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Opisuju sa lie€iva obsahujice inhibitory alebo aktivéatory
bunkovym objemom regulovanej Fudskej kindzy h-sgk. Ta-
ké lie¢iva st vhodné na terapiu patologickych stavov, pri
ktorych sa vyskytuje zvy3end alebo zniZend expresia h-sgk.

Liediva obsahujiice inhibitory bunkovym objemom regulovanej Pudskej kinazy h-sgk



Lie¢iva obsahujuce inhibitory bunkovym objemom regulovanej ludskej kinazy h-sgk

Oblast techniky

PredloZeny vynalez sa tyka lieCiv obsahujucich inhibitory alebo aktivatory

bunkovym objemom regulovanej fudskej kindzy h-sgk. Také farmaceutikd su

vhodné na terapiu patologickych stavov, pri ktorych sa vyskytuje zvySena alebo

znizend expresia h-sgk. h-sgk a postupy na jej pripravu su uz opisané v patente

EP-0 861 896 a jeho obsah sa vyslovne povazuje za sticast tohto opisu.

Definicie pojmov:

h-sgk:

ENaC:
MDEG:

TGFB,:
NKCC:
HEPES:
SEM:
Trans-
dominantna
inhibi¢na
kinaza

kindza zavisla od glukokortikoidov a fudského séra (human serum
and glucocorticoid dependent kinase; serin/treoninkindza)

epitelovy Na* kanal

cicavéi degenerin (Waldmann, R., Lazdunski, M. (1998) Current
Opinion in Neurobiology 8: 418-424); synonymny termin je ,BNC*
(mozgovy Na* kanal; brain Na* channel)

nadorovy rastovy faktor B,

Na*, K*, 2CI kotransportér

kyselina [4-(2-hydroxyetyl)piperazino]etansulfénova

smerodajna chyba strednej hodnoty (standard error of mean)

h-sgk modifikovan& mutaciou: lyzin v polohe 127 bol nahradeny
argininom (K127R); mutécia sa nachadza v katalytickom regiéne
a potlaca katalytickd funkciu kinazy.

DoterajSi stav techniky

ZvySend expresia h-sgk sa Casto zistuje pri diabetes mellitus,

artérioskleréze, Alzheimerovej chorobe, cirh6ze pecene, Crohnovej chorobe,

fibrotizujicej pankreatitide, fibroze pfic a chronickej bronchitide. ZvySenu



produkciu h-sgk mozno vysvetlit stimulaciou expresie zo strany TGFpB, (obrazok 1).
Fibrotické poruchy spdsobuje zvySend tvorba a znizené odblranie proteinov
matrixu. V oboch pripadoch ide o efekt TGF,. ZvySenl expresiu proteinov matrixu
vo fibroblastoch mozno potladit inhibiciou NKCC furosemidom (obrazok 2).
Doposial bolo nejasné, ¢i zvySend expresia h-sgk je len dosledkom alebo priginou
poruchy.

Prekvapujuce zistenia teraz dokazuji, ze h-sgk aktivuje Na‘, K*, 2CI
kotransport (obrazok 3). Na zaklade toho mozno konstatovat, ze stimulacia NKCC
zo strany h-sgk indukuje fibrozu. Popri Na*, K*, 2CI" kotransporte h-sgk aktivuje aj
ENaC (obrazky 4 a 5) a MDEG. '

Stimulaény G€inok h-sgk na ENaC mozno potla¢it kindzovymi inhibitormi,
napriklad staurosporinom (Sigma, D-82041 Deisenhofen) alebo chelerytrinom
(Sigma, loc. cit.) (obrazok 4). Okrem toho G¢inok h-sgk na ENaC mozno potladit
napriklad trans-dominantnou inhibiénou kindzou (obrazok 5). Inhibitory h-sgk ako
staurosporin, chelerytrin alebo iné kinazové inhibitory mozno teda pouzit pri terapii
vy$Sie uvedenych porich. VSeobecne vhodné na tento UCel su vSetky zname
kindzové inhibitory. Kindzové inhibitory si v mnohych pripadoch aj komeréne
dostupné, naprikiad od firmy Calbiochem — Novabiochem GmbH, Listweg 1, D-
65812 Bad Soden (pozrite ,1998 General Catalog”). DalSie kindzové inhibitory
mozno ziskat zdalSich komerénych anekomerénych zdrojov znémych
odbornikom.

