazani na
RAS, enzym hydrolyzujici guanin trifosfat, pfemistuje na
bun&fnou membranu. RAS se aktivuje po navazani aktivované
receptorové protein tyrosin kinazy, jako je napfiklad EGFR nebo
PDGFR, na adaptorovou bilkovinu, GRB2 a guanin nukleotidovy
vyménny faktor SOS. SOS odstrafiuje guanin difosfat z RAS,
nahrazuje ho guanin trifosfatem a tim aktivuje RAS. RAS poté
vaze RAF a nasledn& ho aktivuje. RAF mse poté fosforylovat
dalS$i proteiny na serinovych a threoninovych reziduich, jako
je nap?iklad kinaza MEK, ktera fosforyluje a nasledné& aktivuje
mitogenem aktivovanou protein kindzu (MAPK). RAF tedy slouzi
jako intermedidlni kontrolni faktor v mitogeny aktivované
signdlové trandukci.

‘Vzhledem k déileZité reguladni roli RAF v burikdch, mohou zmény
aminokyselinové sekvence RAF naru$it jeji funkci a nasledng
modifikovat chovani buriky. Uloha RAF v bunééné proliferaci je
zdlraznéna pozorovanim asociace vyskytu nadorovych onemocnéni
§ mutacemi v aminokyselinové sekvenci RAF. Protoje mutace RAF,
které md&ly za nasledek wvznik nadorového onemocnéni, vedly
k tvorbé& RAF molekul, které vykazoValy neregulovanou
katalytickou aktivitu, mohou inhibitory RAF zmirnit nebo
dokonce zamezit bun&d&né proliferaci, ktera vede k nadorovému
bujeni v t&chto bufikach.
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Pomoci metod, které jsou predmétem predkladaného vynalezu,
mohou byt detekovany sloudeniny, které moduluji funkci protein
kindzy RAF v bufikach. RAF fosforyluje protein kinazu MEK, ktera
naslednd fosforyluje mitogenem aktivovanou protein kindzu MAPK.
Metody, které monitoruji pouze fosforylaci MEK pomoci RAF
nejsou citlivé, protoze stupenn fosforylace MEK neni vyznamny.
Aby se ptfekonal tento problém, je monitorovana v analyzach,
které jsou predmétem predkladaného vynalezu, fosforylace MEK i
MAPK. MAPK fosforyladni signal amplifikuje MEK fosforyladéni
signal a umoZfiuje sledovat RAF dependentni fosforylaci pomoci
enymové vazané imunosorp&ni analyzy (ELISA). Analyza, kterd je
predmétem pfedkladaného vynalezu je navic provadéna
vysokokapacitné, CoZ umoziuje rychlou monitoraci mnoha

slouCenin v kratkém &asovém useku.

Pomoci metod, které jsou predmétem predkladaného vynalezu, byly
identifikovany slouCeniny, které inhibuji funkci RAF protein
kinazy. Tyto slouCeniny pat?ri mezi azabenzimidazolové derivaty.
ACkoli byla testovana schopnost azabenzimidazolovych derivatd
inhibovat enzymy syntetizujici nukleotidy u bakterii, mnoho
z téchto slou&enin nebylo dikladn& prozkoumano s ohledem na

inhibici protein kinaz.

ProtoZe RAF vykazuje vyznamnou aminokyselinovou homologii
.S jinymi serin/threonin protein kin&zami, mohou pravdépodobné&
azabenzimidazolové sloucdeniny, které jsou pfedmétem
predkladaného vynalezu, inhibovat i jiné serin/threonin protein
kindzy neZ jen RAF, v&etn& receptorovych a non-receptorovych

serin/threonin protein kinaz.

Metody, které jsou predm&tem predkladaného vynalezu, se také
tykaji dalsich sloucenin, které moduluji funkci RAF v bunikach,
protoZe popsané metody umoZifiuji testovat velké mnozstvi molekul
v kratkém casovém udseku. % tohoto divodu mohou byt pomoci

metod, které Jsou predmé&tem pfedkladaného vynalezu,
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identifikovany molekuly nepopsané v predkladaném vynalezu,
které moduluji funkci STK.

I. Biologicka aktivita azabenzimidazolovych sloudenin

Azabenzimidazolové slouceniny, které Jjsou predmétem
predkladaného vynalezu byly testovény na svoji schopnost
inhibice funkce RAF protein kindzy. Biologické analyzy a
vysledky téchto inhibidnich studii jsou zde uvéadény. Metody
pouZivané k mé&reni modulace funkce protein kinaz
azabenzimidazolovymi sloudeninami jsou s ohledem na Sirokou
pouZitelnost podobné té&m, které jsou popsané v prihlaSce U.S.
Application seridl No. 08/702232 Tangem et al. nazvané
"Indolinone Combinatorial Libraries and Related Products and
Methods for the Treatment of Disease” (Lyon a Lyon spis ¢.
221/187) zaregistrované 23. srpna 1996. Prihlaska 08/702232 He
v predkladaném vyndlezu zadlen&na jako reference v celém svém

rozsahu vcéetné vyobrazeni.

II. Cilova onemocnéni urdeni k 1é&&bs azabenzimidazolovymi

sloudeninami

' Zde popsané metody, slouCeniny a farmaceutické preparaty Jjsou
navrzeny k inhibici onemocnéni na podkladé bun&né proliferace
pomoci modulace funkce @ RAF protein kin&zy. Proliferativni
onemocnéni maji za nasledek neZadouci buné&nou proliferaci
jedné nebo vice skupin bun&k v multiceluldrnim organismu, coZ
vede k jeho po3kozeni. 2Zde popsané metody, sloudeniny a
farmaceutické bPreparaty mohou byt také ufitedné v 1écbe a
prevenci jinych onemocnéni organismu, jako jsou napriklad
nemoci se vztahem k pfedCasnému bun&nému odumirani (t7.

neurologickd onemocné&ni) nebo zanéty. Tato onemocn&ni mohou byt
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vysledkem nevhodné funkce RAF molekul, nebo nevhodné funkce

protein kindzovych molekul p¥ibuznych s RAF.

Alterace RAF protein kin&zy, nebo protein kindzovych molekul
pribuznych s RAF mbZe vést ke zvy3eni nebo sni¥eni bun&&né
proliferace, jak Jje patrné u urditych onemocn&ni. Stavy
s narud3enim buné&lné proliferace zahrnuji néadory, fibroticka
onemocnéni, mezangidlni choroby, abnormalni angiogenezi a

vaskulogenezi, hojeni ran, psoridzu, restendzy a zanét.

Fibrotickd onemocnéni maji vztah k abnormialni tvorb& bunddné
extracelularni matrix. Pfikladem fibrotického onemocnéni J

jaterni cirhéza. Jaterni cirhéza je charakterizovana zvySenou
koncentraci sloZek extraceluldrni matrix wvedouci k zajizveni
jaterni tkané&. Jaterni cirhéza miZe zplsobit onemocnéni, jako

je napriklad cirhéza jater.

Poruchy proliferace mezangidlnich bun&k se vyskytuji v disledku
abnormalni proliferace mezangidlnich bund&k. Tyto poruchy
zahrnuji rozliéné 1lidské choroby ledvin, jako jsou napriklad
glomerulonefritida, diabeticka nefropatie, maligni
nefroskleréza, trombotické mikroangiopatické syndromy, rejekce

transplantatu a glomerulopatie.

- Preferovanymi typy nddoru, které mohou byt léCeny pomoci metod
a sloucenin, které jsou pfedmétem predklédaného Vynélezu,‘jsou
plicni néadory, nadory vaje&nikl, nadory prsu, nadory mozku,
intraaxidlni mozkové néadory, nadory tlustého st¥eva, nadory
prostaty, Kaposiho sarkomy, melanomy a gliomy. Dikaz, Ze metody
a slouCeniny, které jsou predmétem predkladaného vynalezu,
mohou byt G&inné =zastavit a zvratit proliferaci nadorovych

bunék, je v predkladaném vynadlezu zahrnut jako reference.

Angiogenni a vaskulogenni onemocné&ni vznikaji v disledku
nadmérné proliferace krevnich cév. Proliferace krevnich cév je

nezbytna pro celou fradu normdlnich fyziologickych procestl, jako
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jsou napfiklad embryond&lni vyvoj, utvareni corpus luteum,
hojeni ran a organova regenerace. Proliferace krevnich cév Jje
vSak také nezbytna pro  vyvoj nadort. Dalsi priklady
proliferalnich onemocn&ni krevnich cév zahrnuji artritis, kde
novotvorené krevni cévy invaduji do kloubu a ni&i chrupavku.
Proliferadni onemocn&ni krevnich cév navic zahrnuji choroby
oka, jako je naptiklad diabeticka retinopatie, kde novotvorené
kapilary v sitnici invaduji do sklivce, krvaceji a zplsobuiji
slepotu. Na druhou stranu onemocn&ni Ccharakterizovand zaZenim,
kontrakci nebo uzavrenim krevnich cév, djako jsou napfiklad

restenézy, maji také puvod v chybné regulaci protein kinaz.

Vaskulogeneze a angiogeneze jsou navic Spojeny s rastem
malignich solidnich nadort a metastaz. Rychle rostouci nadory
vyZaduji zasobovani krvi bohatou na Ziviny a kyslik, aby mohly
pokracovat v r@stu. V disledku toho dochazi spolu s ristem
nadoru ke vzniku abnormilnd velkého mnoZstvi krevnich kapilar,
které podporuji rtst nadoru. Krom& zasobovani nadoru Zivinami,
zajiStuji novotvorené krevni cévy v nadorové tkani branu pro
nadorové buiiky ke vstupu do cirkulace a k metastézovani do
vzdalenych mist v organismu. Folkman, 1990, J. Natl. Cancer
Inst. 82:4-6.

Nevhodnd aktivita RAF miZe stimulovat buné&d&nou proliferaci a
-z ni vyplyvajici onemocné&ni. Bylo prokéazano, Ze molekuly
specificky navrZené k modulaci funkce RAF protein kinézy
inhibuji buné&&nou proliferaci. Konkrétné se djednd o tzv.
“antisense” molekuly nukleovych kyselin, které va%i mRNA
kédujici RAF protein kindzu a blokuji tak translaci. U té&chto
molekul bylo prokdzano, Ze G&innd zamezuji transformaci bunék
A549 za podminek in vitro. Monia et al., 1996, Nature Medicine
2:688; tato reference je timto zadlen&na v celém svém rozsahu
do pfedkladaného vynalezu v&etn& vsech obrazkl a tabulek. Buiiky

A549 jsou lidské maligni bunky.
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Tyto "antisense” studie zam&fené proti RAF predkladaji dikaz,
Ze azabenzimidazolové molekuly, které jsou predmétem
predkladaného vyndlezu, a které moduluji funkci RAF protein
kindz, mohou zastavit a pravdépodobné& i zvratit proliferaci
malignich bunék v organismu. Tyto azabenzimidazolové sloudeniny
mohou byt testovadny pomoci in vitro metod, které jsou
v predkladaném vynalezu uvedeny jako priklad.
Azabenzimidazolové sloudeniny mohou byt navic testovany na
efekt na nadorové builky =za podminek in vivo pomoci
xenotransplantacnich metod, které jsou v predkladaném vynalezu

také uvedeny jako priklad.

Existuji alespon dvé cesty nechténé stimulace bunédéné
proliferace konkrétniho typu bunék v dtsledku nevhodné aktivity
RAF: 1) priméd stimulace riistu konkrétni buiiky, nebo 2) zvySeni
vaskularizace konkrétni oblasti, jako je napriklad nédorova

tkan, ¢imZz dochdzi k usnadnéni rastu tkané.

Pouziti predkladaného vynalezu je usnadnéno zaprvé
identifikaci, zdali je onemocnéni na podkladé bun&&né
proliferace zplsobeno aktivitou RAF. Jakmile ije takové
onemocnéni identifikovdno, mohou byt pacienti postiZeni timto
onemocnénim identifikovdni pomoci analyzy jejich priznakdl za
pomoci postuptd dob¥e znadmych léka¥im nebo veterinaram znalym
~oboru. Tito pacienti mohou byt poté 1é&eni, jak je popsano

v pfedkladdaném vynalezu.

UrCeni, zdali je onemocn&ni na podklad® buné&d&né proliferace
zplsobeno aktivitou RAF, m@Ze byt provedeno zaprvé uréénim
aktivity RAF v bufikdch nebo ve specifické 1lokalizaci v t&le
pacienta. Napfiklad v p#ipad® nadorovych bun&k miZe byt
aktivita jedné nebo vice RAF porovnana mezi nadory s normalni a
zvySenou aktivitou RAF. Pokud nadorové buiky maji stejnou nebo
vy88i aktivitu neZ dje aktivita u nddorovych onemocnéni

vznikajicich na podklad& zvySené aktivity RAF, jsou vhodnymi
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kandidaty pro 1lé¢bu za pouZiti popsanych RAF modulujicich metod

a sloucCenin, které jsou pfedmétem predkladaného vynalezu.

