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METODOS PARA MODULAR PROTEINAS KINASA DE LINAJE MOLTIPLE Y
PARA ESTUDIAR COMPUESTOS QUE MODULAN PROTEINAS KINASA DE
LINAJE MOLTIPLE

CAMPO LA INVENCION

La presente invenciédn se dirige, en parte, a
métodos para modular miembros de la familia de las kinasas
de linaje miltiple (“MLK”), a métodos para 1dentificar com-
puestos que modulan una proteina kinasa de linaje miltiple
Y promueven la supervivencia celular o promueven la muerte
celular, a métodos para 1i1dentificar compuestos que pueden
ser de utilidad en el tratamiento de trastornos degenerati-
vos y/o de la inflamacién y a métodos de tratamiento de
trastornos neurodegenerativos con compuestos que inhiben
una proteina kinasa de linaje miltiple
ANTECEDENTES DE LA INVENCION

La familia MLK consiste en un grupo de protei-
nas en donde la secuencia proteica de los dominiocs kinasa
de los miembros de la familia tiene un estrecho parecido
con las MAPKKK, pero que tilenen una mayor similitud entre
s8i que con otras MAPKKK Los miembros de la familia MLK
constituyen una porcién de cascadas de kinasas muy comple-
jas, tales como, por ejemplo, la cascada de seflalizacién
del estrés, que implica la modulacién, entre otros, de la
kinasa N-terminal c-Jun (JNK), que, a su vez, modula, entre
otros, factores de transcripciédn, incluyendo c-Jun, ATF2 y
ELK-1 La JNK estd descrita en las Patentes EE UU
5 534.426, 5 593.884, 5 605 808 y W095/03324, cada una de
las cuales es aqui incorporada a modo de referencia en su
totalidad

La familia MLK incluye, en parte, los siguien-
tes grupos 1) kinasa 1 de linaje miltiple (MLKl), 2) kina-
sa 2 de linaje mialtiple (MLK2), 3) kinasa 3 de linaje mil-
tiple (MLK3), 4) kinasa portadora de cremallera de leucina
(“*LZK”), 5) kinasa portadora de doble cremallera de leucina
{“DLK"”) y 6) kinasa 6 de linaje miltiple (MLK6) La MLK1l
tiene un dominio catalitico similar a ambas kinasas especi-
ficas para Tyr y Ser/Thr. Dorow y col , Eur J Biochem ,
1993, 213, 701-710 La MLK2 tiene también un dominio cata-
litico similar a ambas kinasas especificas para Tyr o
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estd descrita en las Patentes EE.UU 5 534 426, 5 593 884,
5 605.808 y W095/03324, cada una de las cuales es aqul in-
corporada a modo de referencia en su totalidad

La familia MLK incluye, en parte, los siguien-
tes grupos 1) kinasa 1 de linaje miltiple (MIK1), 2) kina-
sa 2 de linaje miltiple (MLK2), 3) kinasa 3 de linaje mil-
tiple (MLK3), 4) kinasa portadora de cremallera de leucina
(“*LZK*), 5) kinasa portadora de doble cremallera de leucina
("DLK”) y 6) kinasa 6 de linaje miltiple (MLK6). La MLK1
tiene un dominio catalitico similar a ambas kinasas especi-
ficas para Tyr y Ser/Thr. Dorow y col , Eur J Biochenm ,
1993, 213, 701-710. La MLK2 tiene también un dominio cata-
litico similar a ambas kinasas especificas para Tyr o
Ser/Thr Dorow y col., Eur J Biochem , 1993, 213, 701-
710 La MLK2 es también conocida como MST. Katoh y col.,
Oncogene, 1995, 10, 1447-1451 La MLK3 consiste en una pro-
teina que, ademids del dominio de kinasa, contiene dos cre-
malleras de leucina con una regibébn bédsica carboxi-terminal
adyacente y una regién rica en prolina 1Ing. y col , Onco-
gene, 1994, 9, 1745~1750 La MLK3 es también conocida como
SPRK (Gallo y col., J Biol Chem , 1994, 269, 15092-15100)
y PTKl1 (Ezoe y col., Oncogene, 1994, 9, 935-938) LZK es
una kinasa portadora de cremallera de leucina Sakuma y
col , J Biol Chem , 1997, 272, 28622-28629 La DLK tiene
un dominio de kinasa y dos supuestos motivos de cremallera
de leucina. Holzman y col , J Biol Chem , 1994, 269,
30808-30817 La DLK es también conocida como ZPK (Reddy y
col , Biochem Biliophys Res Comm , 1994, 202, 613-620) y
MUK (Hirai y col , Oncogene, 1996, 12, 641-650) Los miem-
bros de la familia MLK estin también descritos, por ejem-
plo, en las Patentes EE UU 5 676 945 y 5.554 523,
W093/15201, la Patente Canadlense 2 148 898, Diener y col.,
Diener y col , Proc Natl Acad Sci USA, 1997, 94, 9687-
9692, DeAizpurua y col., J Blol Chem , 1997, 272, 16364-
16373, Tung y col., Oncogene, 1997, 14, 653-659, Sells y
col ,Trends in Cell Biol , 1997, 7, 161-167, Mata y col., J
Biol Chem , 1996, 271, 16888-16896, Hirai y col , J Biol
Chem , 1997, 272, 15167-15173, Fan y col , J Biol Chem,
1996, 271, 24788-24793, Blouin y col., DNA and Cell Biol ,
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1996, 15, 631-642, Pombo y col , Nature, 1995, 377, 750-
754, Kiefer y col , EMBO J, 199, 15, 7013-7025, Hu Yy
col , Genes & Dev , 1996, 10, 2251-2264, Su y col , EMBO
J , 1997, 16, 1279-1290, y Dorow y col , Eur J Biochem ,
1995, 234, 492-500 Recientemente, se ldentlficé otra kina-
sa relacionada con las MLK en la base de datos EST La se-
cuencia de ADN de este clon, MLK6, estid descrita por siete
entradas solapantes. Sus nimeros de ID de clon son

1007489, 1460085, 510915, 666323, F5555, 482188 y 178522,
cuyas secuenclas son aqui Ilncorporadas como referencia en
su totalidad Cada una de las referenclas cltadas en el
presente parrafo es aqui incorporada como referencia en su
totalidad

Recientemente, se ha mostrado que la expresién
estable de ZPK reduce la capacidad proliferativa de fibro-
blastos NIH 3T3, segtin se mide por medioc de un ensayo de
formaciébn de colonias. Bergeron y col , Bilochem Biophys
Res Commun , 1997, 231, 153-155 Bergeron y col , sin em-
bargo, no consiguieron aportar ningin dato que mostrara que
ZPK modulaba la actividad de un substrato ZPK o si ZPK pro-
movia la muerte celular

Se ha visto que la expresién de un constructo
cedificante de Myc-MLKZ2 en células Swiss 3T3 conduce a
apoptosis aproximadamente 20 horas después de la inyeccién
Nagata y col., EMBO J , 1998, 17, 149-158.

Los Solicitantes han desarrollado numerosos
compuestos 1ndolo e indeno que, entre otras cosas, 1inhiben
el crecimiento celular asoclado a estados proliferativos e
inhiben la muerte en una variedad de cultivos embrionarios,
tales como el ganglio de las raices dorsales, el estriado,
los ganglios cervicales superiores y las motoneuronas. Pa-
tentes EE UU 5 475 110, 5 591 855, 5.594 009, 5 461 146,
5 621.100, 5.621 101, 5 705 511 y 5 756 494, cada una de
las cuales fue concedida al titular de la presente solici-
tud y cada una de las cuales es aqul incorporada como refe-
rencia en su totalidad Se hace referencia a los compuestos
citados en la Patente EE UU 5 705 511 que tienen la f6rmu-
la G en la presente solicitud como de f6rmula I Los Soli-
citantes han mostrado también que la apoptosis de las moto-
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neuronas resulta inhibida por un derivado de K-~252a, un in-
dolocarbazol que también modula la cascada de seflalizacién
del estrés Maroney y col , J Neurosci , 1998, 18, 104-
111, aqul incorporado como referencia en su totalidad

Debido a la inadecuacién del estudio de com-
puestos que modulan a miembros de la cascada de seflaliza-
c16n del estrés y promueven la muerte celular o la supervi-
vencia celular, sigue habiendo necesidad de disponer de en-
sayos de estudioc selectivo para agentes terapéuticos que
puedan ser de utilidad en el tratamiento de la inflamacién
y de los trastornos neurodegenerativos La presente inven-
cién se dirige a éstos, asi como a otros, fines importan-
tes
RESUMEN DE LA INVENCION

La presente invenclidn proporciona métodos para
identificar compuestos que modulan la actividad de una pro-
teina kinasa de linaje miltiple y promueven la superviven-
cla celular, consistentes en las etapas de poner en contac-
to la célula que contiene la proteina kinasa de linaje mdl-
tiple con el compuesto, determinar si el compuesto reduce
la actividad de la proteina kinasa de linaje miltiple y de-
terminar si el compuesto promueve la supervivencla celular

La presente invencidn también proporciona méto-
dos para i1dentificar compuestos que modulan la actividad de
una proteina kinasa de linaje miltiple y promueven la muer-
te celular, consistentes en las etapas de poner en contacto
la célula que contiene la proteina kinasa de linaje milti-
ple con el compuesto, determinar si1 el compuesto aumenta la
actividad de la proteina kinasa de linaje miltiple y deter-
minar si el compuesto promueve la muerte celular