Expresia h-sgk sa zvySuje pri epileptickom zachvate. Funkéné data, ktoré
sme ziskali, ukazuju, Ze tieto G€inky su vhodné na znizenie drazdivosti neurénov,
pretoze aktivacia NKCC vedie k zniZzeniu v koncentracii mimobunkového K, po
ktorom nasleduje hyperpolarizacia a tym inhibicia aktivity neurénov. Okrem toho
inhibicia MDEG by mala inhibovat neurénovu drazdivost. V salade s uvedenym by
sa kindzové aktivatory, ktoré prechadzaji hematoencefalickou bariérou, mali
UspeSne vyuzivat pri epileptickych zachvatoch. Naopak inhibicia kinaz liedivami
prechadzajucimi hematoencefalickou bariérou by mohla zvySit pozornost
a schopnost ucenia. Navy$e st odbornikom uz diho zname kindzové aktivatory,
medzi ktorymi sU osobitne zaujimavé aktivatory proteinkindzy C (pozrite naprikiad
Calbiochem-Novabiochem 1998 General Catalog, loc. cit). Daldie kinizové



aktivatory mozno ziskat z dalSich komerénych a nekomerénych zdrojov zndmych

odbornikom.

KedZe Na*, K*, 2CI" kotransport a Na* kanal si kfuCové pre renalnu
absorpciu Na* a zvySend rendlna absorpcia Na* je spojena s hypertenziou, treba
predpokladat, Ze zvy$end nadmerna expresia tejto kinazy vedie k hypertenzii
a znizena expresia tejto kinazy vedie k hypotenzii.

Podstata vynalezu

PredloZzeny vyndlez sa teda tyka aj pouzitia inhibitorov h-sgk na vyrobu lie€iv .
na lieCbu diabetes mellitus, artérioskierézy, Alzheimerovej choroby, cirhdzy
petene, Crohnovej choroby, fibrotizujlcej pankreatitidy, fibrozy plac, chronickej
bronchitidy, radiaénej fibrozy, sklerodermie, cystickej fibrézy a daldich
fibrotizujucich porach, ana lieCbu esencidlnej hypertenzie. Lie€iva obsahujuce
inhibitory alebo aktivatory h-sgk mozno okrem toho pouZit na regulaciu neurénovej
drazdivosti. Je osobitne vyhodné pouzit inhibitory staurosporinu alebo chelerytrinu
a ich analégy.

Vysledky

Diabeticka oblicka:

Expresia h-sgk v normainej oblicke je len nizka. Niekolko buniek
v glomerule, neskorom proximéalnom a distainom tubule vykazuje zreteln( expresiu
h-sgk. Naproti tomu v diabetickej oblicke sa akumulujd bunky s masivnou
expresiou h-sgk.

Artérioskler6za:
Bunky masivne exprimujice h-gk sa Casto nachadzaju v stenach
artériosklerotickych ciev.

Alzheimerova choroba:

V normalnom mozgu sa nachadza len niekolko buniek exprimujucich h-sgk.
Tieto bunky su pravdepodobne oligodendrogliainymi bunkami. Pocet buniek



exprimujucich h-sgk je vmozgoch s Alzheimerovou chorobou signifikantne
zvyseny.
Cirhéza petene:

V normalnej peceni exprimuji h-sgk len Copperove bunky. Avsak pri cirhoze
pecene je tkanivo dotované bunkami exprimujlcimi h-sgk.
Crohnova choroba:

V normalnom tkanive sa h-sgk exprimuje vyluéne v enterocytoch. Av§ak pri
Crohnovej chorobe sa kinaza nachadza aj v spojivovom tkanive.
Fibrotizujaca pankreatitida:

V normalnom pankrease sa h-sgk nachadza v sekreénych bunkach
a v kanalikovych bunkach. Niekolko jednojadrovych buniek exprimujtcich h-sgk sa
nachadza okolo pankreasovych kandlikov. Pri fibrotizujlcej pankreatitide existuje
vyrazné zvysenie v expresii kinazy.