V prtipadé onemocn&ni  na podkladé bun&d&né proliferace, které
vznikaji v disledku nechté&né proliferace nenadorovych buné&k, je
aktivita RAF porovndna s aktivitou vyskytujici se v b&zné
populaci (nap¥. primé&rnd aktivita vyskytujici se v b&Zné
populaci 1idi nebo =zvirat, krom& 1idi nebo zvirat trpicich
onemocnénim na podkladé bun&&né proliferace). Pokud je nechté&ni
porucha bunééné proliferace charakterizovana vy%3i aktivitou
RAF neZ je aktivita vyskytujici se v b&Zné populaci, jednd se o
poruchu, kterd je vhodnym kandidatem pro 1léCbu za pouZiti
popsanych RAF modulujicich metod a sloucCenin, které dsou

pfedmétem predkladaného vynalezu.

IITI Farmaceutické preparaty a aplikace azabenzimidazolovych

sloucenin

Metody pfipravy farmaceutickych preparath obsahujicich
slouCeniny, metody urdeni mno¥stvi slouCenin, které maji byt
podany pacientovi a zplsoby podéni slou&enin organismu Jjsou
uvedeny v patentové ptrihlasce U.S. Application Serial No.
08/702232 autor Tang et al., kterd je nazvand “Indolinone
-Combinatorial Libraries and Realted Products and Methods for
the Treatment of Disease” (Lyon a Lyon spis ¢&. 221/187) a
zaregistrované 23. srpna 1996. Tyto metody jsou dale uvedeny
v mezindrodnim patentu &. WO 96/22976 autord Buzzeti et al.,
ktery je nazvan "Hydrosoluble 3-Aryliden-2-Oxoinole Derivatives
as Tyrosin Kinase Inhibitors” a publikovdn 1. srpna 1996. Oba
dokumenty jsou v predkladaném vynalezu zallen&ny jako reference
v celém svém rozsahu v&etnd vyobrazeni. Osoby znalé oboru
oceni, Ze tento popis je aplikovatelny na pfedkladany vynalez a

miZe byt snadno pro né&j upraven.
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Pfiklady provedeni vynélezu

NiZe wuvedené priklady nejsou nijak omezujici predkladany
vyndlez a pouze reprezentuji rozliéné aspekty a rysy
predkladaného vyn&lezu. PPiklady popisuji metody syntézy
sloulenin, které jsou pfedm@tem predkladaného vynalezu a metody

méfeni efektu slouCeniny na funkci RAF protein kinazy.

Buiiky pouZivané v metodadch Fsou komerdnd& dostupné. Vektory
nukleovych kyselin vychytavané bufikami jsou také komerdnd
dostupné a sekvence genl rozliénych protein kindz jsou snadno
dostupné v sekvenénich bankach. Proto osoba znald oboru mie
snadno vytvofit p¥ihodnym zpdsobem bun&&né linie =za pomoci
komer&né  dostupnych buhék, komer&né dostupnych vektoru
nukleovych kyselin a genll pro protein kinazy za pouZiti technik

snadno dostupnych osobdm znalych oboru.

Pfiklad 1: Postupy syntézy azabenzimidazolovych slouenin,

které jsou predmétem predkladaného vyndlezu

Predkladany vyndlez bude nyni ilustrovdn pomoci néasledujicich

neomezujicich pfikladd v kterych, ledaZe je uvedeno jinak:

(i) odpafeni bylo provedeno na rota&nim odparovdku pod
vakuem; .
(ii) operace Dbyly provedeny pod atmosférou inertniho plynu,

jako je napriklad dusik; .
(iidi) vysokoli¢innd kapalinovd chromatografie (HPLC) byla
provedena na sorbentu Merck LiChrosorb RP-18 silika
s reverzni fazi, ktery byl ziskdn od spole&nosti E.
Merck, Darmstadt, Némecko;
(iv) vytéZky Jjsou uvedeny pouze pro ilustraci a neznamenaji

nezbytné nejvy33i dosaZitelny vytdZek;
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(v) body t&ni nejsou upravovany a byly ziskany za pomoci
digitalniho zarizeni na urdovani bodu tani HWS Mainz SG
2000.

(vi) Struktury v3ech sloudenin, které jsou v predkladaném
vynalezu charakterizovany vzorcem I,v IT a III, byly
potvrzeny protonovou magnetickou' rezonancéni
spektroskopii na spektrofotometru Bruker AMX500~NMR,
dédle pomoci elementarni mikroanalyzy a v né&kterych
pripadech pomoci hmotové spektroskopie;

(vii) Cistota struktur byla urena pomoci tenkovrstevné
chromatografie (TLC) na silika gelu (Mefck Silica‘Gel
60 F254) nebo pomoci HPLC; a

(viii) Meziprodukty nebyly obecné plné charakterizovany a

' jejich ¢&istota byla urdena pomoci  tenkovrstevné

chromatografie (TLC) nebo pomoci HPLC.

Syntetické postupy

Sloucenina A-90: 2—Metoxykarbonylamino—(6—fenylmerkapto—3H—

imidazo(4,5-b] pyridin

2—amino-3—nitro—6—(fenylmerkapto)pyridin byl piipraven
zahtivanim 2—amino~6—chloro—3—nitropyridinu (84,0 g, 0,484 mol)
-a thiofenoldtu sodného (Fluka) (72,0 g, 0,545 mol) v 2-
propanolu (1500 ml) pod zp&tnym chlazenim po dobu 2 hodin. Po
ochlazeni na pokojovou teplotu byla suspenze nafedéna vodou
(100 ml), pevnd latka sbirdna vakuovou filtraci, promyta vodou
a 2z-propanolem, a vysu3ena p¥i teplot& 50°C ve vakuu, coZ vedlo
ke vzniku 109,1 g (95% vytéZek) 2-amino-3-nitro-6-
(fenylmerkapto)pyridinu, bod tani 148-152°C.

2,3—diamino—6—(fenylmerkapto)pyridin byl pripraven hydrogenaci
2—amino—3—nitro—6—(fenylmerkapto)pyridinu (107,1 g, 0,433 mol)
pod tlakem 5 atm H, za pritomnosti 30 g Raneyova niklu ve 1200
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ml 2-propanolu pfi teplot& 70°C. Po 4 hodinach (29,1 1 vodiku)
byla reakéni sm&s ochlazena na teplotu 4°C za kontinualniho
promichavani. Precipit4t byl sbiran wvakuovou filtraci, promyt
2-propanolem, a vysuSen p¥i teploté& 50°C ve vakuu. Kombinované
filtraty byly koncentrovany pod sniZenym tlakem a
rekrystalizovany z 2-propanolu. Po promyti ‘hydrogenaéniho
zarizeni dvakradt 1000 ml THF, odpareni pod sniZenym tlakem a
rekrystalizaci z 2-propanolu, byl precipitdt sbiran, a vysu$en
pri teploté& 50°C ve vakuu, coZ vedlo ke vzniku 80,4 g (87,1%
vytézZek) 2,3-diamino-6~(fenylmerkapto)pyridinu, bod tani 119-
122°C.

2-metoxykarbonylamino-6-fenylmerkapto-3H-imidazo [4,5-b]pyridin
byl pZfipraven pfidanim metyl chloroformatu (34 ml, 0,44 mol) po
kapkach ke studenému roztoku (5-15°C) S-metylizothiouronium
sulfatu (53 g, 0,19 mol) (Aldrich) v 68 ml vody, =zatimco
teplota byla udrZovdna pod 20°C. Poté byl opatrnd& ptidan
hydroxid sodny (116 g, 25% NaOH) a objevil se bily precipitét.
Po 20 minutédch byla pfidéna voda (210 ml) a pH bylo upraveno na
hodnotu 4,0 pomoci ledové kyseliny octové (34 ml). K této smdsi
byl pfidadn po kapkéach roztok 2,3-diamino-6-(fenylmerkapto)
pyridinu (37,8 g, 0,174 mol) v 210 ml etanolu a smés byla
zahfivéna pri teplot& 85-90°C po dobu 2 hodin. Po chlazeni

smési pfes noc byl izolovAdn precipitat pomoci filtrace, promyt

~vodou (1000 ml), vysuSen a rekrystalizovan z kyseliny octové a

etanolu p#i teploté 4°C. Precipitat byl sbiran filtraci, promyt
metanolem a vysuSen p¥i teploté& 50°C ve vakuu, coZ wvedlo ke
vzniku 30 g (57,4% vytézek) 2-metoxykarbonylamino-6-
fenylmerkapto -3H- imidazo [4,5-b] pyridinu, bod té&ni 269—
274°C.
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Slou€enina A-3: 2—Metoxykarbonylamino-(6-fenoxy~3H—imidazo

(4,5~-b] pyridin

Substituci fenoldtu sodného na misto thiofenolatu sodného
v Prikladu A-90 vede identicky proces ke  wvzniku 2-
metoxykarbonylamino—(6—fenoxy—3H—imidazo[4,5-b] ‘pyridinu, bod
tani >280°C.

Slou¢enina A-4: 2—Etoxykarbonylamino—(6-fenoxy—3H—imidazo

[4,5~b] pyridin

Substituci etyl chloroformétu na misto metyl chloroformatu
v Prikladu A-3 vede identicky proces ke vzniku 2-
etoxykarbonylamino—(6-fenoxy—3H—imidazo[4,5-b] pyridinu, bod
tani >280°C.

Sloudenina A-1: 2-0Oxo-6-fenoxy-3H-imidazo [4,5-b] pyridin

Reakci O-metylizothiourey primo S 2,3-diamino-6-
(fenylmerkapto)pyridinem na misto produktu reakce S-
metylizothiouronium sulfatu a metyl chloroformatu v P¥ikladu A-
3 vede identicky proces ke wvzniku 2-oxo0-6-fenoxy-3H-imidazo
[4,5-b] pyridinu, bod tani 277-278°C.

Slougenina A-2: 2—Oxo—6—fenylmerkapto -3H- imidazo [4,5-Db]

pyridin

Substituci thiofenoldtu sodného na misto fenoldtu sodného
v PFikladu A-1 vede identicky 'proces ke vzniku 2-oxo-6-
fenylmerkapto -3H- imidazo [4,5-b] pyridinu, bod tani 253-
254°C,
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Sloudenina A-5 - A-25:

Substituci pfisluiného fenolitu za fenolat sodny v Pfikladu A-1
vede identicky proces ke wvzniku nasledujicich p#iklada.
Napfiklad u sloudenin A-23, A-24 a A-25 jsou karboxy skupiny
chrané€né metylem, etylem, benzylemn, t—butylem; nebo jinymi
vhodnymi estery a poté jsou u té&chto sloudenin tyto chrénici
skupiny v poslednim kroku odstranény, coZ vede ke vzniku

sloucenin.

A-5 2—Oxo—6—(2—nitrofenoxy)-3H—imidazo[4,5-b]pyridin
A-6 2—Oxo~6—(3—nitrofenoxy)—3H—imidazo[4,5—b]pyridin
A-7 2—Oxo—6—(4—nitrofenoxy)—3H—imidazo[4,5—b]pyridin
A-8 2—Oxo—6—(2—chlorofenoxy)—3H—imidazo[4,5—b]pyridin
A-9 2—Oxo—6—(3—chlorofenoxy)—3H—imidazo[4,5-b]pyridin
A-10 2—Oxo—6—(4—chlorofenoxy)—3H—imidazo[4,5—b]pyridin
A-11 2-0x0-6- 2—metylfenoxy)—3H—imidazo[4,5~b]pyridin
A-12 2-0xo0-6-
A-13 2-0x0-6-

(
(3-metylfenoxy)—3H—imidazo[4,S-b]pyridin
(4

A-14 2—Oxo—6—(2—fluorofenoxy)—3H—imidazo[4,5—b]pyridin
(
(

-metylfenoxy)-3H-imidazo[4,5~b]pyridin

A-15 2-0x0-6- 3—fluorofenoxy)—3H—imidazo[4,5—b]pyridin

A~-16 2-0x0-6- 4—fluorofenoxy)—3H—imidazo[4,5-b]pyridin

A-15 2-0x0 -6- [(2-trifluorometyl) fenoxy] -3H- imidazo [(4,5-Db]
pyridin

‘A-16 2-0x0 =-6- [(3-trifluorometyl) fenoxy] -3H- imidazo [4,5-b]
pyridin

A-17 2-0x0 -6- [(4-trifluorometyl) fenoxy] -3H- imidazo [4,5-b]
pyridin

A-18 2—Oxo—6—(2—metoxyfenoxy)—3H—imidazo[4,5—b]pyridin

A-19 2—Oxo—6—(3—metoxyfenoxy)—3H—imidazo[4,5—b]pyridin

A-20 2—Oxo—6—(4—metoxyfenoxy)—3H—imidazo[4,5—b]pyridin

A-23 2—Oxo—6—(2—karboxyfenoxy)—3H—imidazo[4,5—b]pyridin

A-24 2-Oxo-6—(3—karboxyfenoxy)—3H—imidazo[4,5-b]pyridin

A-25 2—Oxo—6—(4—karboxyfenoxy)—3H—imidazo[4,5—b]pyridin
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Sloudenina A-26 - A-46:

Substituci prislusného thiofenoldtu za thiofenolat sodny
v Pfikladu A-2 vede identicky proces ke vzniku nasledujicich
prikladd. Napfiklad u sloudenin A-44, A-45 a A- 46 jsou karboxy
skupiny chrané&né metylem, etylem, benzylem, t-butylem, nebo
jinymi vhodnymi estery a poté jsou u té&chto sloucCenin tyto
chranici skupiny v poslednim kroku odstranény, co? vede ke

vzniku sloudenin.