La presente invencién también proporciona méto-
dos para identificar compuestcs que pueden ser Gtiles en el
tratamiento de trastornos neurodegenerativos, consistentes
en poner en contacto una célula o un extracto celular que
contiene una proteina kinasa de linaje miltiple con el com-
puesto y determinar si el compuesto reduce la actividad de
la proteina kinasa de linaje miltiple

La presente 1invencién también ofrece métodos
para identificar compuestos que pueden ser f(tiles en el

/2~
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tratamiento de la inflamacién, consistentes en poner en
contacto una célula o un extracto celular que contiene una
proteina kinasa de linaje miltiple con el compuesto y de-
terminar si1 el compuesto reduce la actividad de la proteina
kinasa de linaje miltiple

La presente invencién también ofrece métodos
para tratar un mamifero que tiene o del que se sospecha que
tiene un trastorno neurodegenerativo, consistentes en admi-
nistrar a dicho mamifero un compuesto que inhibe o reduce
la actaividad de la proteina kinasa de linaje miltiple

La presente invencién también proporciona méto-
dos para tratar un mamifero que tiene inflamacién, consis-
tentes en administrar a dicho mamifero un compuesto que in-
hibe o reduce la actividad de la proteina kinasa de linalje
miltiple

La presente invenciédn también proporciona méto-
dos para modular la actividad de una proteina kinasa de 1li-~-
naje miltiple, consistentes en poner en contacto la protei-
na o una célula que contiene la proteina con un compuesto
que tiene la fé6rmula II

donde
el anillo B y el anillo F, de manera indepen-
diente y cada uno junto con los atomos de car-
bono a los que estdn unidos, son seleccionados
entre el grupo consistente en
un anillo aromético carbociclico de 6 miem-
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Recientemente, se ha mostrado que la expresidn
estable de ZPK reduce la capacidad proliferativa de fibro-
blastos NIH 3T3, segin se mide por medioc de un ensayoc de
formacién de colonias Bergeron y col , Biochem Biophys
Res Commun , 1897, 231, 153-155 Bergeron y col , sin em-
bargo, no consiguieron aportar ningin dato que mostrara que
ZPK modulaba la actividad de un substrato ZPK o si ZPK pro-
movia la muerte celular

Se ha visto que la expresibdn de un constructo
codificante de Myc-MLK2 en células Swiss 3T3 conduce a
apoptosis aproximadamente 20 horas después de la inyeccién
Nagata y col , EMBO J , 1998, 17, 149-158

Los Solicitantes han desarrollado numerosos
compuestos 1ndolo e i1ndeno que, entre otras cosas, inhiben
el crecimiento celular asoclado a estados proliferativeos e
inhiben la muerte en una variedad de cultivos embrionarios,
tales como el ganglio de las raices dorsales, el estriado,
los ganglios cervicales superiores y las motoneuronas Pa-
tentes EE UU 5 475 110, 5 591 855, 5 594 009, 5 461 146,
5 621 100, 5 621 101, 5 705 511 y 5 756 494, cada una de
las cuales fue concedida al titular de la presente solici-
tud y cada una de las cuales es aqul incorporada como refe-
rencia en su totalidad Se hace referencia a los compuestos
citados en la Patente EE UU. 5 705 511 que tienen la ESrmu-
la G en la presente solicitud como de férmula I Los Soli-
citantes han mostrade también que la apoptosis de las moto-
neuronas resulta inhibida por un derivado de K-252a, un in-
dolocarbazol que también modula la cascada de seflalizacidn
del estrés Maroney vy col , J Neurosci , 1998, 18, 104-
111, aqui incorporado como referencia en su totalidad

Debido a 1la 1nadecuacidédn del estudio de com-
puestos que modulan a miembros de la cascada de seflaliza-
cién del estrés y promueven la muerte celular o la supervi-
vencia celular, sigue habiendo necesidad de disponer de en-
sayos de estudio selectivo para agentes terapéuticos que
puedan ser de utilidad en el tratamiento de la inflamacién
y de los trastornos neurodegenerativos La presente inven-
cién se dirige a éstos, asi como a otros, fines importan-
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tes
RESUMEN DE LA INVENCION

La presente invencién proporciona métodos para
identificar compuestos que modulan la actividad de una pro-
teina kinasa de linaje miltiple y promueven la superviven-
cla celular, consistentes en las etapas de poner en contac-
to ia célula que contliene la proteina kinasa de linaje mil-
tiple con el compuesto, determinar s1 el compuesto reduce
la actividad de la proteina kinasa de linaje miltiple y de-
terminar si el compuesto promueve la supervivencia celular

La presente invencién también proporciona méto-
dos para identificar compuestos que modulan la actividad de
una proteina kinasa de linaje miltiple y promueven la muer-
te celular, consistentes en las etapas de poner en contacto
la célula que contiene la proteina kinasa de linaje malti-
ple con el compuesto, determinar si el compuesto aumenta la
actividad de la proteina kinasa de linaje miltiple y deter-
minar si1 el compuesto promueve la muerte celular

La presente invencidn también proporciona méto-
dos para i1identificar compuestos que pueden ser Utiles en el
tratamiento de trastornos neurodegenerativos, consistentes
en poner en contacto una célula o un extracto celular que
contiene una proteina kinasa de linaje miltiple con el com-
puesto y determinar sl el compuesto reduce la actividad de
la proteina kinasa de linaje miltiple.

La presente invencién también ofrece métodos
para 1identificar compuestos que pueden ser iitiles en el
tratamiento de 1la inflamacidén, consistentes en poner en
contacto una célula o un extracto celular que contiene una
proteina kinasa de linaje miltiple con el compuesto y de-
terminar si1 el compuesto reduce la actividad de la proteina
kinasa de linaje mialtiple

La presente 1invencién también ofrece métodos
para tratar un mamifero que tiene o del que se sospecha que
tiene un trastorno neurodegenerative, consistentes en admi-
nistrar a dicho mamifero un compuesto que inhibe © reduce
la actividad de la proteina kinasa de linaje miltiple

La presente invenci6édn también proporclona méto-
dos para tratar un mamifero que tiene inflamacién, consis-
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tentes en administrar a dicho mamifero un compuesto que in-
hibe o reduce la actividad de la proteina kinasa de linaje
miltiple

La presente invencién tamblén proporciona méto-
dos para modular la actividad de una proteina kinasa de 1li-
naje miltiple, consistentes en poner en contacto la protei-
na o una célula que contiene la proteina con un compuesto
que tiene la f6rmula II

donde
el anillo B y el anillo F, de manera indepen-
diente y cada uno junto con los Atomos de car-
bono a los que estan unidos, son seleccionados
entre el grupo consistente en
un anillo aromético carbociclico de 6 miem-
bros insaturado en el que 1 a 3 a&tomos de
carbono pueden estar substitulidos por &ato-
mos de nitrégeno,
un anillo aromAtico carbociclico de 5 miem-
bros insaturado, y
un anillo aromatico carbociclico de 5 mlem-
bros insaturado, en donde
o bien un &tomo de carbono estié substi-
tuido con un atomo de oxigeno, nitrbge-
no o azufre,
0 bien dos atomos de carbono estan
substituidos con un atomo de azufre y
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uno de nitrégeno, un atomo de oxigeno y
uno de nitrdgeno o dos atomos de nitrH-
geno,
o bien tres atomos de carbono estén
substituidos con tres Atomos de nitréd-
geno,
R' es seleccionado entre el grupo consistente
en
H, alquilo substituido o no substituido de
1 a 4 carbonos, arilo substituido o no
substituido, arilalquilo substituido o no
substituido, hetercarilo substituido o no
substituido o heterocarilalquilo substituido
o no substituidog,
-C(=0)R?, donde R®’ es seleccionado entre el
grupo consistente en alqullo, arilo y hete-
roarilo,
-0R'%, donde R!° es seleccionado entre el
grupo consistente en H y alquilo de 1 a 4
carbonos,
-C(=O0)NH2, ~NR'R'?, - (CHz)NR'“R'?, - (CHz),0-
R, -0(CH;)yOR' y -O(CHz) NR''R!?, donde p es
de 1 a 4 y donde
o bien R" y R'? son cada uno indepen-
dientemente selecclionados entre el gru-
po consistente en H y alquilo de 1 a 4
carbonos,
o bien R! y R forman juntos un grupo
de unién de férmula - (CH:).-X!'-(CHz).-,
donde X' es escogido entre el grupo con-
sistente en -0-, -5- y -CHx-,
R? es escogido entre el grupo consistente en H,
alquilo de 1 2 4 carbonos, -OH, alcoxi de 1 a 4
carbonos, -0C (=0) R®, -0C (=0) NRM"R?2, -0-
(CHz) pNR*'R*?, -0(CH;)OR'?, arilalquilo substi-
tuldo o no substituido de 6 a 10 carbonos y
hetercarilalquilo substituido o no substituido,
R}, R', R® y R6 son cada uno 1independientemente
selecclonados entre el grupo consistente en