Fibréza plac a chronicka bronchitida:

Pri fibroze plic a chronickej bronchitide sa pozoruje masivna expresia h-
sgk.
Stimulacia expresie h-sgk zo strany TGFp,:

Expresia h-sgk je stimulovana TGFpB, (obrazok 1). Kedze TGFB, sa
produkuje vo fibrotickom alebo zapalenom tkanive, toto zistenie vysvetluje zvySenu
expresiu h-sgk v zapalenom tkanive.

TGFB, stimuluje expresiu matrixového proteinu biglykanu, ¢o je acinok, ktory
potlaca inhibitor NKCC furosemid:

TGFB, stimuluje expresiu biglykanu. Za pritomnosti inhibitora NKCC
furosemidu sa ucinok TGFp, na expresiu biglykanu tplne potlaca. Aktivacia NKCC
je teda podmienkou fibrotického Uéinku TGFB, (obrazok 2).



Stimulécia NKCC pomocou h-sgk:

Vyznam zvySenej expresie kindzy vo fibrotickom tkanive by mohol byt
mnohonasobny anemusi byt nahodne spojeny s fibrézou. Experimenty
s dvojelektrodovou napétovou svorkou viak ukazali, ze aktivita NKCC je masivne
stimulovanad zo strany h-sgk (obrdzok 3). Vzhladom na furosemidovu citlivost
syntézy biglykénu toto zistenie jednoznaéne demonstruje kauzalnu Ulohu h-sgk vo
fibroze.

Stimulacia ENaC pomocou h-sgk:

Tento Udinok mozno potladit kindzovymi inhibitormi staurosporinom
a chelerytrinom. Ako ukazuje obrdzok 4, existuje masivny narast pridu s ENaC
cez koexpresiu sh-sgk. Kindza teda stimuluje ENaC. Kindzové inhibitory
staurosporin a chelerytrin si schopné Uplne potlacit aktivaciu ENaC zo strany h-
sgk.

Stimuléciu epitelového ENaC zo strany h-sgk mozno obrétit koexpresiou trans-
dominantnej inhibiénej kinazy h-sgk:

Ako ukazuje obrazok 5, stimulatny efekt koexpresie h-sgk na tok Na
sprostredkovany pomocou ENaC mozno potiadit koexpresiou trans-dominantne;
inhibiénej kinazy. Tato trans-dominantna inhibi¢na kindza (porovnajte s ,definiciou
pojmov*) je modifikovand na katalytickej jednotke takym spdsobom, Ze uz dalej
nembze vykazovat svoju funkciu. KedZe sa vSak viaze na substrét, vytesnuje
aktivnu kindzu a tym potiaca jej Gcinky. Trans-dominantna inhibi¢na kinaza nielen
potlaca zvysenie aktivity ENaC v dosledku exogénnej h-sgk, ale evidentne potlaca
aj stimulaciu endogénnou h-sgk.

MDEG je uplne blokovany koexpresiou s h-sgk:

Ako ukazuje obrézok 6, expresia MDEG v oocytoch indukuije silny prad Na’,
ktory sa aktivuje znizenim mimobunkového pH. Tento kanal je Uplne blokovany
koexpresiou s h-sgk. Na zdklade toho treba konStatovat, Ze h-sgk inhibuje
neurénovu drazdivost.



Prehlad obrazkov na vykresoch

Obrazok 1: Stimulacia expresie h-sgk zo strany TGFB,:

Expresia h-sgk je stimulovana TGFp,. Zobrazeny je u¢inok TGFB, po 0,5 az
6 h (hore). Forbol ester PDD (4-alfa-forbol 12,13-didekanoét; stimuluje
proteinkinazu C) a Ca** ionofor ionomycin (Sigma, loc. cit; zvySuje koncentraciu
vnutrobunkoveho Ca**) podobne stimuluji expresiu h-sgk (nizSie).