A=26 2-0Ox0-6-(2-nitrofenylmerkapto)-3H-imidazo[4, 5-b]pyridin
A-27 2—Oxo-6—(3—nitrofenylmerkapto)—3H—imidazo[4,5—b]pyridin
A-28 2—Oxo—6—(4—nitrofenylmerkapto)—3H-imidazo[4,5—b]pyridin
A-29 2—Oxo—6—(2—chlorofenylmerkapto)-3H—imidazo[4,5—b]pyridin
A-30 2-Oxo—6—(3—chlorofenylmerkapto)—3H—imidazo[4,5—b]pyridin
A-31 2—Oxo—6 (4~ chlorofenylmerkapto) - 3H—imidazo[4,5—b]pyridin
A-32 2—Oxo~6 (2-metylfenylmerkapto) - 3H—imidazo[4,5—b]pyridin
A-33 2-0x0-6-(3 —metylfenylmerkapto)—3H—imidazo[4,5—b]pyridin
A-34 2-0x0-6-(4 —metylfenylmerkapto)—3H—imidazo[4,5—b]pyridin
A-35 2-0x0-6~ (2~ fluorofenylmerkapto) - 3H-imidazo[4,5—b]pyridin
A-36 2~0x0-6~ (3~ fluorofenylmerkapto) 3H—imidazo[4,5-b]pyridin
A-37 2-0xo0-6-(
A~-38 2—Oxo—6—[(2—tr1fluorometyl)fenylmerkapto]—3H—imidazo[4,5—

4-fluorofenylmerkapto)- 3H—imidazo[4,5—b]pyridin

‘blpyridin »
A-39 2—Oxo-6—[(3—trifluorometyl)fenylmerkapto]—3H—imidazo[4,5—
b]lpyridin

A-40 2-0x0-6-[(4- trlfluorometyl)fenylmerkapto] -3H- 1m1dazo[4 5~
blpyridin
A-41 2-0xo0-6-
A-42 2-0x0-6-
A-43 2-0xo0-6-

(2 —metoxyfenylmerkapto)—3H—imidazo[4,5-b]pyridin
(3
(4
A-44 2-0x0-6- (2~ karboxyfenylmerkapto) - -3H~imidazo[4, 5-b]pyridin
(
-

—metoxyfenylmerkapto)—3H—imidazo[4,5—b]pyridin
—metoxyfenylmerkapto)—3H—imidazo[4,5—b]pyridin

A-45 2-0x0-6-(3- karboxyfenylmerkapto) - -3H-imidazo[4,5-b]pyridin

A-46 2-0x0-6-(4- -karboxyfenylmerkapto)~3H- -imidazo[4,5-b]pyridin
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Slou&enina A-47 - A-68:

Substituci pfislu3né anilinové soli za fenolat sodny v Prikladu
A-1 vede identicky proces ke vzniku nésledujiéich priklada.
Napfiklad u sloudenin A-66, A-67 a A-68 jsou karboxy skupiny
chranéné metylem, etylem, benzylen, t-butylem, nebo jinymi
vhodnymi estery a poté jsou u té&chto sloudenin tyto chréanici
skupiny v poslednim kroku odstran&ny, co? vede ke vzniku

sloudenin.

A-47 2—Oxo—6—fenylamino—3H—imidazo[4,5—b]pyridin
A-48 2-0x0-6-
A-49 2-0xo-6~-
A~-50 2-0x0-6-
A-51 2-0Oxo-6-
A-52 2-0x0-6-
A-53 2-0xo0-6-

(2-nitrofenylamino) -3H-imidazo[4,5-b]pyridin
(
(
(
(
(
A-54 2-0x0-6-(2 -metylfenylamino)-3H-imidazo[4,5-b]pyridin
(3
(4
(
(
(

3-nitrofenylamino) - -3H-imidazo[4,5-b]pyridin
4-nitrofenylamino)- 3H—imidazo[4,5¥b]pyridin
2-chlorofenylamino)-3H-imidazo (4, 5-b]pyridin
3-chlorofenylamino)-3H-imidazo[4, 5-blpyridin

4-chlorofenylamino)-3H-imidazo[4, 5-b] pyridin

A-55 2-0Oxo-6-
A-56 2-0x0-6-
A-57 2-0x0-6-
A-58 2-0x0-6-
-A-59 2-0x0-6-
A-60 2-0x0 -6- [(2-trifluorometyl) fenylamino] -3H- imidazo

-metylfenylamino)-3H-imidazo[4,5-b]pyridin
-metylfenylamino)-3H-imidazo[4,5-b]lpyridin
2-fluorofenylamino)-3H-imidazo[4, 5- -blpyridin
3-fluorofenylamino) - -3H-imidazo([4,5-b]pyridin
4-fluorofenylamino) - 3H-imidazo[4,5—b]pyridin‘

[4,5-b] pyridin
A-61 2-0xo0 -6- [(3-trifluorometyl) fenylamino] -3H- imidazo
[4,5-b] pyridin

A~-62 2-0x0 -6~ [(4-trifluorometyl) fenylamino] -3H- imidazo
[4,5-b] pyridin
A-63 2-0x0-6-
A-64 2-0x0-6-

(2 -metoxyfenylamino)-3H-imidazo[4, 5-b]pyridin
(3

A-65 2-0xo0-6-(4 -metoxyfenylamino)-3H-imidazo[4,5-b]pyridin
(

-metoxyfenylamino)-3H~imidazo[4, 5-b]lpyridin

A-66 2-0x0-6-(2-karboxyfenylamino)- ~-3H-imidazo[4,5-b]pyridin
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A-67 2—Oxo—6—(3—karboxyfenylamino)—3H—imidazo[4,S—b]pyridin
A-~-68 2LOxo—6-(4—karboxyfenylamino)—3H—imidazo[4,5—b]pyridin

Sloudenina A-69 - A-89:

Substituci prislusného fenoldtu za fenolat sodny v Pfikladu A-3
vede identicky proces ke wvzniku ndsledujicich prikladl.
Napriklad u sloudenin A-87, A-88 a A-89 jsou karboxy skupiny
chranéné metylem, etylem, benzylenm, t-butylem, nebo Jjinymi
vhodnymi estery a poté jsou u té&chto sloudenin tyto chrénici
skupiny v poslednim kroku odstran&ny, co? vede ke vzniku

sloucenin.

A-69 2—Metoxykarbonylamino—6—(2—nitrofenoxy)—3H—imidazo[4,5—b]
pyridin

A-70 2—Metoxykarbonylamino—6—(3~nitrofenoxy)~3H~imidazo[4,5-b]
pyridin

A-T71 2—Metoxykarbonylamino—6—(4—nitrofenoxy)—3H—imidazo[4,5~b]
pyridin ,
A-T72 2—Metoxykarbonylamino—6—(2-chlorofenoxy)—3H—imidazo[4,5—b]
pyridin

A-T73 2—Metoxykarbonylamino—6—(3—chlorofenoxy)—3H—imidazo[4,5—b]
pyridin

-A-T74 2-Metoxykarbonylamino—6—(4—chlorofenoxy)—3H—imidazo[4,5—b]
pyridin

A-75 2—Metoxykarbonylamino—6—(2-metylfenoxy)—3H—imidazo[4,5—b]
pyridin ,
A-76 2—Metoxykarbonylamino—6—(3—metylfenoxy)—3H—imidazo[4,5—b]
pyridin

A-T77 2—Metoxykarbonylamino—6—(4—metylfenoxy)—3H—imidazo[4,5—b]
pyridin

A-78 2—Metoxykarbonylamino-6—(2—fluorofenoxy)—3H—imidazo[4,5—b]
pyridin
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A-79 2—Metoxykarbonylamino—6—(3—fluorofenoxy)—3H—imidazo[4,5—b]

pyridin

A-80 2—Metoxykarbonylamino—6—(4—fluorofenoxy)—3H-imidazo[4,5—b]
pyridin

A-81 2- Metoxykarbonylamino =-6- [(2-trifluorometyl) fenoxy] -~

3H- imidazo [4,5-b] pyridin

A-82 2- Metoxykarbonylamino -6- [(3~-trifluorometyl) fenoxy]
3H- imidazo [4,5-b] pyridin

A-83 2- Metoxykarbonylamino -6- [(4-trifluorometyl) fenoxy]
3H- imidazo [4,5-b] pyridin

A-84 2~ Metoxykarbonylamino_-6—(2—metoxyfenoxy)—3H—imidazo[4,5—
blpyridin

A-85 2- Metoxykarbonylamino -6~ (3-metoxyfenoxy)-3H-imidazo[4, 5~
blpyridin

A-86 2- Metoxykarbonylamino ~-6-(4-metoxyfenoxy)-3H-imidazo[4, 5~
blpyridin

A-87 2- Metoxykarbonylamino —-6-(2-karboxyfenoxy)-3H-imidazo
[4,5-blpyridin

A-88 2- Metoxykarbonylamino —6-(3—karboxyfenoxy)—3H—imidazo
[4,5-b]pyridin

A-89 2~ Metoxykarbonylamino -6-(4-karboxyfenoxy)-3H-imidazo

[4,5-blpyridin

~SloucCenina A-91 - A-111:

Substituci prislusného thiofenoldtu =za thiofenolat sodny
v Prikladu A-90 vede identicky proces ke vzniku nasledujicich
ptikladl. Napriklad u sloudenin A-109, A-110 a A-111 jsou
karboxy skupiny chranéné metylem, etylem, benzylem, t-butylemn,
nebo jinymi vhodnymi estery a poté jsou u t&chto sloudenin tyto
chranici skupiny v poslednim kroku odstranény, coZ vede ke

vzniku sloudenin.
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A-91 2—Metoxykarbonylamino—6~(2—nitrofenylmerkapto)—3H—imidazo
(4,5-b]lpyridin

A-92 2—Metoxykarbonylamino—6—(3-nitrofenylmerkapto)—3H—imidazo
[4,5-b]pyridin

A-93 2—Metoxykarbony1amino—6—(4—nitrofenylmerkapto)-3H—imidazo
[4,5-b]pyridin ’

A-94 2~Metoxykarbonylamino—6—(2—chlorofenylmerkapto)—3H—imidazo
[4,5-blpyridin ’

A-95 2—Metoxykarbonylamino—6~(3—chlorofenylmerkapto)—3H—imidazo
[4,5-b]pyridin | |

A-96 2-Metoxykarbonylamino—6—(4—chlorofenylmerkapto)—3H~imidazo
[4,5-b]pyridin

A-97 2—Metoxykarbonylamino—6—(2-metylfenylmerkapto)—3H—imidazo
[4,5-b]pyridin

A-98 2—Metoxykarbonylamino—6—(3—metylfenylmerkapto)-3H—imidazo
[(4,5-b]pyridin

A~99 2—Metoxykarbonylamino—6—(4-metylfenylmerkapto)—3H—imidazo
[4,5-b]lpyridin ,

A-100 2—Metoxykarbony1amino—6—(2—fluorofenylmerkapto)—3H-
imidazo[4,5-b]pyridin ’

A-101 2—Metoxykarbonylamino—6—(3—fluorofenylmerkapto)—3H—
imidazo[4,5-b]pyridin

A-102 2—Metoxykarbonylamino—6—(4—fluorofenylmerkapto)—3H—
imidazo[4,5-b]pyridin

A-103 2- Metoxykarbonylamino -6- [(2-trifluorometyl)
fenylmerkapto] -3H- imidazo [4,5-b] pyridin |
A-104 2~ Metoxykarbonylamino -6- [(3-trifluorometyl)
fenylmerkapto] -3H- imidazo [4,5-b] pyridin

A-105 2- Metoxykarbonylamino ~-6- [(4—trifluorometyl)
fenylmerkapto] -3H- imidazo [4,5-b] pyridin

A-106 2- Metoxykarbonylamino -6-(2-metoxyfenylmerkapto)-3H-
imidazo[4,5-b]pyridin

A-107 2- Metoxykarbonylamino -6-(3-metoxyfenylmerkapto)-3H-
imidazo[4,5-b]pyridin

A-108 2- Metoxykarbonylamino -6- (4-metoxyfenylmerkapto)-3H-
imidazo[4,5-b]pyridin |
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A-109 2- Metoxykarbonylamino -6-(2-karboxyfenylmerkapto) -3H-
imidazo [4,5-blpyridin

A-110 2- Metoxykarbonylamino ~-6- (3-karboxyfenylmerkapto)-3H-
imidazo [4,5-b]lpyridin

A-111 2- Metoxykarbonylamino -6~ (4-karboxyfenylmerkapto)-3H-
imidazo [4,5-blpyridin '

Slouc¢enina A-112 - A-133:

Substituci pfislu3né anilinové soli za fenolat sodny v Prikladu
A-3 vede identicky proces ke vzniku nasledujicich ptrikladd.
Napriklad u slouenin A-131, A-132 a A-133 jsou karboxy skupiny
chranéné metylem, etylem, benzylem, t-butylem, nebo jinymi
vhodnymi estery a poté jsou u t&chto sloulenin tyto chrénici
skupiny v poslednim kroku odstranény, coZ vede ke vzniku

sloucenin.