7~
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H, arilo, heterocarilo, F, Cl, Br, I, -CN,
CFs, =NO,, -OH, -OR®’, -0(CHz) NRMR!?, -OC-
(=O)R®’, -OC(=O)NR®R’, -OC(=0)NR''R'?, =-0-
(CHz) ,OR!?, -CHzOR'?, -NR!“R'?, -NR?S(=0)2R®,
-NR*°C (=0) R?,
-CH20R!*, donde R es el residuo de un ami-
noécido después de eliminar el grupo
hidroxilo del grupo carboxilo,
-NR'YC (=0) NR*R!*?, -CO:R?, -C(=0)R?, -C(=0)-
NR!'R!2, -CH=NOR?, -CH=NR®, - (CH) NR'!R?,
- (CH2) NHR'* o -CH=NNR?’R?®, donde R?® es 1gual
a R?,
-5 (0) yR*~ (CHz) ;S (0) yR®, -CH;S (0),R'*, donde y
es 0,1 6 2,
alquilo de 1 a 8 carbonos, alquenilo de 2 a
8 carbonos y alquinilo de 2 a 8 carbonos,
donde
cada grupo alquilo, alquenilo o alqui-
nilo estd sin substitulr o
cada grupo alquilo, alquenilo o alqui-
nilo estd substituido con 1 a 3 grupos
seleccionados entre el grupo consisten-
te en arilo de 6 a 10 carbonos, hete-
roarilo, arilalcoxi, heterocicloalcoxi,
haidroxialcoxi, alquiloxlalcoxi,
hidroxialquiltio, alcoxialquiltio, F,
Cl, Br, I, -CN, -NOj,
~OH, =-OR%, <-X%(CHp) NR'R'?, -X?(CH),C-
(mO)NR'R'?, -X2(CH;)0C(=0)NRMR!?, -X-
(CH2) ;CO:R?,  ~X?(CH)pS(0)yR’, —X?(CHa)p-
NR'°C (=0) NR''R'?, -OC (=O)R?, -OCONHR?Z,
-0-tetrahidropiranilo, -NRYR!¥, -NR'°-
C(=0)R?, -NR'°CO,R?, -NR'C(=0)NRR'2?,
-NHC (=NH) NHz, NR'°S(0).R%, -S(0O),R®%,
-CO2R?, -C(=0)NR!R'?, -C(=0)R?, -CH.-OR'’,
-CH=NNR’R**, -CH=NOR?, -CH=NR’,
-CH=NNHCH (N=NH)NH;,  -S(=0) ,NRZR®}, -P-
(=0) (OR'%)2, -ORY y un monosacarido de 5
a 7 atomos de carbono, donde cada grupo
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hidroxilo del monosacarido estad inde-
pendientemente o bien sin substituir, o
bien substituido por H, alquilo de 1 a
4 carbonos, alquilcarboniloxi de 2 a 5
carbonos o alcoxi de 1 a 4 carbonos,
X? es 0, 5 o NR',
R’ y R® son cada uno independientemente selec-
cionados entre el grupo consistente en H, al-
qullo de 1 a 4 carbonos, alcoxi de 1 a 4 carbo-
nos, arilalquilo substituido o no substituido
de 6 a 10 carbonos, hetercarilalquilo substi-
tuido o no substituido, -({CH:) OR!’,
- (CHz) pOC (=O)NR}R'? y -(CHz) NRYR!?, o R’ y R®
forman juntos o un grupo de unidn de férmula -
CHz-X3-CH,~, donde X? es X? o un enlace,
m y n son cada uno independientemente 0, 1 6 2,
Y es seleccionado entre el grupo consistente en
-0-, -$-, -N(R”)-, -N*{0") (R"%)-, -N(OR?)- y -
CHz-,
Z es selecclionado entre el grupo consistente en
un enlace, -0-, -CH=CH-, -5-, -C(=0)-,
-CH(OR!%) -, -N(R'?)-, -N(OR'%)-, CH(NR'R'?)-,
-C{=0)N(R'")-, -N(RY)C(=0)-, -N(S(O)yR")-, -N-
(S{0)NRMR!}?) -, -N(C(=O)R')-, -C(R™R')-, -N*-
(0"} (R'°)-, -CH(OH)-CH(OH)- y ~-CH(O(C=0)R’)CH-
(0C{=0)R™)-, donde R* es igual que R’
R!® y R son independientemente seleccionados
entre el grupo consistente en H, -OH, -C-
(=0)R'°, -0(C=0)R?, hidroxialquilo y —-CO:R'°,
R!” es seleccionado entre el grupo consistente
en H, alquilo, arilo y heteroarilo,
al \'4 A? gon seleccionados entre el grupo consis-
tente en H, H, H, OR?, H, -SR%, H, -N-(R}): Yy
un grupo en el que A' y A? forman juntos un re-
sto seleccionado entre el grupo consistente en
=0, =8 y NR?,
B! y B2 son seleccionados entre el grupo consis-
tente en H, H, H, -OR?*, H, -SR%, H, -N-(R%),, y
un grupo en el que B' y B? forman juntos un re-

/7
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sto seleccionado entre el grupo consistente en

=0, =S y NR?,
con la condiciétn de que al menos uno de los pares A' y A? o
B! y B2 formen =0

La presente invenciédn también ofrece métodos
para modular la actividad de una proteina kinasa de linaje
miltiple, consistentes en poner en contacto la proteina o
una célula que contiene la proteina con un compuesto que
tiene la férmula (III)

)

donde
2 es Hy 2z es H 0 Z; y Z; forman juntos =0,

Ry es seleccionado entre el grupo consistente
en H, Cl, CH250,C2H5, Br, CH,S (CH;) 2NH3,
CH»S (CH2) ;N (CHy) 2, CH,S (CHz) 2NHon-CHy, NHCONH-
CeHs, NHCONHC:Hs, CH2S5C;Hs, CH2SCeHs, N(CHs)2, CHi,
CH,OCONHC,Hs, NHCO.CHi, CH;OC,Hs, CHzN(CHs)z, OH,
O-n-propilo, CH=NNH-C (=NH) NH,, CH=N-N- (CH3) 2,
CH2S (CH;z) 2NH-n—-CHsy, CH>OCH,0CH,CH3, CH,S-[3-
(1,2,4-triazina) ], CH,CHzSCHa,

vh
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R; es seleccionado entre el grupo consistente
en H, Br, Cl, I, CH;S(CH2)2N(CHi)2, NHCONHC.Hs,
CH,SC;Hs, CHOCH,OCHCHs;, CHS[{3-(1,2,4-triazi-
na)}l, CH,CH,SCHy y CH:OH,

X es seleccionado entre el grupo consistente en
H, CH20H, CH;NH-SerinaH, CO,CHj, CONHCg¢Hs,
CHaNHCO:CeHs, CHoNHCO2CHis, CH;Na, CONHC;Hs, CHzNH-
Glicina, CON(CH,)2, -CH,NHCO;-, CONH, CONHCsH,,
CH,NH-Serina, CH,SOCH;, CH=NOH, CH,NH-Prolina,
CH,CH; (2-piradilo), CH=NNHC (=NH) NH;, CONH-
(CHz2) 20H, CH=NNHCONH;, CH,O0COCHi, -CH20C (CHs)20-,
CH,SCgHs, CH2S0CsHs, COzn-hexilo, CONHCH; Y
C0; (CH2) 4«CHs 0 una de las siguientes f&érmulas

R es seleccionado entre el grupo consistente en

La presente invencién proporciona también méto-

dos de modulacién de la actividad de una proteina kinasa de
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linaje miltiple, consistentes en poner en contacto la pro-
teina o una célula que contiene la proteina con un compues-
to que tiene la fé4rmula IV

v

donde

2, es Hy Z; es Ho 2, y Z2; forman juntos =0,

R1 es H 0 Br r

Rz es H,

Rs es H, CHCH=CH,, CH,CH,CH,0H o

CH2CH2CHY—
r J

Y

Ry es H, CH2CH=CH; o CH;CH,CH,OH
BREVE DESCRIPCION DE LOS DIBUJOS

Con el fin de ilustrar realizaciones de la pre-
gsente invencién, se muestran en los dibujos determinadas
caracteristicas Habria que entender, sin embargo, que esta
invenciétn no se limita a las realizaciones precisas mostra-
das

La Figura 1 es un dibujo esquemético que mues-
tra una preparacién general de indenopirrolocarbazoles con
puente

La Figura 2 es un dibujo esquemitico que mues-
tra una preparaclén general de indenopirrolocarbazoles con
puente

La Figqura 3 es un dibujo esquemidtico que mues-
tra una preparacién de indenopirrolocarbazoles unidos a re-
sina

La Fiqgura 4 es un dibujo esquemiAtico que mues-
tra la preparaclédn de indenopirrolocarbazoles solubles pro-
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tegldos

La Figura 5 es un dibujo esquemitico que mues-
tra la preparaciédn del intermediario V

La Figura 6 es un dibujo esquemitico que mues-
tra la preparacién de indenopirrolocarbazoles con puente
usando el método A

La Figura 7 es un dibujo esquemitico que mues-
tra la preparacidn de indenopirrolocarbazoles con puente
usando el método B

La Figura 8 es un dibujo esquemdtico que mues-
tra la preparacidtdn de 1indenopirrolocarbazoles con puente
substituidos con el anillo B.