Obrazok 2: Stimulécia expresie biglykanu zo strany TGFp,:

Expresia biglykanu (B) je stimulovana osmotickym napuéanim buniek (hypo
= h, vlavo hore) a pomocou TGFB, (vpravo hore). Efekt TGFB, na expresiu
biglykanu je takmer Uplne potladeny za pritomnosti inhibitora NKCC bumetanidu
(b) (kontrola = c).

Obrazok 3: Stimulacia NKCC pomocou h-sgk:

Absorpcia *Na* v oocytoch, ktor mozno inhibovat furosemidom, [absorpcia
(nmol/20 min/oocyt) = u], ktoré oocyty exprimuji NKCC, je masivne stimulovana zo
strany h-sgk. Oocyty s injektovanym NKCC nevykazuju vySsi pritok Na* ako
neinjektované oocyty (n.i.). Tento pritok Na* nie je inhibovany inhibitorom NKCC
furosemidom (= F) (hore). Expresia h-sgk samotna nevedie k stimulacii pritoku Na*.
Keexpresia h-sgk s NKCC vedie k velkému zvySeniu pritoku Na* a toto zvySenie je
Uplne potladené furosemidom (nizsie).

Obrazok 4: Stimulacia ENaC pomocou h-sgk:

Prid cez ENaC (1) stipa masivne cez koexpresiu s h-sgk. OSetrenie oocytov
kindzovymi inhibitormi staurosporinom (S) alebo chelerytrinom (C) potlaca
aktivaciu Na* kanala zo strany h-sgk.



Obrazok 5: Stimulaciu ENaC zo strany h-sgk mozno obratit koexpresiou trans-

dominantnej inhibi€nej kinazy:

Oocyty exprimujuce ENaC a h-sgk simultanne vykazuji ovela vyssie prady
() ako oocyty exprimujuce len ENaC. Koexpresia trans-dominantnej inhibicnej
kinazy potla¢a stimulaciu ENaC zo strany h-sgk.

Obrazok 6: Inhibicia MDEG pomocou h-sgk:

Prad cez MDEG (l) stipa s trvanim inkubécie [den (T) 1 — 4]. Tento prud je
Gplne potlaGeny koexpresiou s h-sgk (Spi¢ka = p; platd = pl).

Priklady uskutoénenia vynalezu

Priklad 1: In situ hybridizacia

Tkanivo z normalneho pankreasu, peCene, ciev, mozgu, pldc, oblicky
aCreva atkanivo s diabetickou nefropatiou, artérioskierézou, Alzheimerovou
chorobu, cirhdzou pecene, Crohnovou chorobou, fibrotizujicou pankreatitidou
afibrézou plic sa obalilo parafinom v4 % paraformaldehyde/0,1 M timivom
roztoku fosfore¢nanu sodného (pH 7,2) na 4 hodiny. Rezy tkaniva sa odvoskovali
a hybridizovali podla publikovaného postupu (Kandolf, R., D.. Ameis, P. Kirschner,
A. Canu, P. H. Hofschneider, Proc. Natl. Acad. Sci. USA B84: 6272-6276, 1987,
Hohenadi, C., K. Klingel, J. Mertsching, P. H. Hofschneider, R. Kandolf, Mol. Cell.
Probes 5: 11-20, 1991; Klingel, K., C. Hohenadi, A. Canu, M. Albrecht, M.
Seemann, G. Mall, R. Kandolf, Proc. Natl. Acad. Sci. USA, 89: 314-318, 1892).

Hybridizatn4 zmes obsahovala bud sense RNA oznateni pomocou *S
kédujicu h-sgk alebo antisense RNA oznatend pomocou *S komplementarnu
k uvedenej RNA (po 500 ng/ml) v 10 M Tris-HCI, pH 7,4; 50 % (objem/objem)
deionizovaného formamidu; 600 mM NaCl; 1 mM EDTA,; 0,2 % polyvinylpyrolidénu;
0,02 % Ficoll; 0,05 % tefacieho sérového albuminu; 10 % dextran sulfatu; 10 mM
ditiotreitolu; 200 ng/m! denaturovanej DNA sonikovanej lososej spermy DNA a 100

pg/ml tRNA z kraliCej pe€ene.