A-112 2—Metoxykarbonylamino—6—fenylamino—3H—imidazo[4,5—A—1l2
A-113 2—Metoxykarbonylamino—6—(2—nitrofenylamino)—3H—imidazo
(4,5-b]pyridin

A-114 2—Metoxykarbonylamino¥6—(3—nitrofenylamino)—3H—imidazo
[4,5-b]pyridin

A-115 2—Metoxykarbonylamino—6—(4—nitrofenylamino)—3H—imidazo

- [4,5-b]pyridin |
A-116 2—Metoxykarbonylamino-6—(2—chlorofenylamino)-3H—imidazo
[4,5-blpyridin

A-117 2—Metoxykarbonylamino—6—(3—chlorofenylamino)—3H—imidazo
[4,5-b]lpyridin

A-118 2—Metoxykarbonylamino—6—(4—chlorofenylémino)—3H—imidazo
[4,5~-b]pyridin

A-119 2-Metoxykarbonylamino-6- (2-metylfenylamino)-3H-imidazo
[4,5-b]pyridin

A-120 2-Metoxykarbonylamino-6—(3—metylfenylamino)—3H—imidazo
[4,5-b]pyridin




A-121 2—Metoxykarbonylamino—6—(4—metylfenylamino)—3H—imidazo
[4,5-b]pyridin ' _

A-122 2—Metoxykarbonylamino-6—(2—fluorofenylamino)—3H—imidazo
[4,5-blpyridin

A-123 2-Metoxykarbonylamino—6-(3—fluorofenylamino)—3H—imidazo
[4,5-b]pyridin

A-124 2—Metoxykarbonylamino—6—(4—fluorofenylamino)—3H—imidazo
[4,5-b]pyridin

A-125 2= Metoxykarbonylamino -6- [(2-trifluorometyl)
fenylamino)] -3H- imidazo [4,5-b] pyridin

A-126 2- Metoxykarbonylamino -6- [ (3-trifluorometyl)
fenylamino] -3H- imidazo {4,5-b] pyridin

A-127 2- Metoxykarbonylamino -6- [(4-trifluorometyl)
fenylamino] -3H- imidazo [4,5-b] pyridin

A-128 2- Metoxykarbonylamino -6-(2-metoxyfenylamino) -3H~
imidazo[4,5-b]pyridin '

A-129 2- Metoxykarbonylamino -6-(3-metoxyfenylamino)-3H-
imidazo[4,5-b]pyridin

A-130 2- Metoxykarbonylamino -6~ (4-metoxyfenylamino)-3H~
imidazo[4,5-b]pyridin

A-131 2~ Metoxykarbonylamino -6-(2-karboxyfenylamino)-3H-
imidazo [4,5-b]pyridin

A-132 2=~ Metoxykarbonylamino -6-(3-karboxyfenylamino) -3H-
imidazo [4,5-b]pyridin

A-133 2- Metoxykarbonylamino -6-(4-karboxyfenylamino) -3H~
imidazo [4,5-b]pyridin

Sloucenina A-134 - A-154:

Substituci p¥islu3ného fenolatu za fenoldt sodny v P¥ikladu A-4
vede identicky proces ke vzniku nasledujicich priklada.
Napriklad u sloudenin A-152, A-153 a A-154 jsou karboxy skupiny
chranéné metylen, etylem, benzylen, t-butylem, nebo jinymi
vhodnymi estery a poté jsou u té&chto slou€enin tyto chrénici




skupiny v poslednim kroku odstranény, coZ vede ke vzniku

sloucenin.

A-134 2—Etoxykarbonylamino—6—(2—nitrofenoxy)—3H—imidazo[4,5—b]
pyridin ‘

A-135 2—Etoxykarbonylamino—6—(3—nitrofenoxy)—3H—imidazo[4,5—b]
pyridin

A-136 2—Etoxykarbonylamino—6-(4—nitrofenoxy)—3H—imidazo[4,5—b]
pyridin

A-137 2—Etoxykarbonylamino—6—(2—chlorofenoxy)—3H—imidazo[4,5—b]
pyridin

A-138 2—Etoxykarbonylamino—6—(3—chlorofenoxy)—3H—imidazo[4,5-b]
pyridin

A-139 2-Etoxykarbonylamino—6—(4-chlorofenoxy)—3H—imidazo[4,5—b]
pyridin

A-140 2—Etoxykarbonylamino—6—(2—metylfenoxy)—3H—imidazo[4,5—b]
pyridin

A-141 2—Etoxykarbonylamino—6—(3—metylfenoxy)—3H—imidazo[4,5—b]
pyridin

A-142 2—Etoxykarbonylamino—6—(4—metylfenoxy)-3H-imidazo[4,5-b]
pyridin

A-143 2—Etoxykarbonylamino—6—(2-fluorofenoxy)—3H-imidazo[4,5—b]
pyridin

A-144 2—Etoxykarbonylamino—6—(3—fluorofenoxy)—3H—imidazo[4,5—b]
© pyridin _
A-145 2-Etoxykarbonylamino—6-(4—fluorofenoxy)—3H—imidazo[4,5—b]
pyridin

A-146 2- Etoxykarbonylamino -6- [(2-trifluorometyl) fenoxy]
3H- imidazo [4,5-Db] pyridin

A-147 2- Etoxykarbonylamino -6- [(3-trifluorometyl) fenoxy]
3H- imidazo [4,5-b] pyridin

A-148 2- Etoxykarbonylamino -6- [(4-trifluorometyl) fenoxy]
3H- imidazo [4,5-Db] pyridin

A-149 2- Etoxykarbonylamino —6-(2-metoxyfenoxy)—3H—imidazo[4,5—
blpyridin
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A-150 2- Etoxykarbonylamino —Ge(B—metoxyfenoxy)—3H—imidazo[4,5—
blpyridin

A-151 2- Etoxykarbonylamino —6—(4—metoxyfenoxy)—3H-imidazo[4,5~
blpyridin

A-152 2- Etoxykarbonylamino —6—(2—karboxyfenqu)—3H-imidazo
[4,5~-b]pyridin

A-153 2- Etoxykarbonylamino -6~ (3-karboxyfenoxy)-3H-imidazo
[4,5-b]pyridin

A-154 2~ Etoxykarbonylamino —6—(4—karboxyfenoxy)-3H—imidazo
[4,5-b]pyridin

SlouCenina A-155 - A-176:

Substituci p¥isludného thiofenolatu za fenolat sodny v P#ikladu
A-4 vede identicky proces ke vzniku nasledujicich ptrikladd.
Napfiklad u sloudenin A-174, A-175 a A-176 jsou karboxy skupiny
chranéné metylem, etylem, benzylem, t-butylem, nebo jinymi
vhodnymi estery a poté jsou u téchto slou&enin tyto chréanici
skupiny v poslednim kroku odstranény, coZ vede ke vzniku

sloucenin.

A-155 2—Etoxykarbonylamino—6—fenylmerkapto—BH—imidazo[4,5—b]
‘pyridin

A-156 2—Etoxykarbonylamino—6—(2—nitrofenylmerkapto)—3H—imidazo
[4,5-blpyridin

A-157 2—Etoxykarbonylamino—6—(3—nitrofenylmerkapto)—3H—imidazo
[4,5-b]pyridin

A-158 2—Etoxykarbonylamino~6—(4—nitrofenylmerkapto)—3H—imidazo
[4,5-b]pyridin

A-159 2—Etoxykarbonylamino-6-(2—chlorofenylmerkapto)—3H—imidazo
[4,5-b]pyridin

A-160 2—Etoxykarbonylamino-6—(3—chlorofenylmerkapto)—3H—imidazo
[4,5-b]pyridin
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A-161 2-Etoxykarbonylamino-6- (4—chlorofenylmerkapto)-3H—imidazo
[4,5-b]pyridin

A-162 2—Etoxykarbonylamino—6—(2—metylfenylmerkapto)—3H—imidazo
[4,5-b]pyridin

A-163 2—Etoxykarbonylamino—6—(3—metylfenylmerkapto)—3H—imidazo
[4,5-b]lpyridin

A-164 2- -BEtoxykarbonylamino- 6—(4—mety1fenylmerkapto)—3H -imidazo
[4,5-b]lpyridin

A-165 2—Etoxykarbonylamino—6—(2—f1uorofenylmerkapto)—3H-imidazo
[4,5-b]pyridin

A-166 2—Etoxykarbonylamino—6—(3—fluorofenylmerkapto)—3H—imidazo
[4,5-b]pyridin

A-167 2—Etoxykarbonylamino—6—(4—fluorofenylmerkapto)—3H—imidazo
[4,5-b]pyridin

A-168 2=~ Etoxykarbonylamino -6- [(2-trifluorometyl)
fenylmerkapto] -3H- imidazo [4,5-b] pyridin

A-169 2« Etoxykarbonylamino -6- [(3-trifluorometyl)
fenylmerkapto] -3H- imidazo [4,5-b] pyridin

A-170 2~ Etoxykarbonylamino -6~ [ (4-trifluorometyl)
fenylmerkapto] -3H- imidazo [4,5-b] pyridin

A-171 2~ Etoxykarbonylamino —6-(2—metoxyfenylmerkapto)—3H—
imidazo[4,5-b]lpyridin

A-172 2~ Etoxykarbonylamino —6—(3-metoxyfenylmerkapto)—3H-
imidazo[4,5-b]pyridin

A-173 2~ Etoxykarbonylamino -6~ (4-metoxyfenylmerkapto)-3H-
imidazo[4,5-b]pyridin

A-174 2- Etoxykarbonylamino -6-(2-karboxyfenylmerkapto)-3H-
imidazo [4,5-b]pyridin '

A-175 2- Etoxykarbonylamino -6~ (3-karboxyfenylmerkapto) -3H~-
imidazo [4,5-blpyridin

A-176 2- Etoxykarbonylamino —6—(4—karboxyfenylmerkapto)-3H—
imidazo [4,5-b]lpyridin '




Slou&enina A-177 - A-198:

Substituci p¥islu3né anilinové soli za fenolat sodny v Prikladu
A-4 vede identicky proces ke vzniku nasledujicich priklada.
Napfiklad u sloudenin A-196, A-197 a A-198 jsou karboxy skupiny
chranéné metylem, etylem, benzylem, t-butylem, nebo Jinymi
vhodnymi estery a poté jsou u té&chto sloudenin tyto chrénici
skupiny v poslednim kroku odstranény, coZ vede ke vzniku

sloucenin.