La Fiqura 9 es un dibujo esquemitico que mues-
tra la derivatizaciédn del anillo E de los indenopirrolocar-
bazoles con puente

La Figura 10 muestra un grafico de dos experi-
mentos independientes que representa la cantidad de células
PC-12 neuronalmente diferenciadas viables que permanecen
después de 5 dias de cultivo en ausencia de NGF Los resul-
tados son expresados como porcentaje de control NGF en cada
grupo (control del vector en ausencia de NGF, n=12, todos
los deméds grupos, n=3) La diferencia entre el control del
vector y las reservas estables de células que expresan un
mutante MLX~3 negativo dominante en ausencia de NGF es es-
tadisticamente significativa, segin se determina mediante
una prueba t de dos colas (p<0,05)

La Figura 1llA muestra la fosforilaciém de GST~
SEC-1 muerta con kinasa por FLAG-MLK-3 expresada en baculo-
virus (mezcla de longitud total y dominlio de kinasa) usando
un ensayo basado en gel radiactivo

La Figura 11B muestra un producto proteico ba-
sado en mielina fosforilado y marcado con P formado como
resultado de una reaccién de kinasa catalizada por FLAG-
MLK-3 expresada en baculovirus (mezcla de longitud total ¥y
dominio de kinasa) o por el dominio de kinasa de GST-MLK-3.

La Figura 12 es un analisis de inmunotransfe-
rencia que muestra la fosforilacibédn de GST-SEK-1 muerto con
kinasa por FLAG-MLK-3 expresada en baculovirus (mezcla de
longitud total y dominio de kinasa), segiin se detecta me-
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diante un anticuerpo SEK-1 fosfoespecifico

La Figura 13 muestra la fosforilacién de la
proteina basica de la mielina por el dominio de kinasa de
GST-MLK-3 expresada en bacterias usando el (o) ensayo de
precipitacién con 4cido triclorocacético de multiseleccidn o
el (¢) método de la membrana de fosfocelulosa

La Figura 14 muestra una curva de unién a la
saturacién de [’H]K252a 1ncubado con un lisado de células
de insecto infectadas con baculovirus MLK-3

La Figura 15A muestra la cantidad de c-jun mar-
cada con *?P en una reacci6tn de inmunoprecipitacién/kinasa
procedente de células que sobreexpresan MLK-3, MLK-2 o DLK
y tratadas con un 0,025% de DMSO (control) o con 500 nM de
K-252a

La Figura 15B muestra un grafico que cuantifica
el porcentaje de actividad que permanece en las reacciones
de inmunoprecipitaciédn/kinasa de las muestras descritas en
la FIG 15A Las columnas representan la media de muestras
por duplicado, en donde la barra de error indica el rango
de la media

La Fiqura 15C muestra la cantidad de c~jun mar-
cada con 2P en una reaccién de 1nmunoprecipitacién/kinasa
de células que sobreexpresan HA~JNK1 sola o con MIKK1 a va-
rias cantidades de ADN seg(in se indica y tratadas con un
0,025% de DMSO (control) o con 500 nM de Compuesto III-3
(véase la Tabla 3). Las columnas representan la media de
muestras por duplicado, donde la barra de error indica el
rango de la media

La Figura 16 muestra que el Compuesto III-3
promueve la supervivencia neuronal de un modo dependiente
de concentraciédn Se cultivaron neuronas disociadas de gan-
glios simpaticos (“SG”) (A), de ganglios de la raiz dorsal
(*DRG"”) (B), de ganglios ciliares (“CG”) (C) y de motoneu-
ronas (MN) (D), en presencia 0 en ausencia de los factores
tréficos i1indicados. Las células fueron contadas 48 h des-
pués de plaquear como se describe en materiales y métodos.
Los datos representan las medias * SD de determinaciones
por traiplicado o por cuadruplicado Se muestra uno de tres
experimentos
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La Figura 17 muestra las micrografias de con-
traste de fase de cultivos de neuronas DRG El12 (A, E), sim-
paticas (B, F), ciliares E8 (C, G) y motoras E5 5 (D, H)
después de 48 h en cultivo (24 h para las neuronas cilia-
res) en presencla del respectivo factor neurotréfico (20
ng/ml de NGF para las neuronas simpiticas y sensoriales, 10
ng/ml de CNTF para las neuronas ciliares, 30 pug/ml de ex-
tracto de miscule (“MEX”) para las motoneuronas (A-D)) o0 en
presencia de 1 UM de Compuesto III-3 (E-H) Barra = 200 pm

La Figura 18 muestra una fotomicrografia de ex-
plantes de ganglios de la raiz dorsal in vitro Se plaquea-
ron explantes de DRG de pollo (E9) en placas de 96 pocillos
con medlo que contenia un 0,05% de BSA Después de un pe-
riodo de unién de 2 h, se hicieron las adiciones (A) con-
trol de DMSO, (B) 20 ng/ml de NGF, (C) 250 nM de Compuesto
III-3 A las 48 h, se retir6 el medio y se fijaron los ex-
plantes con paraformaldehido al 4% en solucién salina tam-
ponada con fosfatos

La Figura 19 muestra el nimero de motoneuronas
lumbares de pollo que sobreviven en E10 después de un tra-
tamiento dlario (E5-9) con dosis especificadas de Compuesto
ITI-3 Los datos presentados son la media £ SD de 5-6 ani-
males/grupo de tratamiento Se repitié el experimento cita-
do dos veces. Los datos proceden de un experimento repre-
sentativo y representan un lado de la columna lumbar
*p<0,01, **p<0,001, prueba de la t de Student entre el Com-
puesto III-3 y los grupos control con correcciédn de Bonfe-
rroni

La Figura 20 muestra el nimero de motoneuronas
en el nicleo espinal de la rata hembra del bulbocavernoso
(*SNB”) que sobrevivian en PN10 o PN60 después del trata-
miento diario (PN1-5) con el Compuesto III-3 o con el vehi-
culo control (5% de Solutol™) En PN10 (A, B) o PN 60 (B),
las ratas fueron sacrificadas y la regién de la médula es-
pinal que contenia el SNB fue disecada y procesada para
histologia, se contaron entonces las motoneuronas tefizdas
con violeta de Cresylecht en seccién seriada de la regién
lumbar 5-sacra 1 de la médula esplnal segin se ha descrito
previamente (Wingfield y col., Sterocids, 1975, 26, 311-

Sk
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327) Los datos experimentales son las medias £+ SEM de
4-8 animales/grupo de tratamiento

La Figura 21 muestra la pérdida de inmunorreac-
tividad ChAT después de la axotomia hipoglésica en la rata
adulta tras el tratamiento con el Compuesto III-3 Fotomi-
crografias del nilicleo hipogloso tras la transeccién del
nervio hipogloso y el tratamiento con (A) solucién de vehi-
culo solo (5% de Solutol™) y (B) 200 pug del Compuesto III-3
aplicados en el sitloc de la transecciétn. {(C) Numero de mo-
toneurocnas hipoglésicas inmunorreactivas con ChAT después
de los tratamientos descriteos en (A) y (B) anteriormente
Los resultados son expresados como el porcentaje de moto-
neuronas inmunorreactivas con ChAT, definiendo el 100% como
el nimero de motoneuronas inmunorreactivas con ChAT en el
nicleo hipoglosoc no lesionado contralateral

La Figura 22 muestra que la inhibicién de 1la
ruta de MLK-3 demuestra la eficacia y el bloqueo in vivo de
los fenbmenos de fosforilacidn agquas abajo La Figura 22A
muestra el aumento de neuronas inmunorreactivas con la ti-
rosina hidroxilasa de la substancia nigra después de la le-
sién MPTP tras la administracién sistemidtica de Compuesto
I11-3 La Figura 22B es una inmunotransferencia representa-
tiva que muestra el aumento inducido por MPTP en los nive-
les de MKK4 fosforllada. La Figura 22C representa una inmu-
notransferencia y un ELISA representativos que muestran la
atenuaciédn de MKK4 fosforilada inducida por MPTP en presen-
cia de Compuesto III-3

La Figura 23 muestra la induccién de IL-2 en
células Jurkat La Figura 23A muestra el curso temporal de
la inducciétn de IL-2 La Fiqura 23B muestra la inhibicién
de la induccién de IL-2 por el Compuesto III-3 La Figura
23C muestra la inhibiciétn de la inducciédn de ILI-2 por el
Compuesto III-3 y el Compuesto I-4
DESCRIPCION DE LAS REALIZACIONES PREFERIDAS DE LA INVENCION

Tal como se emplebd antes y a través de toda es-
ta descripcién, los siguientes términos, a menos que se in-
dique algo diferente, serdn entendidos como con los si-
gulentes significados

“Apoptosis” se refiere a una forma morfolégica

n§
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especifica de muerte celular caracterizada por fragmenta-
ciétn de las células y de sus nicleos en particulas unidas a
membranas La apoptosis puede ser disparada, por ejemplo,
por tratamiento con compuestos inductores de la apoptosas,
tales como etopdsido, estaurosporina, factor a de necrosis
tumoral, ceramida y similares, o por condiciones tales como
la irradiacién x

El término “muerte celular” se refiere a la
muerte de las células por apoptosis o por otros medios am-
pliamente conocidos para los expertos en la técnica. La
"muerte celular” puede caracterizarse, por ejemplo, como
una reduccién de los nimeros totales de células o una re-
ducciédn de la viabilidad celular comparado con poblaciones
de células control no tratadas Los compuestos que “promue-
ven la muerte celular” dan lugar a una reduccidén en los ni-
meros de células o a una reduccidn en la viabilidad celular
en comparacién con poblaciones control Por el contrario,
los compuestos que “promueven la supervivencia celular” dan
Jugar a un aumento en los nimeros de células o en la viabi-
lidad celular, o bien hacen mi&s lento o reducen el ritmo de
muerte celular

Los términos “reacciona selectivamente” o “se
une especificamente” describen compuestos que interaccionan
fisica o quimicamente de forma directa con una proteina
MLK Por el contrario, loa compuestos que no “reaccionan
selectivamente” o que no “se unen especificamente” pueden
afectar a proteinas aguas abajo o aguas arriba de la pro-
teina MIK y, por lo tanto, pueden afectar a la actividad de
las proteinas MLK, pero no interacclonan fisica o quimica-
mente de forma directa con una proteina MLK

El término “modula” se refiere a que aumenta o©
disminuye una actividad de una proteina particular o subs-
trato de la misma

La presente invencidn se dirige, en parte, a
métodos para ldentificar compuestos que modulan la activi-
dad de una proteina MLK y promueven la supervivencia celu-
lar o la muerte celular Los compuestos que dan lugar a una
mayor actividad de la proteina MLK pueden promover la muer-
te celular, mientras que los compuestos que dan lugar a una
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menor actividad de la proteina MLK pueden promover la su-
pervivencia celular.