Hybridizacia RNA sondami sa uskutocnila pri 42 °C v priebehu 18 hodin.
Platni¢ky sa premyli podfa publikovaného postupu (Hohenadi et al., 1991; Klingel
et al.,, 1992) a potom sa inkubovali v 2x Standardnom citrate sodnom pri 55 °C
v priebehu 1 hodiny. Nehybridizované jednovidknové RNA sondy sa Stiepili
RNéazou A (20 pg/ml) v 10 mM Tris-HCI, pH 8,0/0,5 M NacCl pri 37 °C po¢as 30 min.
Vzorky tkaniv sa potom autoradiografovali tri tyzdne (Klingel et al., 1992) a vyfarbili
sa hematoxylinom/eozinom.

Priklad 2: Transkripéna regulacia biglykanu a h-sgk

. Bunky sa kultivovali v RPMI/5 % CO,/10 mM glukdzy pri 37 °C, pH 7,4,
suplementovanom 10 % (objem/objem) fetalneho telacieho séra (FCS). Bunky sa
kultivovali do 90 % splynutia a potom sa homogenizovali v pripravku TRIZOL
(GIBCO/BRL) (asi 0,4 x 10° na jednu vzorku). Celkova RNA sa pripravila podfa
navodu vyrobcu. Northern blots sa frakcionovali elektroforézou cez 10 g/l
agarézové gély s15 alebo 20 pg celkovej RNA s osobitnou kontrolou za
pritomnosti 2,4 mol/l formaldehydu. RNA sa preniesia vakuom (Appligene Oncor
Trans DNA Express Vacuum Blotter, Appligine, Heidelberg, Germany) na kladne
nabité nylonové membrany (Boehringer Mannheim, Germany) a zosietovala sa pod
ultrafialovym svetlom (UV Stratalinker 2400, Stratagene, Heidelberg, Germany).
Hybridizadcia sa uskutognila cez noc pomocou DIG-Easy-Hyb (Boehringer
Mannheim) pri koncentracii sondy 25 pg/l pri 50 °C. Digoxigeninom (DIG)
oznafené sondy sa pripravili pomocou PCR podla publikovaného podrobného
postupu (Waldegger et al. (1997) PNAS 94: 4440-4445). Pri autoradiografii sa filtre
exponovali na RTG film (Kodak) priemerne na 5 min.

Priklad 3: Experimenty s dvojelektrédovou napétovou svorkou a tokom indikatorov

Oddefovanie tkaniv Xenopus laevis a ziskanie a oSetrenie oocytov uz bolo
podrobne opisané (Busch et al. 1992). Oocyty sa injektovali 1 ng cRNA z NKCC,
ENaC alebo MDEG so sUc€asnou injekciou h-sgk alebo bez nej. Experimenty s
dvojelektrédovou napéatovou a pridovou svorkou bolo mozné uskutonit 2 — 8 dni
po injekcii. Prisun Na* do oocytov, ktory mohol byt inhibovany furosemidom cez
NKCC, bol merany pomocou absorpcie 2’Na‘, ktord sa urila scintilaénym
pocditatom. Prudy Na* (ENaC) sa filtrovali pri 10 Hz a zaznamenali sa pomocou



zapisovacCa. Tieto experimenty sa bezne uskutoCiiovali na druhy den po injekcii
cRNA. Roztok kupela obsahoval: 96 mM NaCl, 2 mM KCI, 1,8 mM CaCl,, 1 mM
MgCl, a 5 mM HEPES pri pH 7,5 a zadrzovy potencial bol -50 mV. Pri vetkych
experimentoch sa pH upravovalo titraciou pomocou HCI alebo NaOH. Prietok
kvapaliny kupela bol nastaveny na 20 mi/min, ¢o zabezpeCovalo Uplnd vymenu
roztoku v meracej komore v priebehu 10 — 15 s. V3etky data si uvedené vo forme
aritmetickych strednych hodnét + SEM.
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PATENTOVE NAROKY

Liedivo, vyznalujice sa tym, Ze obsahuje inhibitor fudskej, bunkovym
objemom regulovanej kindzy hsgk na terapiu hypertenzie s potlatenim
stimulaéného G¢inku hsgk na epitelovy sodikovy kanal (ENaC).