A-177 2—Etoxykarbonylamino—6—fenylamino—3H—imidazo[4,S—A—112
A-178 2—Etoxykarbonylamino-6—(2—nitrofenylamino)—3H—imidazo
[4,5-b]pyridin

A-179 2—Etoxykarbonylamino—6—(3—nitrofenylamino)—3H—imidazo
[4,5-b]pyridin

A-180 2—Etoxykarbonylamino—6—(4—nitrofenylamino)—3H—imidazo
[4,5-b]pyridin

A-181 2—Etoxykarbonylamino—6—(2—chlorofenylamino)—3H—imidazo
[4,5-b]pyridin

A-182 2—Etoxykarbonylamino—6-(3—chlorofenylamino)—3H—imidazo
[4,5-b]pyridin

A-183 2—Etoxykarbonylamino—6—(4-chlorofenylamino)—3H—imidazo
[4,5-b]pyridin

A-184 2—Etoxykarbonylamino—6—(2—metylfenylamino)~3H—imidazo
(4,5-b]lpyridin

A-185 2—Etoxykarbonylamino—6—(3—metylfenylamino)—3H—imidazo
(4,5-blpyridin

A-186 2—Etoxykarbonylamino—6—(4-metylfenylamino)-3H—imidazo
[4,5-b]pyridin

A-187 2-Etoxykarbonylamino—6—(2-fluorofenylamino)—3H—imidazo
[4,5-blpyridin

A-188 2-Etoxykarbonylamino—6—(3—fluorofenylamino)—3H—imidazo
[4,5-b]pyridin

A-189 2—Etoxykarbonylamino—6-(4—fluorofenylamino)—3H—imidazo

[4,5-b]pyridin
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A-190 2- Etoxykarbonylamino -6- [(2-trifluorometyl) fenylamino]
-3H- imidazo [4,5-b] pyridin

A-191 2- Etoxykarbonylamino -6- [(3-trifluorometyl) fenylamino]
-3H~- imidazo [4,5-b] pyridin

A-192 2- Etoxykarbonylamino -6- [(4-trifluorometyl) fenylamino]
-3H- imidazo [4,5-b] pyridin '

A-193 2- Etoxykarbonylamino -6~ (2-metoxyfenylamino)-3H-imidazo
[4,5-b]pyridin

A-194 2- Etoxykarbonylamino -6-(3-metoxyfenylamino)-3H-imidazo
[4,5-b]pyridin

A-195 2- Etoxykarbonylamino ~6- (4-metoxyfenylamino)-3H-imidazo
[4,5-b]pyridin

A-196 2- Etoxykarbonylamino -6~ (2-karboxyfenylamino)-3H-imidazo
[4,5-b]pyridin

A-197 2- Etoxykarbonylamino -6~ (3-karboxyfenylamino)-3H-imidazo
[4,5-blpyridin

A-198 2- Etoxykarbonylamino -6-(4-karboxyfenylamino)-3H~imidazo
[4,5-b]lpyridin

Pfiklad 2: Stanoveni fosforylacni funkce RAF

Nasledujici metoda zaznamenava stupenn fosforylace cilového
proteinu MEK, stejné& tak jako cile proteinu MEK, proteinu MAPK,
katalyzované pomoci RAF. Sekvence genu pro RAF je popsana
v publikaci autor® Bonner et al., 1985, Molec. Cell. Biol. 5:
1400-1407, a Je snadno dostupnd v databankach genovych
sekvenci. Konstrukce vektoru nukleové kyseliny a pouZitych
bunéénych 1linii wvyuZivanych v pfedkléddaném vyndlezu je plné
popsana v publikaci autor Morrison et al., 1988, Proc. Natl.
Acad. Sci. USA 85: 855-8859,




Material a reagencie

10.

11.

12.

13.

14.
15.

Butiky Sf9 (Spodoptera frugiperda); GIBCO-BRL, Gaithersburg,
MD.
RIPA pufr: 20 mM Tris/HCl pPH 7,4, 137 mM NaCl, 10%
glycerol, 1 mM PMSF, 5 mg/l aproteninu, 0,5% Tritonu X-100;
Thioredoxin-MEK fuzni protein (T-MEK): Exprese T-MEK a
purifikace afinitni chromatografii byly provedeny podle
postupld dle vyrobce. Katalogové ¢&. K 350-01 a R 350-40,
Invitrogen Corp., San Diego, CA
His-MAPK (ERK 2); MAPK s histidinovou kotvou byla
exprimovana v XL1 Blue cells transformovanych vektorem
pUC18 kédujicim His-MAPK. His-MAPK byla purifikovéna pomoci
Ni-afinitni chromatografie. Katalogové  ¢&. 27-4949-01,
Farmacie. Alameda, Kalifornie, jak je popsano
v pfedkladaném vynalezu.
Oveéi anti my$i IgG: Jackson Laboratories, West Grove, PA,
Katalogové ¢&. 515-006-008, SarZe 28563
Specifickd protildtka proti RAF-1 protein kindze: URP2653
od UBI.
Potahovaci pufr: PBS; fosfatovy pufr, GIBCO~BRL,
Gaithersburg, MD
Promyvaci pufr: TBST - 50 mM tris/HC1 PH 7,2, 150 mM NaCl,
0,1% Triton X-100
Blokujici pufr: TBST, 0,1% etanolamin PH 7,4

DMSO, Sigma, St. Louis, Mo

Kindzovy pufr (KB): 20 mM Hepes/HCl pH 7,2, 150 mM NaCl,
0,1% triton X-100, 1 mM PMSF, 5 mg/l aproteninu, 75 mM
ortovanadatu sodného, 0,5 MM DTT a 10 mM MgCl,.

Smés ATP: 100 mM MgCly, 300 mM ATP, 10 nCi g-P ATP
(Dupont-NEN) /ml.

Zastavujici roztok: 1% kyselina fosfore&n4; Fisher,
Pitsburgh, PA.

Wallac celulézové filtry; Wallac, Turku, Finsko.

Filtrovaci promyvaci roztok: 1% kyselina fosfore&na;
Fisher, Pitsburgh, PA.
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16. Destickovy harvester Tomtec, Wallac, Turku, Finsko.

17. Wallac beta destickovy reader, Wallac, Turku, Finsko.

18. NUNC polypropylenové desticky s 96 jamkami s dnem ve tvaru
pismene V, Applied Scientific, katalogové &. AS-72092

Postup

V8echny nésledujici kroky byly provadény pfi pokojové teplotg,

ledaZe je specifikovano jinak.

1. PotaZeni ELISA destiCky: ELISA jamky jsou potaZeny p¥es noc
pfi teplot& 4°C pomoci 100 mL ov&iho anti mySiho afinitng&
purifikovaného antiséra (1 mg/100 ml potahovaciho pufru).
ELISA destic¢ky mohou byt pouZity po dobu 2 tydnt, pokud
jsou skladovany p#i teplot& 4°C.

2. Obratte destidku a odstraiite tekutou sloZku. Pridejte 100
ml blokujiciho roztoku inkubujte po dobu 30 minut.

3. Odstrafite blokujici roztok a promyjte 4-kriat pomoci
promyvaciho pufru. Polofte destidku na papirovy ubrousek za
GCelem odstrané&ni nadbytku tekutiny.

4. Pridejte do kazdé jamky 1 mg specifické protilatky proti
RAF-1 a inkubujte po dobu 1 hodiny. Promyjte tak, jak Jje
popsano v kroku 3.

5. Rozmrazte lyzaty z RAS/RAF infikovanych Sf9 buﬁék a naredte
Je pomoci TBST na 10 mg/100 ml. Pridejte 10 mg nafedéného
lyzatu do jamek a inkubujte jednu hodinu. Tfepejte destidku
béhem inkubace. Negativni kontroly neobsahuji Zadny lyzat.
Lyzaty =z RAS/RAF infikovanych Sf9 hmyzich bundk jsou
pfipraveny po infikaci bun&k rekombinantnimi bakuloviry p#i
MOI 5 pro kaZdy virus, a sbirdny o 48 hodin pozdéji. Buiky
jsou jednou promyty pomoci PBS a lyzovany v RIPA pufru.
Nerozpustny materidl je odstranén centrifugaci (5 minut p#i
10000 g). Alikvoty lyzatd jsou zamrazeny v suchém
ledu/etanolu a uskladn&ny p¥i teplotd —-80°C a’ do pouZiti.

6. Odstrafite nenavdzany materidl a promyjte tak, jak Jje
popsano vy3e (krok 3).




10.

11.
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Pfidejte 2 mg T-MEK a 2 mg His-MAEPK na jamku a upravte
objem do 40 ml pomoci kinazového pufru. Metody purifikace
T-MEK a MAPK z bun&&nych extraktd jsou zde uvedeny ve form&
ptikladu.

Pfedfedte sloudeniny (zasobni roztok 10 mg/ml DMSO) nebo
extrakty 20 krat v TBST plus 1% DMSO. Pfidejte 5 ml
pfed¥edénych sloudenin/extraktd do jamek popsanych v kroku
6. Inkubujte po dobu 20 minut. Kontroly neobsahuji Zadny
1ék.

Zatnéte kindzovou reakci ptiddnim 5 ml sm&si ATP.
Promichavejte desti&ky b&hem inkubace na ELISA destidkové
trepacdce.

Zastavte kindzovou reakci po 60 minutdch pridanim 30 ml
zastavovaciho roztoku do kadé jamky.

Umistéte fosfocelulézovy filtr a ELISA destiCku do Tomtec
desti&kového harvesteru. Seberte a promyjte filtr
promyvacim roztokem podle doporu¢eni vyrobce. Vysuste
filtry. Utésnéte filtry a umist&te je do drZaku. VloZte
drzak do zarizeni na detekci radioaktivity a kvantifikujte
radioaktivni fosfor na filtrech.

Alternativné mohou byt pfeneseny 40 ml alikvéty
z jednotlivych jamek desticCky do korespondujicich pozic na
fosfocelulézovém filtru. Po vysuSeni filtru vzduchem poloZte
filtry na misku. Jemn& misku promichavejte a vym&fiujte
promivaci roztok v 15 minutovych intervalech po dobu 1
hodiny. Vysu3te filtry vzduchem. Utésnéte filtry a umistéte
je do drzdku vhodného pro mé&feni radioaktivniho fosforu ve
vzorcich. VloZte drZak do zatizeni na detekci radioaktivity

a kvantifikujte radioaktivni fosfor na filtrech.

Hodnoty 1ICsy byly m&reny podle protokolu pro nasledujici
azabenzimidazolové slouCeniny v RAF-1 ELISA analyze:




(A-1)

(A-2)

(A=3)

(A-90)
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Hodnota ICso je koncentrace azabenzimidazolového inhibitoru
poZadovaného ke sniZeni maximalniho mnozstvi
fosforylovaného cilového proteinu nebo bun&&ného rastu o
50%. Hodnoty ICsy m&fené v RAF-1 fosforylaéni analyze jsou

zobrazeny v Tabulce 1:

Tabulka 1
Sloulenina ICsq (uM)
A-1 79
A-2 >100
A-3 6,1
A-4 6,7
A-90 0,95

Priklad 3: Purifikace MAPK a MEK

MAPK a MEK proteiny jsou snadno exprimovany v bufikdch pomoci
subklonovéni genu kédujiciho tyto proteiny do  komer&nd
dostupného vektoru, ktery exprimuje proteiny s polyhistidinovou
kotvou. Geny kédujici tyto proteiny jsou snadno dostupné
v laboratofich, které norm&lné& pracuji s t&mito proteiny, nebo
pomoci klonovani té&chto gend =z bunédk obsahujicich cDNA
knihovny. Knihovny jsou snadno dostupné a osoba znald oboru
miZe snadno pripravit préby nukleovych kyselin homolognich
k cDNA molekul kédujicich MEK nebo MAPK ze sekvenci nukleovych
kyselin MEK a MAPK dostupnych v databazich gen, jako je

napfiklad Genbank. Klonovani genu miZe byt dosaZeno v kratkém
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Casovém Useku za poufiti technik b&Zn& dostupnych osobam

zkuSenym v oboru.

Purifikace MEK a MAPK proteint =z buné&nych extraktd miZe
provedena za pouziti nasledujiciho protokolu, ktery je upraven
podle Robbinse et al., 1993, J. Biol. Chem. 268: 5097-5106:

1. Provedte 1lyzu bun&k pomoci sonikace, osmotického stresu,
nebo French presu za pomoci technik dostupnych osobam
znalym oboru. Vhodny sonikaéni pufr je uveden nizZe.

2. Ekvilibrujte pevnou matrici, ktera je konjugovéna s niklem
nebo kobaltem ekvilibra&nim pufrem uvedenym nize.
Polyhistidinova kotva se specificky vadZe na atomy niklu a
kobaltu na pevné matrici. Ekvilibrace mf¥e byt dosaZeno
promytim prysky¥ice t¥ikrdt ekvilibra&nim pufrem v objemu
rovném 10 objemlim pevné matrice. Pevna matrice je snadno
dostupnd osobdm znalym oboru.