La proteina MLK puede ser cualquier proteina
1identificada como perteneclente a la clase MLK de protei-
nas Preferiblemente, la proteina MLK es seleccionada entre
el grupo consistente en MLK1l, MLK2, MLK3 (SPRK, PTKl), LZK,
DLK (ZPK, MUK) y MLK6 antes descrito En realizaciones pre-
feridas de la invencidn, los métodos identifican compuestos
que interaccionan directamente ¢ se unen a la proteina MLK,
seqin se determina por medio de ensayos de unién, ensayos
de kinasas u otros ensayos egquivalentes.

Con objeto de identificar compuestos gque modu-
lan la actividad de la proteina MLK y promueven la supervi-
vencia celular o la muerte celular, se pone en contacto una
célula o células que contienen la proteina MLK con el com-
puesto de ensayo El contacto puede tener lugar en tampones
¢ en medios bien conocidos para los expertos en la técnica
Alternativamente, el contacto puede tener lugar in vivo, en
cuyo caso se administra a un animal, por ejemplo un ratén u
otro animal adecuado conocido para los expertos en la téc-
nica, una composiciétn farmacéutica que contiene el compues-
to de ensayo y una sal farmacéuticamente aceptable, un ve-
hiculo o un diluyente Ademis, se pueden usar nameros va-
riables de células y concentraciones variables de compues-
tos de ensayo. Se determina si el compuesto de ensayo au-
menta o disminuye la actividad de la proteina MLK Ademéas,
se determina también si el compuesto de ensayo promueve la
supervivencia celular o la muerte celular

Las células que entran en contacto con los com-
puestos de ensayo pueden ser cualquier célula de mamifero.
Preferiblemente, la célula es una célula neuronal Preferi-
blemente, la célula estd implicada en una enfermedad neuro-
degenerativa Para los fines de la presente invencién, una
*enfermedad neurodegenerativa” un “trastorno neurodegenera-
tivo” y una “condicidn neurodegenerativa” son intercambia-
bles y se usan para describir cualquier enfermedad o tras-
torno que afecte a células neuronales o células implicadas
en el sistema neuronal, incluyendo, aungue sin limitacién,
la enfermedad de Alzheimer, la enfermedad de neuronas moto-

2%
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ras, la esclerosls lateral amiotré6fica, la enfermedad de
Parkinson, la enfermedad cerebrovascular, las condiciones
isquémicas, la demencia de SIDA, la epilepsia, la enferme-
dad de Huntington y las lesiones concusivas o penetrantes
del cerebro o de la médula espinal

La actividad de la proteina MLK puede ser de-
terminada por una serie de técnicas Por ejemplo, se puede
determinar la actividad MLK midiendo la actividad de un
substrato de la proteina MLK Dichos substratos son bien
conocldos y facilmente discernibles para los expertos en la
técnica. Preferiblemente, el substrato es un miembro de la
familia de las klnasas de las proteinas kinasas activadas
por mitébgenos o familia de proteinas kinasas activadas por
mitdégenos o substratos mads abajo en la ruta, que incluye,
aunque sin limitacidén, una proteina seleccionada entre el
grupo consistente en JNK1, JNK2, JNK3, ERK1l, ERK2, p38a,
p38p, p36y, p388, MEK1l, MEK2, MKK3, MKK4 (SEKl1) MEKS, MKK6,
MKK7, jun, ATF2, ELK]1 y el homélogo en mamiferos de AEX-3,
y también substratos generales de proteinas kinasas Ser/Thr
tales como la proteina basica de la mielina (“*MBP*) Los
reactivos y los métodos de medicldén de la actividad de los
substratos son también conocidos para los expertos en la
técnica La presencia de MLK puede ser también determinada
midiendo la cantidad de la proteina MLK o del ARNm codifi-
cante de la proteina MLK Los reactivos, incluyendo anti-
cuerpos y sondas oligonucleotidicas, asi como los métodos
de medicién de la cantidad de ADN o proteina, incluyendo
las transferencias Northern y Western, son bien conocidos
para los expertos en la técnica La actividad de la protel-
na MLK puede ser también determinada por un ensayo de kina-
sa in vitro. Los ensayos de kinasas in vitro son blen cono-
cidos para el experto en la técnica. Otras técnicas para
medir la actividad proteica son conocidas para los expertos
en la técnlca y pretenden quedar amparadas por la presente
invencién Asi, un experto en la técnica puede determinar
sl el compuesto de ensayo modula, es decir, aumenta o redu-
ce, la actividad de la proteina MLK

Se puede determinar s1i el compuesto de ensayo
promueve ¢ no la supervivencia celular o la muerte celular
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de una serie de formas Preferiblemente, la promocién de la
supervivencia celular ¢ de la muerte celular es determinada
usando células que se hallan en riesgo de morir y comparan-
do la cantidad de células que contactaron con el compuesto
de ensayo Yy que permanecen vivas con la cantidad de células
que no contactaron con el compuesto de ensayo Yy permanecen
vivas Preferiblemente, las células son células motoneuro-
nas embrionarias primarias que estan preprogramadas para
morir Las células motoneuronas embrionarias primarias es—
tan descritas en Maroney y col , J Neurosci , 1998, 18,
104-111, que es aqui 1incorporada como referencia en su to-
talidad Las células motoneuronas embrionarias primarias
mueren a no ser que sean rescatadas por el compuesto de en-
sayo Asi, un mayor nimero de células motoneuronas vivas en
la poblacién de células motoneuronas tratadas con el com-—
puesto de ensayo en comparacién con el nimero de células de
motoneuronas en la poblacién de células motoneurconas que no
fueron tratadas con el compuesto de ensayo es indicativo de
un compuesto de ensayo que promueve la supervivencia celu-
lar Por el contrario, un menor nimero de células motoneu-
ronas vivas en la poblaciédn de células motoneuronas trata-
das con el compuesto de ensayo en comparacidn con el ntimero
de células motoneuronas vivas en la poblacién de células
motoneuronas que no fueron tratadas con el compuesto de en-
sayo es 1ndicativo de un compuesto de ensayo que promueve
la muerte celular

En otra realizacién de la invencibén, se con-
vierten células normales, o células de tipo salvaje, para
que sean células con riesgo de morir por sobreexpresidén de
la proteina MLK, seqin se describe mas adelante en los
Ejemplos, y se las pone luego en contacto con el compuesto
de ensayo Las células que sobreexpresan proteinas MLK pue-
den morir, a menos que sean rescatadas por el compuesto de
ensayc Se puede conseguir la sobreexpresién de proteinas
MLK usando vectores capaces de expresar la proteina partl-
cular en el interlor de una célula Los vectores de expre-
si1én son bien conocidos para un experto en la técnica Ade-
mas, los métodos para preparar vectores de expresifn son
también bien conocidos para los expertos en la técnica Se
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pueden preparar vectores de expresidn que expresan cual-
qulera de las proteinas MLK de un modo similar a los des-
critos en los Ejemplos Un mayor nimero de células vivas en
la poblacidén de células sobreexpresantes tratadas con el
compuesto de ensayo en comparaciédn con el ntimero de células
vivas en la poblacién de células sobreexpresantes que no
fueron tratadas con el compuesto de ensayo es indicativo de
un compuesto de ensayo que promueve la supervivencia celu-
lar. Por el contrario, un menor nimero de células vivas en
la poblacibdn de células sobreexpresantes tratadas con el
compuesto de ensayo en comparacldén con el nimero de células
vivas en la poblacién de células sobreexpresantes que no
fueron tratadas con el compuesto de ensayc es indicativo de
un compuestoc de ensayo que promueve la muerte celular

En otra realizacién de la invencibn, la promo-
cién de la supervivencia celular es determinada observando
o midiendo una reduccidén de la apoptosis El encogimiento
citopldasmico y la condensacldédn nuclear estédn asociados a la
apoptosis Asi, un experto en la técnica puede medir una
reducclén en la apoptosis midiendo u observando una reduc-
ci6n en el encogimiento citoplésmico y/o en la condensaciédn
nuclear Ademas, un experto en la técnica puede medir la
apoptosis empleando técnicas de tincidn convencionales