LieCivo podfa naroku 1, vyznacujice sa tym, ze ako inhibitor obsahuje
chelerytrin.

Liedivo, vyznadujice sa tym, Zze =zahriuje inhibitor fudskej, bunkovym
objemom regulovane]j kindzy hsgk na terapiu asporl jednej z porach zo
skupiny tvorenej nasledujicimi: cirh6za pecene, fibrotizujuca pankreatitida,
fibrza plic, radiacna fibréza, sklerodermia, cysticka fibréza a chronicka
bronchitida s potlaéenim stimuldcie hsgk v epitelovom sodikovom kanali
(ENaC) a/alebo v Na*, K*, 2 CI kotransportéri (NKCC).

Lietivo podla naroku 3, vyznacujice sa tym, ze ako inhibitor obsahuje

staurosporin alebo chelerytrin.

Liedivo, vyznaujuce sa tym, Ze zahriuje aktivator ludskej, bunkovym
objemom regulovanej kinazy hsgk na liecbu epilepsie so stimulaciou Na*, K-,
2 ClI kotransportéra (NKCC) a/alebo s blokovanim mozgovo $pecifického
sodikového kanala MDEG.

Pouzitie inhibitora ludskej, bunkovym objemom regulovanej kindzy hsgk na
vyrobu lie¢iva na lieCbu hypertenzie s potlatenim stimulaéného G€inku hsgk
na epitelovy sodikovy kanal (ENaC).

PouZitie chelerytrinu ako inhibitora podfa naroku 6.

Pouzitie inhibitora fudskej, bunkovym objemom regulovanej kindzy hsgk na
vyrobu lieGiva na lieCbu aspon jednej zportich zo skupiny tvorenej
nasledujucimi: cirh6za pecene, fibrotizujica pankreatitida, fibréza plc,
radiadné fibréza, sklerodermia, cystickd fibréza a chronickd bronchitida
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s potladenim stimulacie hsgk v epitelovom sodikovom kanali (ENaC) a/alebo
v Na*, K*, 2 CI kotransportéri (NKCC).

PouZitie staurosporinu alebo chelerytrinu ako inhibitora podla naroku 8.

Pouzitie aktivatora fudskej, bunkovym objemom regulovanej kindzy hsgk na
vyrobu lie€iva na liebu epilepsie so stimulaciou Na*, K*, 2 CI kotransportéra
(NKCC) a/alebo s blokovanim mozgovo $pecifického sodikového kanéla
(MDEG).

Pouzitie inhibitorov epitelového sodikového kandla (ENaC) alebo Na*, K*, 2
CI kotransportéra (NKCC) alebo ich zmesi na vyrobu lie¢iva na liecbu
hypertenzie a/alebo aspon jednej z poriich zo skupiny tvorenej nasledujtcimi:
cirh6za pecene, fibrotizujica pankreatitida, fibréza pluc, radiacna fibréza,
sklerodermia, cysticka fibréza a chronicka bronchitida.

Pouzitie kvantitativnej detekcie fudskej, bunkovym objemom regulovanej
kinazy hsgk na diagnostikovanie hypertenzie/hypotenzie alebo aspori jednej
zporich zo skupiny tvorenej nasledujucimi: fibrotizujica pankreatitida,
radiacna fibréza, sklerodermia, cystickd fibréza, chronickéd bronchitida a
epilepsia.

Kit na uskutolnenie kvantitativnej detekcie fudskej, bunkovym objemom
regulovanej kinazy hsgk podla naroku 12.

Spobsob identifikacie inhibitorov ludskej, bunkovym objemom regulovanej
kindzy hsgk, vyznadujuci sa tym, ze sa meria modulacia. aktivity epitelového
sodikového kanala (ENaC) a/alebo mozgovo $pecifického sodikového kanala
(MDEG) a/alebo modulacia aktivity Na*, K*, 2 CI" kotransportéra (NKCC).

Inhibitor fudskej, bunkovym objemom regulovanej kindzy hsgk, ktory mozno
identifikovat spdsobom podla naroku 14.
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