3. Pridejte bun&&ny lyzat % pevné matrici a ekvilibrujte
vV naddob& po urditou dobu. Alternativné miZe byt pevna
matrice naplnéna do chromatografické kolony a lyzat mlzZe
byt nalit na kolonu obsahujici pevnou matrici.

4. Promyjte pevnou matrici pomoci promyvaciho pufru uvedeného
nize.

5. Provedte eluci MEK a MAPK proteinu z pevné matrice pomoci
elu¢niho pufru (uveden nize), kterym odstranite vyznamnou

Cast proteinu z pevné matrice.

Sonikadéni pufr

50 mM fosfat sodny, pH 8,0
0,3 M chlorid sodny

10 mM B-merkaptoetanol

1% NP40

10 mM NaF

0,5 mM Pefablock




Ekvilibraé&ni pufr

50 mM fosfat sodny, pH 8,0
0,3 M chlorid sodny

10 mM B-merkaptoetanol

1% NP40

10 mM NaF

1 mM imidazol

Promyvaci pufr

50 mM fosfat sodny, pH 8,0
0,3 M chlorid sodny

10 mM B-merkaptoetanol

1% NP40

10 mM NaF

1 mM imidazol

Elu¢ni pufr

50 mM fosfat sodny, pH 8,0
0,3 M chlorid sodny

10 mM B-merkaptoetanol

1% NP40

10 mM NaF

10-500 mM imidazol
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Pfiklad 4: Stanoveni fosforyladni funkce RAF EGF receptoru

Aktivita EGF receptorové kinazy (EGFR-NIH3T3 analyza) byla
mé&fena v celych bufikdch, jak je popsé&no detailn& v PCT
publikaci W09640116, zaregistrované 5. &ervna 1996 autory Tang
et al. nazvané “Indolinone Compounds for the Treatment of
Disease”, kterd Jje v predkladaném vynalezu zaclenéna Jjako

reference v celém svém rozsahu v&etnd vyobrazeni.

Hodnoty ICso mé&rené v analyze na EGF receptorovou fosforylaci

jsou uvedeny v Tabulce 2:

Tabulka 2
Sloudenina ICso (uM)
A-1 >100
A-2 >100
A-3 >100
A-4 >100

Pfiklad 5: Stanoveni efektu azabenzimidazolovych sloud&enin na

‘rast bunék exprimujicich Ras

Nasledujici metoda meri stupeni ristu NIH-3T3 bunék
exprimujicich RAS. Udelem metody je ur&it u&inky sloudenin na
rist NIH-3T3 bundk exprimujicich H-Ras

b}

Materidl

96 jamkové sterilni desti&ky s plochym dnem
96 jamkové sterilni desti&ky s kulatym dnem
sterilni 25 ml nebo 100 ml n&doba




pipety, vicekan&lovad pipeta

sterilni pipetové &pic&ky

sterilni 15 ml a 50 ml zkumavky

Reagencie

0,4% SRB v 1% kyseliné& octové
10 mM Tris baze

10%

TCA

1% kyselina octovéa
sterilni DMSO (Sigma)

slouCenina v DMSO (100 mM nebo slab3i zasobni roztok)
Trypsin-EDTA (GIBCO BRL)

Bunécna linie

3T3/H-Ras (NIH 3T3 klon 7 bundk exprimujicich genomicky

fragment onkogenniho H-Ras).

Builky mohou byt p#ipraveny za pouZiti nasledujiciho protokolu:

1.

Subklonujte fragment genu kédujici Ras do komer&né
dostupného vektoru, ktery bude stabiln& transfektovat NIH-
3T3 builky. Fragment je 2z genomické transformujici alely
cHa-ras.

Transfektujte NIH-3T3 buifiky subklonovanym vektorem pomoci
metody s kalcium fosfatem. Vyberte buniky exprimujici Ras
konstrukt wve 2% séru v DMEM. Po dvou tydnech jsou
pozorovana viditelna loZiska. Vytvorte pool
tranformovanych bunék, abyste ziskali stabilné

transformovanou buné&&nou linii.




Ristové médium

2% teleci sérum/DMEM + 2 mM glutamin, Pen/Strep

Protokol

Den 0: Umisté&ni bundk:

Tato cCast metody je provadéna v boxu s lamin&rnim proud&nim.

1.

Trypsinizujte bufiky. Pfeneste 200 ml buné&&né suspenze k 10
ml izotonického roztoku. SpocCitejte bufiky pomoci pfistroje
Coulter Counter.

Naredte bufiky v r@stovém médiu na 60 000 buné&k/ml. Preneste
100 ml bun&k do kazdé jamky v 96-jamkové destidce s plochym
dnem, aby bylo v ka¥dé jamce 6000 bunék.

PouZijte polovinu desticCky (4 *ady) pro kaZdou sloueninu a
pracujte v kvadrupletu pro kaZdou koncentraci sloueniny.
Pro kontrolni médium pouZijte 4 jamky.

Desticky jemné promicheijte, aby dos3lo k jednotnému
ptichyceni bunék.

Inkubujte desti&ky pfi teplot& 37°C v inkubatoru s 102 CO,.

-Den 1: Pridéni sloudeniny:

Tato Cast metody je provadéna v boxu s lamindrnim proud&nim.

1.

Do 96-jamkové destiCky s kulatymi dny pfidejte 120 ml
ristového média obsahujiciho 2x nejvyssi findlni
koncentraci DMSO, ktera byla nalezena p#i skrininku
koncentraci slou&enin ve sloupcich 1 aZ 11. Napfiklad pokud
Jje nejvy33i koncentrace 100 ml a ta je pripravena ze 100 mM
zasobniho roztoku, 1x DMSO je 0,1% a 2x DMSO je 0,2%. Tato
desticka je pouZita k vytitrovani slou&eniny, 4 rady na
jednu slou&eninu.
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2. Ve sterilni 15 ml zkumavce pfipravte 2x roztok nejvyssi
skrininkové koncentrace sloucCeniny v r@stovém médiu plus 2x
DMSO. Je potfeba 1 ml na bun&dnou 1linii. Vychozi
koncentrace sloudeniny je obvykle - 100 mM, ale tato
koncentrace se mliZe 1i3it v zavislosti na solubilité
slouceniny. '

3. Preneste v kvadrupletu 240 ml 2x roztoku vychozi sloueniny
do jamek ve sloupci 12 v 96-jamkové destidce s kulatymi
dny. Provedte sérii fed&ni 1:2 v celé desti¢ce zprava
doleva pFfenesenim 12 ml ze sloupce 12 do sloupce 11, ze
sloupce 11 do sloupce 10 atd. a? ke sloupci 2. PF¥eneste 100
ml sloudeniny a 100 ml média do sloupce 1, na 100 ml média
na buiky v korespondujich jamkéach 96-jamkové destidky
s plochymi dny. Celkovy objem na jamku by m&l byt 200 ml.

4. Vratte destidku do inkubatoru a inkubujte po dobu 3 dnt.

Den 4: Vyvinuti analyzy:

Tato Cast metody je provad&na na laboratornim stole.

1. Aspirujte nebo vylijte médium. Pridejte 200 ml studené 10%
TCA do kaZdé jamky, abyste zafixovali buiiky. Inkubujte
desticku po dobu alespofi 60 minut pfi teploté& 4°C.

2. Odstrafite TCA a promyjte jamky 5-krat tekouci vodou.
VysuSte destidky hlavou vzhfiru na papirovych ubrouscich.

3. Barvéte bufiky pomoci 100 ml 0,4% SRB na jamku poldobu 10
minut.

4. Vylijte SRB a promyjte jamky 5-krat pomoci 1% kyseliny
octové. Vysu3té kompletnd destic¢ky hlavou wvzhliru na
papirovych ubrouscich.

5. Solubilizijte barvivo pomoci 100 ml 10 mM Tris baze po dobu
5-10 minut na t¥epadce.

6. Odeltéte destidky na zatizeni Dynatech ELISA Plate Reader

pfi vlnové délce 570 nm s referenci pri 630 nm.
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Vybrané sloudeniny inhibovaly rist bun&k overexprimujiich

RAS, jak je ilustrovdno v Tabulce 3.

Tabulka 3
SloucCenina . ICso (uM)
RAS/NIH3T3
A-3 40
A-4 20

Priklad 6: Stanoveni efektu azabenzimidazolovych sloudenin na

N

rist bunék A549

¥ v

Nasledujici metoda m&#i stupei ristu bund&k A549. U&elem metody
je urcit G&inky sloudenin na rfst A549 bundk lidského karcinomu
plic. Builky A549 jsou snadno dostupné z komerénich zdrojt, jako
je napfiklad ATCC (CCL185).

Materidl

96 jamkové sterilni destidky s plochym dnem
96 jamkové sterilni desticCky s 'kulatym dnem
sterilni 25 ml nebo 100 ml n&doba

pipety, vicekandlova pipeta

sterilni pipetové 3pid&ky

sterilni 15 ml a 50 ml zkumavky
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Reagencie

0,4% SRB v l%lkyseliné octové

10 mM Tris baze

10% TCA

1% kyselina octova

sterilni DMSO (Sigma)

sloucCenina v DMSO (100 mM nebo slab3i zasobni roztok)
Trypsin-EDTA (GIBCO BRL)

Bunéc¢na linie

A549 bunky lidského karcinomu plic (ATCC CCL185)

10% fétalni teleci sérum v Ham F12-K

Protokol

Den 0: Umisténi bun&k:

Tato Cast metody je provad&na v boxu s lamind&rnim proudénim.

1. Trypsinizujte bufiky. P¥eneste 200 ml buné&éné suspenze k 10
ml izotonického roztoku. SpocCitejte buiky pomoci pristroje
Coulter Counter.

2. Natfedte builky v ristovém médiu na 20 000 bunék/ml. Preneste
100 ul bunék do kazdé jamky v 96-jamkové destidce s plochym
dnem, aby bylo v kaZdé jamce 2000 bundk.

3. PouZijte polovinu destiCky (4 fady) pro kaZdou sloudeninu a
pracujte v kvadrupletu pro kaZdou koncentraci sloudeniny.
Pro kontrolni médium pouZijte 4 jamky.

4. Desticky jemné promichejte, aby doslo k jednotnému
prichyceni bunék.

6. Inkubujte desti¢ky p¥i teplot& 37°C v inkubAtoru s 10% CO,.
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Den 1: P¥idani slou&eniny:

Tato Cast metody je provad&na v boxu s lamindrnim proudénim.

1.

Do 96-jamkové desti&ky s kulatymi dny p¥idejte 120 ul
ristového média obsahujiciho 2x nejvyssi findlni koncentraci
DMSO, kterd byla nalezena pri  skrininku koncentraci
slouCenin ve sloupcich 1 a¥ 11. Napriklad pokud je nejvy33i
koncentrace 100 uM a ta je ptripravena ze 100 mM zasobniho
roztoku, 1x DMSO je 0,1% a 2x DMSO je 0,2%. Tato desti&ka je
pouZita k vytitrovani slouceniny, 4 fady na jednu
slouceninu.

Ve sterilni 15 ml zkumavce pfipravte 2x roztok nejvyssi
skrininkové koncentrace sloueniny v ri@istovém médiu plus 2x
DMSO. Je potfeba 1 ml na bun&&nou linii. Vychozi koncentrace
sloucCeniny je obvykle 100 uM, ale tato koncentrace se miZe
1lisit v z&vislosti na solubilité slouceniny.

Pfeneste v kvadrupletu 240 ul 2x roztoku vychozi slouéeniny
do jamek ve sloupci 12 v 96-jamkové destidce s kulatymi dny.
Provedte sérii Ped&ni 1:2 v celé destidce zprava doleva
pfenesenim 12 ml ze sloupce 12 do sloupce 11, ze sloupce 11
do sloupce 10 atd. a¥ ke sloupci 2. Pfeneste 100 ml
sloucCeniny a 100 ml média do sloupce 1, na 100 ml média a
burikach v korespondujich jamkéach 96~jamkové desticCky
S plochymi dny. Celkovy objem na jamku by m&l byt 200 ml.

. Vratte desticku do inkubdtoru a inkubujte po dobu 3 dnd.

Den 5: Vyvinuti analyzy:

Tato cast metody je provddé&na na laboratornim stole.

1. Aspirujte nebo vylijte médium. Pfidejte 200 ml studené 10%

TCA do kaZdé jamky, abyste zafixovali butiky. Inkubujte

desticku po dobu alespofi 60 minut p#i teplot& 4°C.