En otras realizaciones de la invencibén, se pue-
den usar células neuronales normales de tipo salvaje para
identlficar compuestos que promueven la muerte celular Las
¢células neuronales normales sobreviven a menos que se les
induzca la muerte con el compuesto de ensayoc. Un menor nG-
mero de células vivas en la poblacién de células normales
tratadas con el compuesto de ensayo en comparacidn con el
nimero de células vivas en la poblacién de células normales
que no fueron tratadas con el compuesto de ensayo es indi-
cativo de un compuesto de ensayc que promueve la muerte ce-
lular. Por el contrario, un nuimero mayor o lgual de células
vivas en la poblaciétn de células normales tratadas con el
compuesto de ensayo en comparaciédn con el numero de células
vivas en la poblaciétn de células normales que no fueron
tratadas con el compuesto de ensayo no es indicativo de un
compuesto de ensayo que promueva la muerte celular
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La presente invencién se dirige también, en
parte, a métodos para modular la actividad de una proteina
MLK, consistentes en poner en contacto la proteina o una
célula que contiene la proteina con un compuesto que tiene
la férmula G (aqui llamada férmula I) indicada en la Paten-
te EE UU N° 5 705 511, que fue concedida al titular de la
presente solicitud y es aqui incorporada como referencia en
su totalidad

La presente invencién se dirige también, en
parte, a métodos para modular la actividad de una proteina
MLK, consistentes en poner en contacto la proteina o una
célula que contiene la proteina con un compuesto que tiene
la férmula III siguiente

)

donde

Z, es Hy 2 es Ho Z; y Z; forman juntos =0,

R; es seleccionado entre el grupo consistente
en H, Cl, CH2S0,C,Hs, Br, CH;S (CH3) aNH;,
CH,S (CHz) 2N (CHi) 2, CH»S (CH2) 2NHon—C,Hy, NHCONH-
CeHs, NHCONHC.Hs, CHpSC;Hs, CH2SCeHs, N(CHi3)2, CHa,
CH,OCONHC;Hs, NHCO;CH3;, CH;0C,Hs, CHoN(CHi)2, OH,
O-n-propilo, CH=NNH-C (=NH) NHz, CH=N-N- (CH3) 2,
CH2S {CH3) s2NH-n-C4Ho, CH,OCH,OCH2CH;, CH,S-[3-
(1,2,4-triazina)], CH,CH,SCHs,
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Rz es seleccionado entre el grupo consistente

en H, Br, Cl, I, CH,S(CHp):N(CHs)z2, NHCONHC,Hs,
5 CH,SC.Hs, CH,0OCH,0OCH:CH3, CH,S[3-(1,2,4-

triazina)], CH,CH,SCH3 y CH.OH,

X es seleccionado entre el grupo consistente en

H, CH0H, CH;NH-SerinaH, CO,CHs, CONHCgeHs,

CHaNHCO2CgHs, CHoNHCO2CHs, CHzN3;, CONHCz2Hs, CHNH-

10 Glicina, CON(CH3)2, -CHNHCO,-, CONH;, CONHC3H,,
CHNH-Serina, CHSOCHs, CH=NOH, CH,NH-Prolina,
CH,CH; (2-piraidilo), CH=NNHC (=NH) NH, CONH-

(CHz) 20H, CH=NNHCONH:, CHz0COCH3, -CHo0C(CHj3)20-,
CH,SCgHs, CH2S0CeHs, CO2n-hexilo, CONHCH; Yy
15 COz (CH2) «CH3 © una de las sigulentes férmulas

Y
R es seleccionado entre el grupo consistente en
20 OH y OCHj

W
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En realizaciones preferidas de la invencién, 2;
y Z2 son H, X es CO,CH3;, R; es NHCONHC;Hs, Rz e83 CH2CH:z(2-
piridilo) vy R es OH En otras realizaciones preferidas de
la invenciétn, 2, y Z, son H, X es CO:CHs, Ry y Rz son
CH20CH20CH,CH; Yy R es OH, 0 Z; Y Z2 son H, X es COCH;, R; ¥
R son CH,SCH,CH3, R es OH, 0 23, Z2, R; ¥ R; son H, X es
CO:CHs; Y R es OH, 0 23, 23, R; Y Rz son H, X es CO2{(CHz).CHs ¥y
Res OH, 0 Z;, 22 Yy R, son H, R es CH0H, X es CO2CH3s Y R es
OH, 0 Z, ¥ 22 son H, R, v Rz son H;S[3-(1,2,4-tr1azina)l, X
es COCHy y Res OH, 0 2, Y Z; son H, R, es Br, R es I, X es
COCHs Y R es OH, o0 2. ¥ 22 son H, R; ¥y R son CH»CH2SCHs3, X
es CO.CHs Yy R es OH, 0 2;, Z2, Ri1 Y Rz son H, X es CO.CHy Y R
es OCHs, © Z2; y Z; forman juntos =0, R; y R son Br, X es
COCHs Y R es OH

La presente 1invencién se dirige también, en
parte, a métodos para modular la actividad de una proteina
MLK, consistentes en poner en contacto la proteina o una
célula que contiene la proteina con un compuesto que tiene
la f6érmula II siquiente

donde
el anillo B y el anillo F, de manera zindepen-
diente y cada uno junto con los atomos de car-
bono a los que estdn unidos, son seleccionados
entre el grupo consgistente en
a) un anillo aromidtico carbociclico de 6
mlembros insaturado en el que 1 a 3 atomos
de carbono pueden estar substituidos por
atomos de nitrégeno,
b) un anillo aromidtico carbociclico de 5
miembros insaturado, y

X%
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c) un anillo aromdtico carbociclico de 5

miembros insaturado, en donde
l) o bien un &tomo de carbono estéa
substituido con un é&tomo de oxigeno,
nitrédgeno o azufre,
2) o bien dos atomos de carbono estén
substituidos con un &atomo de azufre y
uno de nitrdgeno, un atomo de oxigeno y
uno de nitrégeno o dos atomos de nitréd-
geno,
3) o blen tres atomos de carbono estan
substituidos con tres &tomos de nitré-
geno,

es seleccionado entre el grupoc consistente

a) H, alquilo substituido o no substituido
de 1 a 4 carbonos, arilo substituido o no
substituido, arilalquilo substituido o no
substlituldo, hetercarllo substituido o no
substituido o heteroarilalquilo substituido
o no substituido,
b) -C(=0)R?, donde R’ es seleccionado entre
el grupo conslstente en alquilo, arilo ¥y
heteroarilo,
c) -OR', donde R!° es seleccionado entre el
grupo consistente en H y alquilo de 1 a 4
carbonos,
d) -C(=0)NHz, -NR'R!?, -(CH) NRr!?,
- {CHz) pORY®, -(CH2),OR'® y -O(CHz) NR'R!?, don-
de p es de 1 a 4 y donde
1) o bien R y R'? son cada uno indepen-
dientemente seleccionados entre el gru-
po consistente en H y alquilo de 1 a 4
carbonos,
2) o R y R!? forman juntos un grupo de
uni1én de férmula - (CHg)z-X'~(CH,).-, don-
de X! es escogido entre el grupo consis-
tente en -0-, -S5- y -CHz—,