2. Odstrafite TCA a promyjte jamky 5-krat tekouci vodou.

VysuSte destic¢ky hlavou vzhtiru na papirovych ubrouscich.
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Barvéte builky pomoci 100 ml 0,4% SRB na jamku po dobu 10
minut. _

4. Vylijte SRB a promyjte jamky 5-kré4t pomoci 1% kyseliny
octové. Vysu3t& kompletnd destiCky hlavou vzhlru na
papirovych ubrouscich. ‘

5. Solubilizijte barvivo pomoci 100 ml 10 mM Tris baze pb dobu
5-10 minut na tPepadce.

6. OdeCtéte destidky na zafizeni Dynatech ELISA Plate Reader

pri vlnové délce 570 nm s referenci pXi 630 nm.

Vybrané sloueniny inhibovaly r@st bundk A549, Jjak e
ilustrovano v Tabulce 4.

Tabulka 4
Sloudenina ICso (uM)
A549
A-3 22
. 65(2% FBS)
A-4 ' 6
5,7 (2% FBS)

Pfiklad 7: Metoda ur&eni biologické aktivity Raf moduldtort in

vivo

K monitoraci ac¢inku sloucCenin, které jsou predmétem
pfedkladaného vynalezu, na inhibici nadorovych bun&k vaje&nikd,
melanomu, prostaty, plic a prsu mohou byt pouzity
xenotransplantadtové studie. Protokol metody je popsan v PCT
publikaci W09640116, zaregistrované 5. Servna 1996 autory Tang

et al. nazvané “Indolinone Compounds for the Treatment of
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Disease”, kterd je v predkléadaném vynalezu za¢len&na jako

reference v celém svém rozsahu vé&etnd vyobrazeni.

Zde ilustrativn& popsany pfedkladany vynédlez mﬁie byt pouZit
Vv nepfitomnosti jakychkoli limitaci, které zde nejsou
specificky uvedeny. Uvad&né terminy a vyrazy jsou pouzity jako
terminy popisné a nikoli omezujici. Rozli&né modifikace té&chto
termind a vyrazd Jjsou mo¥né a jsou zahrnuty do rozsahu
ptedkladaného vynalezu. Proto by m&lo byt rozuméno, Ze ackoli
predkladany vynalez byl specificky uveden preferovanymi formami
predkladaného vynalezu, jsou moZné zmény a modifikace konceptd
zde wuvedenych, které by mohli byt pouZity osobami znalymi
oboru, povaZovany za patfici do rozsahu tohoto vynalezu, jak je
definovéno v pripojenych patentovych nérocich.

Osoba znald oboru oceni, Ze pfedkladany vyndlez je moZno dobie
prizplsobit k provedeni z&m&rd a ziskani vysledkl a vyvhod zde
zminénych. Molekuldrni komplexy a metody, postupy, zplsoby
léCby, molekuly, specifické slouCeniny zde popsané reprezentuji
souasné preferované formy pfedkladaného vynélezu, slouZi jako
priklady a nijak neomezuji rozsah pfedkléddaného vynéalezu. Zmény
a dalsi pouZiti, které bude z¥ejmé osobdm znalym oboru, které
jsou  zahrnuty do podstaty pfedkladaného vynadlezu  jsou

definoviny rozsahem patentovych naroku.

Osobam znalym oboru bude snadno zfejmé, Ze mohou byt provedeny
rozli¢né ndhrady a modifikace pfedkladaného vynalezu, aniz by

doslo k odchyleni od rozsahu a podstaty pfedkladaného vynalezu.

VSechny patenty a publikace zmin&né ve specifikacich sv&d&i o
trovni osob znalych oboru, kterych se prfedkladany vyndlez tyka.
VSechny patenty a publikace jsou zde zaélen&ny formou reference
ve stejném rozsahu, jako kdyby kada individudlni publikace

byla za&len&na individudlng.
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Zde ilustrativné popsany predkladany vyndlez mtZe byt pouZit
vV nepritomnosti jakychkoli limitaci, které zde nejsou
specificky uvedeny. Z tohoto davodu napfiklad jakykoli ze zde
uvadénych termind |, “tvofeny”, “skladajici se esencidlné z" a
“skladajici se” mlZe byt nahrazen jakymkoli =z ostatnich dvou
vyrazl. Uvadéné terminy a vyrazy  jsou pouiit§ jako terminy
popisné a nikoli omezujici. Rozlidné modifikace té&chto termint
a vyrazd jsou moZné a jsou zahrnuty do rozsahu np¥edkladaného
vynadlezu. Proto by mé&lo byt rozuméno, Ze adkoli predkladany
vynalez byl specificky uveden preferovanymi formami
pfedkladaného vynalezu, jsou moZné zmény a modifikace konceptu
zde uvedenych, které by mohli byt pouZity osobami znalymi
oboru, povaZovany za pat#ici do rozsahu tohoto vyndlezu, jak je

definovano v pf¥ipojenych patentovych nérocich.

Navic tam, kde jsou rysy nebo aspekty predkladaného vynalezu
popisovany v terminech Markushovych skupin, rozeznaji osoby
znalé oboru, Ze vyndlez dje také popisovan v terminech
podskupiny ¢&lenf Markushovy skupiny. Napfiklad pokud je X
popisovano jako vybrané ze skupiny tvofené brémem, chlérem a
joédem, jsou uvedeny plné popisy patentovych narokd pro X, které

Je brém a X, které je brém a chlér.

Reference, které nebyly v pfedkladaném vynalezu zac¢lenény jako
-reference, vdetné patentovych i nepatentovych referenci, Jjsou
zde vyslovné zallenény jako reference pro vSechny ucdely. Dal$i
formy predkladdaného vynalezu jsou uvedeny v ndsledujicich

patentovych narocich.




PATENTOVE NAROKY

1. ZplGsob in vitro modulace funkce serin/threonin
protein kindzy, vy zn a & u jici S e t im, Ze
zahrnuje stupen kontaktovani bundk exprimujicich tuto
serin/threonin protein kindzu se slou¢eninou na bazi
azabenzimidazolu.

2. Zpusob podle naroku 1, v Yznacujici
s e t i m, Ze serin/threonin protein kindzou je RAF.

3. Zpusob in vitro identifikace sloudenin, které
moduluji funkci serin/threonin protein kindzy, vy z na -
¢cujici s e t i m, Ze zahrnuje nasledujici stupné:

a) kontaktovani bunék exprimujicich tuto serin/threonin
protein kindzu se slouc¢eninou na bazi azabenzimidazolu a

b) monitorovéni G&inku na takto zZpracované buriky.

4. Zpusob podle naroku 3, v Yznacuijici
s e t i m, Ze Ulinkem je zména nebo absence zmény bunéé&ného
fenotypu.

5. ZpUsob podle naroku 3, vy zn a & u jici
s e t i m, Ze Udinkem je zména nebo absence zmény bunécné
proliferace.

6. Zpusob podle naroku 3, v Yznacuijici
s e t 1 m, Ze U¢inkem je zména nebo absence zmény
katalytické aktivity serin/threonin protein kinazy.

7. Zpusob podle naroku 3, v YZnac¢uijici

P

s e t 1 m, Ze Gcinkem je zména nebo absence zmény interakce




- 75 - eees ooe (X s oo 0o

mezi serin/threonin protein kindzou a prirozenym vazebnym
partnerem, jak je to uvedeno v popisu.

8. Zpusob podle naroku 3, v Y2nacujici

-

s e tim Ze zahrnuje nasledujici kroky:

a) 1lyzu bunék za udelem ziskani lyzatu obsahujiciho
serin/threonin protein kinazu;

b) adsorpci serin/threonin protein kindzy na
protilatku;

c) inkubaci adsorbované serin/threonin protein
kinazy se substratem nebo substraty; a

d) adsorpci substratu nebo substratd na pevny nosié
nebo protilatku,

pric¢emZz krok monitorovéani uéinku na buniky zahrnuje méreni
koncentrace fosfatu v substratu nebo substratech.

9. Zpusob podle naroku 3, v Yznacujici
s e t i m, Ze serin/threonin protein kindzou je RAF a zpusob
zahrnuje nésledujici kroky:

a) lyzu bunék pro ziskani lyzatu obsahujiciho RAF;

b) adsorpci RAF na protiléatku;

¢) inkubaci adsorbované RAF s MEK a MAPK; a

d) adsorpci MEK a MAPK na pevny nosié¢ nebo
protilatku ¢i protilatky,

pri¢emZ krok monitorovani déinku na buniky zahrnuje méreni
koncentrace fosfatu v MEK a MAPK.
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10. Zpusob podle naroku 1, v Yznacuijici
s e t im, Ze se jako slouceniny na bazi azabenzimidazolu
pouZije slouceniny obecného vzorce I, IT nebo III

(I) R, - (II) R3
, R z
Ry X721 2 I A L "
Z, X{ "N 2 /
3

X{ "N
B,

(III) Ry
R | A 2!
. —N
R /
N ; N/ ZZ %O
Zy
kde . R,

a) Ry, Ry» Ry a R, Jsou nezavisle vybrany ze-
skupiny tvorené

(i) vodikem;

(ii) nasycenym nebo nenasycenym alkylem;

(iii) skupinou vzorce NX>X3, kde X, a X4 Jsou nezavisle
vybrany ze skupiny tvofené vodikem, nasycenym nebo
nenasycenym alkylem a homocyklickym nebo hetero-
cyklickym zbytkem;

(iv) halogenem nebo trihalogenmethylovou skupinou;

(v) ketonem vzorce —-CO-X,, kde X, je vybran ze skupiny

tvofené vodikem, alkylem a homocyklickym nebo
heterocyklickym zbytkem;




(vi)

(vii)

(viii)

(ix)

(x)
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karboxylovou kyselinou vzorce -(X5)n—COOH nebo
esterem vzorce —(x6)n—COO-X7, kde X, Xg a X4 jsou
nezavisle vybrany ze skupiny tvorené alkylem

a homocyklickym nebo heterocyklickym zbytkem a n je

0 nebo 1;

alkoholem vzorce —(X8)n-0H, nebo alkoxyskupinou
vzorce —(X8)n—O-X9, kde Xg a Xg jsou nezavisle
vybrany ze skupiny tvorené vodikem, nasycenym nebo
nenasycenym alkylem a homocyklickym nebo hetero-
cyklickym zbytkem, jehoZ kruh je popripadé substi-
tuovany jednim nebo vice substituenty nezavisle
vybranymi ze skupiny tvorené alkylem, alkoxylem,
halogenen, trihalogenmethylem, karboxyléaten,
nitroskupinou a esterovou skupinou a n je 0 nebo 1;

amidem vzorce —-NHCOX,,, kde X10 Je vybran ze
skupiny tvofené alkylen, hydroxylem a homocyklickym
nebo heterocyklickym zbytkem, jehoZ kruh je popfi-
padé substituovany jednim nebo vice substituenty
nezavisle vybranymi ze skupiny tvorené alkylem,
alkoxylem, halogenen, trihalogenmethylem,
karboxylatem, nitroskupinou a esterovou skupinou;

-SO,NXq4X4,, kde X171 @ X4, jsou nezavisle vybrany
ze skupiny tvorené vodiken, alkylem a homocyklickym
nebo heterocyklickym zbytkem;

homocyklickym nebo heterocyklickym zbytkem, jehoz
kruh je poptipadé substituovany jednim, dvéma nebo
tfemi substituenty nezavisle vybranymi ze skupiny
tvorené alkylenm, alkoxylem, halogenem, trihalogen-
methylem, karboxylatem, nitroskupinou a esterovou

skupinou;




- 78 - eses oseos . oo se  se

(x1i) aldehydem vzorce -CO-H; a

(xii) sulfonem vzorce =-S05X45, kde Xq13 Je vybréan ze
skupiny tvorené nasycenym nebo nenasycenym alkylem
a homocyklickym nebo heterocyklickym zbytkem; a

b) Z, a Z, jsou nezavisle vybrany ze skupiny tvorené
dusikem, sirou, kyslikem, NH a NR,, pricemZ plati, Ze kdyz
jeden ze symbolu Z, a Z, predstavuje dusik, NH nebo NR,,
potom zbyvajici symbol predstavuje dusik, siru, kyslik,

NH nebo NR,: a

c) Z3 a X; Jjsou nezavisle vybrany ze skupiny
tvorené dusikem, sirou a kyslikem.

11. Zpuisob podle naroku 10, vy zn a & u jici
s e t i m, Ze slouGenina na bazi azabenzimidazolu je vybrana
ze skupiny tvorené SABI sloudeninami definovanymi v popisu.