R? es escogido entre el grupe consistente en H,

35
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alquilo de 1 a 4 carbonos, -OH, alcoxi de 1 a 4
carbonos, -0C (=0) R?, -0C (=0) NRMR'?, -0-
(CHz) pNRR'?, -O(CH2) OR'°, arilalquilo substi-
tuido o no substituido de 6 a 10 carbonos y
hetercarilalquilo substituido o no substituido,
R}, RY, R® y R6 son cada unc independientemente
seleccionados entre el grupc consistente en
a) H, arilo, heterocarilo, F, Cl, Br, I,
-CN, CFs, -NO;, -OH, -OR%, -O(CH.)oNR!R'?,
-0C- (=0)R®, -OC (=0)NR?R’, -OC (=0)NR'R%?,
-0(CH2) OR'?,  -CHO0R'°, -NRMR!'%?, -NR!%s-
(=0):R?, -NR'C(=0)R’,
b) -CH;O0R!, donde R es el residuo de un
aminoacido después de eliminar el grupo
hidroxilo del grupo carboxilo,
c) -NRYC(=0)NR'R'?, -CO,R?, -C(=0)R%, -C-
(=0) -NRMR!?2, -CH=NOR?, -CH=NR?, - (CH:)N-
RYR'?, -(CHz) NHR' o -CH=NNR’R*, donde R*
es igual a R?,
d) -S(0),R*-(CHz)pS(0)yR?, -CHzS(0),R'!, donde
yes 0,1 &6 2,
e) alquilo de 1 a 8 carbonos, alquenilo de
2 a B carbonos y alquinilo de 2 a 8 carbo-
nos, donde
l) cada grupo alquilo, algquenilo o al-
quinilo estd sin substituir o
2) cada grupo alquilo, alquenilo o al-
quinilo estd substituido con 1 a 3 gru-
pos selecclonados entre el grupo con-
sistente en arilo de 6 a 10 carbonos,
heterocarilo, arailalcoxi, heterocicloal-
coxi, hidroxialcoxi, alquiloxialcoxi,
hidroxialquiltio, alcoxialquiltio, F,
Cl, Br, I, -CN, -NO;,
-OH, -OR?, -X2(CH,)pNRR'?, -X2(CH;)C-
(=O)NR!R!?, -X2(CHz),0C(=0)NRZR!?, -x2-
(CHz) pCOR®,  —X?(CH2) oS (0)yR®,  -X*(CHz)p-
NR'C (=0) NR!!'R!2, -0OC (=0)R?, -OCONHR?,
-O-tetrahidropiranilo, -NRMR'?, -NR!°-
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C(=0)R?, -NR!°CO.R?, -NR!°C(=0)NR!'R'?,
-NHC (=NH)NH,, NR'°S(0),R’, -5(0),R’,
-COzR?, -C(=0)NR'R'?, -C(=0)R?, -CH,-OR'®,
-CH=NNR?’R**, -CH=NOR?, -CH=NR’,
~CH=NNHCH (N=NH)NH,, -8 (=0);NR’R®*, -P-
(=0) (OR'%),, -OR! y un monosacadrido de 5
a 7 &tomos de carbono, donde cada grupo
hidroxilo del monosacarido esta inde-
pendientemente o bien sin substituir, o
bien substituido por H, alquilo de 1 a
4 carbonos, alquilcarboniloxi de 2 a 5
carbonos o alcoxi de 1 a 4 carbonos,
X* es 0, S o NR'?,
R’ y R® son cada uno 1ndependientemente selec-
cionados entre el grupo consistente en H, al-
quilo de 1 a 4 carbonos, alcoxi de 1 a 4 carbo-
nos, arilalquilo substituido o no substituido
de 6 a 10 carbonos, hetercarilalquilc substi-
tuido o no substituido, -(CH,)pOR'®,
- (CHz) pOC {(=O) NRR!? y -~ (CHz),NR!R'?, o R’ y R®
forman juntos o un grupo de unién de férmula -
CH,-X3-CH,-, donde X3 es X2 o un enlace,
m y n son cada uno independientemente 0, 1 6 2,
Y es seleccionado entre el grupo consistente en
-0-, -S-, -N(R')-, -N*(0") (R®)-, -N(ORY)- y -
CHz-,
Z es seleccionado entre el grupo consistente en
un enlace, -0-, -CH=CH-, -§-, -C(=0)-,
-CH(OR!?)-, -N(R'%)-, -N(OR!%)-, CH(NR'R!?)-,
-C(=0)N(R'")-, -N(RY)C(=0)-, -N(5(0),R”)-, -N-
(S(0)yNR"R'?)-, -N(C(=O)R'")-, -C(R™R'®)-, -N'-
(07) (R¥%)-, -CH(OH)-CH(OH)- y -CH{0(C=0)R?) CH-
(OC (=0)R*®™)-, donde R*™ es 1gual que R’
R'® y R son independientemente seleccionados
entre el grupo consistente en H, -OH, -C-
{(=0)R!°, -0(C=0)R?, hidroxialquilo y —-CO.R'?,
R'’ es seleccionado entre el grupo consistente
en H, alquilo, arilo y heterocarilo,
Al v A? son selecclonados entre el grupo consis-—
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tente en H, H, H, OR?), H, -SR?, H, -N-(R%,, ¥
un grupo en el gue A' y A? forman juntos un re-
sto seleccionado entre el grupo consistente en
=0, =S y NR?,
B' y B? son seleccionados entre el grupo consis-
tente en H, H, H, ~OR?, H, -SR?, H, =N-(R%),, V
un grupo en el que B! y B? forman juntos un re-
sto selecclonado entre el grupo consistente en
=0, =S y NR?,
con la condicién de que al menos uno de los pares A!' y A? o
B! y B? formen =0
La presente invenciédn se dirige también, en
parte, a métodos para modular la actividad de una proteina
MLK, consistentes en poner en contacto la proteina o una
célula que contiene la proteina con un compuesto que tiene
la férmula IV sigulente

v
donde
Zy es Hy Z es H o 2, y Z; forman juntos =0,
R; es H o Br,
Rz es H,
R; es H, CH,CH=CH;, CHzCH,CH,OH o
O
Y

Ry es H, CHoCH=CH, o CH;CH,CH>0H

En realizaciones preferidas de la invenciédn,
Ri, Rz Ri;, 2; ¥ Z2 son H y Rs es CH,CH=CH; En otras realiza-
clones preferidas de la invencién, R; es Br y Rz, Ry, Ry, 23
Yy Zz son H, o Ry, Rz, 2, ¥ 22 son H y Ra ¥y Ry son CH,CH=CH,;, ©
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Ri, Rz, Ra, 2, ¥y 22 son H y Ry es CHCH=CHz, © Ry, Rey 2: ¥ Z
son H y Ra y Ry son CH;CHCH;0H, © Ri, R2y Ry 21 ¥ 22 son H y
Ry es
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emcca—_p

La presente 1nvencidn también proporciona méto-
dos para ldentificar compuestos que pueden ser titiles en el
tratamiento de trastornos neurodegenerativos, consistentes
en poner en contacto una célula o extracto celular que con-
tiene una proteina kinasa de linaje miltiple con el com~
puesto y determinar si el compuesto reduce la actividad de
la proteina kinasa de linaje miltiple Las células, y los
extractos procedentes de ellas, incluyen las antes descri-
tas Los compuestos hallados mediante los presentes métodos
{es decir, aquellos compuestos que inhiben o reducen la ac-
tividad de una proteina kinasa de linaje miltiple) pueden
ser (itiles para tratar trastornos neurodegenerativos. La
protelna es preferiblemente seleccionada entre el grupo
consistente en kinasa 1 de linaje miltiple, kinasa 2 de 1li-
naje miltiple, kinasa 3 de linaje mdltiple, kinasa portado-
ra de cremallera de leucina, kinasa portadora de doble cre-
mallera de leucina y kinasa 6 de linaje miltiple La célula
es contactada in vitro o In vivo Preferiblemente, la acti-
vidad de la proteina es determinada midiendo la actividad o
el estado de fosforilacién de un substrato de dicha protei-
na Preferiblemente, el substrato es seleccionado entre el
grupo consistente en JNK1, JNK2, JNK3, ERKl, ERK2, p38a,
p38B, p36y, p383, MEK1, MEKZ2, MKK3, MKK4 (SEKl1l) MEKS, MKK6,
MKK7, jun, ATF2, EILKl y el homélogo en mamiferos de AEX-3,
y también substratos generales Ser/Thr tales como, por
ejemplo, la proteina bésica de la mielina (MBP). La activi-
dad proteica puede ser también determinada midiendo la ac-
tividad de un substrato de la proteina, la cantidad de un
substrato de la proteina o el ARNm codificante del substra-
to de la proteina La actividad de la proteina puede ser
también determinada por un ensayo de kinasa o un ensayo de
uniédn in vitro Las células son preferiblemente células mo-
toneuronas embrionarias primarias, células que sobreexpre-
san una proteina kinasa de linaje miltiple o una célula
neuronal, pero puede ser cualquier célula o extracto de
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ella Preferiblemente, se 1dentifican compuestos que pueden
unirse directamente a la proteina kinasa de linaje milti-
ple, como se ha descrito anteriormente

La presente invencidén proporciona también méto-
dos para i1dentificar compuestos que pueden ser tGtiles en el
tratamiento de la inflamacién, consistentes en poner en
contacto o una célula o extracto celular que contiene una
proteina kinasa de linaje miltiple con el compuesto y de-
terminar si el compuesto reduce la actividad de la proteina
kinasa de linaje miltiple. Las células, y sus extractos,
incluyen las descritas anterlormente Los compuestos halla-
dos por los presentes métodos (es decir, aquellos compues-
tos que i1nhiben o reducen la actividad de una proteina ki-
nasa de linaje miltiple) pueden ser tUtiles para tratar la
inflamacién La proteina es preferiblemente seleccionada
entre el grupo consistente en kinasa 1 de linaje miltiple,
kinasa 2 de linaje miltiple, kinasa 3 de linaje miltiple,
kinasa portadora de cremallera de leucina, kinasa portadora
de doble cremallera de leucina y kinasa 6 de linaje milti-
ple La célula es contactada in vitro o in vivo Preferi-
blemente, la actividad de la proteina es determinada mi-
diendo la actividad o el estado de fosforilacibén de un
substrato de dicha proteina Preferiblemente, el substrato
es selecclionado entre el grupo consistente en JNK1l, JNK2,
JNK3, ERK1l, ERK2, p38a, p38p, p38y, p385, MEKl1l, MEK2, MKK3,
MKK4 (SEK1l) MEKS5, MKK6, MKK7, jun, ATF2, ELKl y el hombélogo
en mamiferos de AEX~-3, y también substratos generales
Ser/Thr tales como, por ejemplo, la proteina basica de la
mielina (MBP}. La actividad de la proteina también puede
ser determinada midiendo la actividad de un substrato de la
proteina, la cantidad de un substrato de la proteina o el
ARNm codificante del substrato de la proteina. La actividad
de la proteina puede ser también determinada por un ensayo
de kinasa o un ensayo de unién in vitro

Las células son preferiblemente células moto-
neuronas embrionarias primarias, células que sobreexpresan
una proteina kinasa de linaje miltiple o una célula neuro-
nal, pero puede ser cualquier célula o extracto de ella
Las células también incluyen, aunque sin limitacién las im-
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plicadas en la inflamacibén, tales como, por ejemplo, linfo-
cltos, macrbfagos y otras células blancas de la sangre co-
nocidas para los expertos en la técnica Preferiblemente,
se identifican compuestos que se unen directamente con la
proteina kinasa de linaje miltiple.