12. Pouziti sloucenin na bazi azabenzimidazolu
obecného vzorce I, II nebo III

(1) Ry (II) Ry
T RN R N2
R l P~ © R l & : N 0
N
xS T2 x{ W T2 Jk“
23
R4

(III) R,
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a) Ry, Ras Ry @ Ry Jsou nezavisle vybrany ze

skupiny tvofené

(1)

(ii)

(1ii)

(iv)

(v)

(vi)

(vii)

vodikem;
nasycenym nebo nenasycenym alkylem;

skupinou vzorce NX,X4, kde X, a X4 jsou nezavisle
vybrany ze skupiny tvorené vodikem, nasycenym nebo
nenasycenym alkylem a homocyklickym nebo hetero-
cyklickym zbytkem;

halogenem nebo trihalogenmethylovou skupinou;

ketonem vzorce —CO0-X,, kde X, Je vybran ze Skupiny
tvorené vodikem, alkylem a homocyklickym nebo
heterocyklickym zbytkem;

karboxylovou kyselinou vzorce —(X5)n-COOH nebo
esterem vzorce —(X6)n-COO—X7, kde Xg, Xg a X5 jsou
nezavisle vybrany ze skupiny tvorené alkylem a
homocyklickym nebo heterocyklickym zbytkem a

n je 0 nebo 1;

alkoholem vzorce —(X8)n~OH, nebo alkoxyskupinou
vzorce -(xg)n-o—xg, kde Xg a Xg jsou nezivisle
vybrany ze skupiny tvotfené vodikem, nasycenym nebo
nenasycenym alkylem a homocyklickym nebo hetero-
cyklickym zbytkem, jehoZ kruh je popripadé substi-
tuovany jednim nebo vice substituenty nezavisle
vybranymi ze skupiny tvorené alkylem, alkoxylem,




(viii)

(ix)

(x)

(xi)

(xii)
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halogenen, trihalogenmethylem, karboxylatenm,
nitroskupinou a esterovou skupinou a n je 0 nebo 1;

amidem vzorce -NHCOX,,, kde X10 Je vybran ze
skupiny tvorené alleem, hydroxylem a homocyklickym
nebo heterocyklickym zbytkem, jehoZ kruh je pop#i-
pade substituovany jednim nebo vice substituenty
nezavisle vybranymi ze skupiny tvorené alkylem,
alkoxylem, halogenen, trihalogenmethylem,
karboxylatem, nitroskupinou a esterovou skupinou;

ze skupiny tvorené vodikem, alkylem a homocyklickym
nebo heterocyklickym zbytkem;

homocyklickym nebo heterocyklickym zbytkem, jehoz
kruh je popripadé substituovany jednim, dvéma nebo
trfemi substituenty nezavisle vybranymi ze skupiny
tvorené alkylem, alkoxylem, halogenem, trihalogen-
methylem, karboxylatem, nitroskupinou a esterovou

skupinou;
aldehydem vzorce -CO-H; a

sulfonem vzorce —-S0,X,3, kde X153 Je vybréan ze
skupiny tvorené nasycenym nebo nenasycenym alkylem

a homocyklickym nebo heterocyklickym zbytkem; a

b) Z7 a Z, jsou nezavisle vybrany ze skupiny tvorené

dusikem, sirou, kyslikem, NH a NR,, pricemZ plati, Ze kdyz

jeden ze symbolil Z, a Z, predstavuje dusik, NH nebo NR,,

potom zbyvajici symbol pfedstavuje dusik, siru, kyslik,
NH nebo NR,; a
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c) 23 a X, jsou nezavisle vybrany ze skupiny
tvorené dusikem, sirou a kyslikem;

pro vyrobu lé¢iva pro léceni abnormalnich stavi tvorenych
rakovinou a fibrotickymi poruchami.

13. PouZiti podle naroku 12, kde lé&ivo je urceno
pro savce.

14. PouZiti podle nadroku 12, kde abnormilnim
stavem je nddorové onemocnéni ze skupiny tvorené plicnimi
nadory, naddory vajed&niku, nadory prsu, nadory mozku,
intraaxidlnimi mozkovymi nadory, nadory tlustého streva,
nadory prostaty, sarkomy, Kaposiho sarkomy, melanomy
a gliomy.

15. PouzZiti podle ndroku 12, kde abnormilni
stav je spojen s aberaci v draze signdlni transdukce
charakterizované interakci mezi serin/threonin protein
kindzou a prirozenym vazebnym partnerem.

16. PonzZiti podle naroku 15, kde serin/threonin
protein kindzou je RAF.

17. Slouceniny na bazi azabenzimidazolu obecného
vzorce I, II nebo III

(I) Ry (11) o
R z
- R 7 2 X 1
2 I \ 1 O l \ N
Rl\Xl N/ ZZ Xl N 2 7
3\
R4
(III) Ry
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a) Ry, Ry, Ry a Ry, Jjsou nezavisle vybrany ze

skupiny tvorené

(1)

(ii)

(iii)

(iv)

(v)

(vi)

(vii)

vodikem;
nasycenym nebo nenasycenym alkylem;

skupinou vzorce NX,X3, kde Xy a X3 jsou nezavisle
vybrany ze skupiny tvorené vodikem, nasycenym nebo
nenasycenym alkylem a homocyklickym nebo hetero-
cyklickym zbytkem;

halogenem nebo trihalogenmethylovou skupinou;

ketonem vzorce -CO-X,, kde X4bje vybran ze skupiny
tvorené vodikem, alkylem a homocyklickym nebo
heterocyklickym zbytkemn;

karboxylovou kyselinou vzorce =(Xg),,~COOH nebo
esterem vzorce -(XG)n-COO—X7, kde X5, Xg a X5 Jjsou
nezavisle vybrany ze skupiny tvofené alkylem

a homocyklickym nebo heterocyklickym zbytkem a n je
0 nebo 1;

alkoholem vzorce -(Xa)n—OH, nebo alkoxyskupinou
vzorce —(xg)n-o—xg, kde Xg a X9 Jjsou nezavisle
vybrany ze skupiny tvorené vodikem, nasycenym nebo
nenasycenym alkylem a homocyklickym nebo hetero-
cyklickym zbytkem, jehoZ kruh je popfipadé substi-
tuovany jednim nebo vice substituenty nezivisle
vybranymi ze skupiny tvorené alkylem, alkoxylem,




(viii)

(ix)

(x)

(xi)

(xii)
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halogenen, trihalogenmethylem, karboxylaten,
nitroskupinou a esterovou skupinou a n je 0 nebo 1;

amidem vzorce -NHCOX,,4, kde X10 Je vybran ze
skupiny tvorené alkylem, hydroxylem a homocyklickym
nebo heterocyklickym zbytkem, jehoZ kruh je popri~-
pade substituovany jednim nebo vice substituenty
nezavisle vybranymi ze skupiny tvorené alkylem,
alkoxylem, halogenem, trihalogenmethylem,
karboxylatem, nitroskupinou a esterovou skupinou;

~SO,NX41X15, kde X171 a X4, jsou nezavisle vybrany
ze skupiny tvorené vodiken, alkylem a homocyklickym
nebo heterocyklickym zbytkem;

homocyklickym nebo heterocyklickym zbytkem, jehoz

kruh je popripadé substituovany jednim, dvéma nebo
tfemi substituenty ﬁezévisle vybranymi ze skupiny

tvorené alkylem, alkoxylem, halogenem, trihalogen-
methylem, karboxylatem, nitroskupinou a esterovou

skupinou;

aldehydem vzorce -CO-H; a
sulfonem vzorce =S05X43, kde X13 Jje vybréan ze
skupiny tvorené nasycenym nebo nenasycenym alkylem

a homocyklickym nebo heterocyklickym zbytkem; a

b) Z, a Z, jsou nezavisle vybrany ze skupiny tvorené

dusikem, sirou, kyslikem, NH a NR,, pric¢emZ plati, Ze kdyz

jeden ze symbolu 2, a Z, predstavuje dusik, NH nebo NR,,

potom zbyvajici symbol predstavuje dusik, siru, kyslik,
NH nebo NRy:; a




[
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c) Z5 a X4, Jsou nezavisle vybrany ze skupiny

tvorené dusikem, sirou a kysliken.

18. Slouc¢eniny na bazi azabenzimidazolu podle

naroku 17, kde Z, a Z, Jjsou nezavisle vybrany ze skupiny

tvorené dusikem a NH.

19. Slouc¢eniny na bazi azabenzimidazolu podle

naroku 18, kde Ry, Ry, R3 a R, jsou nezavisle vybrany ze
skupiny tvorené

(i)

(ii)

(iii)

vodikem;

nasycenym nebo nenasycenym alkylem popripadé
substituovanym homocyklickym nebo heterocyklickym
zbytkem nebo polycyklickym zbytkem, pric¢emz kruhy
vySe uvedenych skupin jsou popripadé substituovany
jednim, dvéma nebo tremi substituenty nezavisle
vybranymi ze skupiny tvofené alkylem, halogenen,
trihalogenmethylem, hydroxylem, alkoxylem,
karboxylatem, nitroskupinou a esterovou skupinou;;

homocyklickym nebo heterocyklickym zbytken, pricemz
kruhy vyse uvedenych skupin jsou popripadé substi-
tuovany jednim, dvéma nebo tremi substituenty
nezavisle vybranymi ze skupiny tvorené alkylem,
halogenen, trihalogenmethylem, hydroxylen,
alkoxylem, karboxylatem, nitroskupinou a esterovou
skupinou. '

20. Slouc¢eniny na bazi azabenzimidazolu podle

naroku 19, kde R, a R,y predstavuji atomy vodiku.
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21. Slouceniny na bazi azabenzimidazolu podle
naroku 20, kde R, predstavuje fenylskupinu popripadé
substituovanou jednim, dvéma nebo tfemi substituenty
nezavisle vybranyni ze skupiny tvorené alkylem, alkoxylem,
halogenem, trihalogenmethylem, karboxylatenm, nitroskupinou
a esterovou skupinou.

22. Slouc¢eniny na béazi azabenzimidazolu podle
naroku 21, kde R, Je vybran ze skupiny substituentu SABI.

23. SlouCeniny na bazi azabenzimidazolu podle
naroku 22, kde X, Je vybran ze siry, kysliku a NH.

24. Slou€eniny na bazi azabenzimidazolu podle
naroku 23, kde Z5 predstavuje kyslik.

25. Slouceniny na bazi azabenzimidazolu podle
naroku 24, kde R, predstavuje methylskupinu nebo
ethylskupinu.

26. Slouc¢eniny na bazi azabenzimidazolu podle
naroku 25, vybrané se souboru sloudenin SABI.

27. Farmaceutickd kompozice, v YZ2nac¢uijici
s e t i m, Ze obsahuje sloudeninu na bazi azabenzimidazolu
podle kteréhokoliv z ndroku 17 a3 26, nebo jeji sul a fyzio-
logicky prijatelny nosi& nebo Fedidlo.

T 7

28. Zplsob vyroby sloudenin na bazi azabenzimidazolu
obecného vzorce I podle naroku 17, vyznaéujici

s e t i m, Ze =zahrnuje nédsledujici stupné:

a) reakci 2-amino-6-chloro—3—nitropyridinu s druhym
reaktantem, kterym je substituovany arylovy kruh,
vV rozpoustédle, za vzniku prvniho meziproduktu;
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b) redukci prvniho meziproduktu za pritomnosti

katalyzatoru a reduké&niho ¢inidla, za vzniku

druhého meziproduktu;

c) reakci druhého meziproduktu se tFetim reaktantem; a
d) purifikaci sloucdeniny definované v naroku 17.
29. ZpUsob podle naroku 28, v Yznacuijici

s e t im,

30.
s e t im,

Ze se jako rozpoustédla pouZije n-propanolu.

Zplsob podle naroku 29, vyznadé¢uijici
Ze se jako substituovaného arylového kruhu pou-

Zije substituovaného fenolu, substituovaného thiofenolu

nebo substituovaného anilinu.

31.
s e t im,

Zplsob podle naroku 30, vyznadujici
Ze se jako substituovaného fenolu, substltuo—

vaného thiofenolu nebo substituovaného anilinu pouZije

reaktantu ze souboru reaktantd SABI.

32.

s e t im,

33.
s e t im,

34,
s e t im,
isomocoviny.
35.

s e t im,

Zpusob podle ndroku 28, vy znadau jici

Ze se jako reduké&niho ¢&inidla pouZije vodiku.

Zpusob podle naroku 28, v Y2Z2nac¢uijici
Ze se jako katalyzatoru pouzije Raneyova niklu.

Zpusob podle naroku 28, v Y2Z2nacujici

Ze se jako tretiho rektantu pouzije O-methyl-

Zpusob podle ndroku 28, vy zna & u jici
Ze se jako tretiho rektantu pouzZije produktu

reakce S-methylisothuroniumsulfitu s alkylchlorformiatem.
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36. Zpuisob podle naroku 35, Vyznadéuijic
s e tim,

chlorformiatu nebo ethylchlorformistu.

P

1

Ze se jako alkylchlorformidtu pouZije methyl-
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