La presente invencidédn también proporciona méto-
dos para tratar un mamifero que tiene o 8e sospecha que
tiene un trastorno neurodegenerativo, consistentes en admi-
nistrar al mamifero un compuesto que inhibe o reduce la ac-~-
tividad de la proteina kinasa de linaje miltiple Un com-
puesto que inhibe o reduce la actividad de la proteina ki-
nasa de linaje miltiple incluye, aunque sin limitacién,
compuestos que tienen la férmula I, II, III y IV Los com-
puestos preferidos incluyen los gque fueron antes descritos
con respecto al método de estudioc de compuestos que modulan
la actividad de una proteina kinasa de linaje miltiple y, ©
bien promueven la supervivenclia de las células, o bien pro-
mueven la muerte de las células Un mamifero preferido es
un humano Un individuo puede ser sospechoso de tener una
enfermedad neurodegenerativa s1 el i1ndividuo tiene sintomas
de una enfermedad neurodegenerativa particular, si se halla
en un grupo de alto riesgo o si tiene una historia familiar
de una enfermedad neurodegenerativa.

La presente Iinvencién también ofrece métodos
para tratar un mamifero que tiene inflamacién, consistentes
en administrar a dicho mamifero un compuesto que inhibe o
reduce la actividad de la proteina kinasa de linaje multi-
ple Un compuesto que 1nhibe o reduce la actividad de la
proteina kinasa de linaje miltiple incluye, aunque sin li-
mitacidén, compuestos que tienen la £6rmula I, II, III y IV
Los compuestos preferidos incluyen los que fueron antes
descritos con respecto al método de estudio de compuestos
que modulan la actividad de una proteina kinasa de linaje
miltiple y, o bien promueven la supervivencia de las célu-
las, o bien promueven la muerte de las células Un mamifero
preferido es un humano

El contacto con compuestos de las férmulas I-IV
puede tener lugar en tampones © en medios bien conocidos
para los expertos en la técnica. Alternativamente, el con-
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tacto puede tener lugar por administracién de una composi-
c16n farmacéutica que contenga el compuesto de ensayc y una
sal farmacéuticamente aceptable, un vehiculo o un diluyente
a un animal o mamifero adecuado, tal como, por ejemplo, un
ratén u otro animal adecuado conocido para los expertos en
la técnica. Ademas, se pueden usar numeros variables de cé-
lulas y de concentraciones de compuestos Las células que
contactan con los compuestos de ensayo pueden ser cualquier
célula de mamifero. Preferiblemente, la célula es una célu-
la neuronal Preferiblemente, la célula esta implicada en
una enfermedad neurodegenerativa, tal como, por ejemplo, la
enfermedad de Alzheimer, la enfermedad de neuronas motoras,
la esclerosis lateral amlotréfica, la enfermedad de Parkin-
son, la enfermedad cerebrovascular, las condiciones isqué-
micas, la demencia de SIDA, la epilepsia, la enfermedad de
Huntington y las leslones concusivas o penetrantes del ce-
rebro o de la médula espinal Los compuestos que tienen la
férmula I, y los métodos de preparaciédn de los mismos, es—
tdn descritos en la Patente EE UU 5.705.511, aqui incoxpo-
rada como referencia en su totalidad Los compuestos que
tienen la f6rmula III, y los métodos para su preparacién,
estdn descritos en las Patentes EE UU 5 741 8098,
5 621.100, 5 621.101, 5 461.146 y 5.756 494 y en WO
97/46567, cada una de las cuales es aqui incorporada como
referencia en su totalidad Los compuestos que tienen la
férmula IV, y sus métodos de preparacidén, estin descritos
en las Patentes EE.UU. 5 741 8098, 5 621 100, 5 621.101,
5 461 146 y 5 756 494 y en WO 97/46567, cada una de las
cuales es aqui incorporada como referencia en su totalidad.

Los compuestos que tienen la f6rmula II inclu-
yen los diastereémeros y los enantiémeros alrededor de los
dtomos de carbono a los que se unen los substituyentes R2,
R’ v R®

Los indenopirrolocarbazoles con puente preferi-
dos estén representados por la férmula II
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En algunas realizaciones preferidas de los com-
puestos de férmula II, R' es H En otras realizaciones pre-
feridas, R? es H, hidroxilo o alquilo substituido © no
substituido

En otras realizaciones preferidas, R}, R', R® y
R® son independientemente H, alquilo substituido o no subs-
tituido, halbégeno, alcoxai substituido o no substituido,
amino substituido o no substituido o arilo substituido o no
substituido En otras realizaciones preferidas, R’ y R® son
independientemente H o alquilo substituido o no substitui-
do

En algunas realizaciones preferidas, Y es O. En
otras realizacliones preferidas, Z es un enlace, 0, S o N
substituido o no substituido En aln mas realizaciones pre-
feridas, m y n son independientemente 1 6 2 En algunas
realizaciones especialmente preferidas, Y es O, Z es un en-
lace u O y m y n son independientemente 1 6 2

En otras realizaciones preferidas, A!A? y B!B?
son =0 o H,H

En algunas realizaciones especialmente preferi-
das, R', R, R® y R” son cada uno H, Y es =0, n es 1, Ala? y
B'B? son =0 o H,H, R? es H, OH o alquilo inferior, R es H o
alquilo substituido, R® y R® son cada uno H o alcoxi, siendo
preferido metoxi, Z es un enlace u 0, ymes 1 6 2

Algunas realizaciones especlalmente preferidas
de los compuestos de férmula II son los compuestos II-1,
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1r1-2, I11-3, I1I-4a, II-4b, II-5, II-6, II-7a, II-7b, 1I-8,
II-9, II-10, II-11 y II-12 indicados en la Tabla 1 que se
dard a continuacién

Se hard aqui referencia a partir de ahora a los
compuestos representados por la férmula II como Compuesto
(II)

Tal como se utiliza aqui, el término “carboci-
clico” se refiere a grupos ciclicos en los que una porcibén
del anillo estd compuesta unicamente por a4tomos de carbono
Los términos “heterociclo” y “heterociclico” se refieren a
grupos ciclicos en los que la porciétn del anillo incluye al
menos un heteroatomo, tal como O, No S

Tal como se usa aqui, el término “alquilo” sig-
nifica un grupo alquilo de cadena lineal, ciclico o ramifi-
cado que tiene 1 a 8 Atomos de carbono, tal como metilo,
tilo, propileo, isopropilo, butilo, isobutilo, sec-butilo,
terc-butilo, pentilo, 1iscamilo, neopentilo, 1l-etilpropilo,
hexilo, octilo, ciclopropilo y ciclepentilo E1 resto al-
quilo de los grupos que contienen alquilo, tales como gru-
pos alcoxi, alcoxicarbonilo y alquilaminocarbonilo, tiene
el mismo significado que el alquilo definido anteriormente
Los grupos alquilo inferior, que son preferidos, son grupos
alquilo seqgilin se ha definido antes que contienen 1 a 4 car-
bonos El término “alquenilo” pretende incluir cadenas
hidrocarbonadas de cadena lineal o ramificadas que tienen
al menos un doble enlace carbono-carbono Como ejemplos de
grupos alquenilo se incluyen grupos etenilo y propenilo
Tal como se usa aqui, el término “alquinilo” pretende in-
cluir cadenas hidrocarbonadas de cadena lineal o ramifica-
das que tienen al menos un triple enlace carbono-carbono
Como ejemplos de grupos alquinilo se incluyen grupos etini-
lo y propinilo

El resto acilo de los grupos que contienen aci-
lo, tales como grupos aciloxl, pretende incluir un grupo
alcanoilo de cadena lineal o ramificado de 1 a 6 &tomos de
carbono, tal como formilo, acetilo, propanoilo, butirilo,
valerilo, pivaloilo o hexanoilo

Tal como se utiliza aqui, el término “arilo”
significa un grupo de 6 a 12 Atomos de carbono, tal como
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fenilo, bifenilo y naftilo Como grupos arilo preferidos se
incluyen grupos fenilo y naftilo no substituidos o substi-
tuidos El1 término “heterocarilo”, tal como se utiliza aqui,
representa un grupo arilo en el que uno © mis &atomos de
carbono del anillo estin substituidos por un heteroidtomo
{(es decir, un atomo distinto de carbono), tal como grupos
i1midazolilo, triazolilo, tetrazolilo, quinolilo, isoquino-
li1lo, benzoimidazolilo, tiazolilo, pirazolilo y benzotiazo-
lilo

El término ™“aralquilo” (o “arilalquilo”) pre-
tende representar un grupo de 7 a 15 carbonos consistente
en un grupo alquilo que lleva un grupo arilo Como ejemplos
de grupos aralquilo se incluyen grupos bencilo, fenetilo,
benzhidrilo y naftilmetilo

Los grupos alquilo y los restos alquilo conte-
nidos en grupos substituyentes tales como grupos aralquilo,
alcoxi, arilalcoxi, hidroxialcoxi, alcoxialcoxi, hidroxial-
quiltio, alcoxialquiltiof alquilcarboniloxi, hidrox:ialquilo
y aciloxi pueden estar substituidos o sin substituir Un
grupo alquilo substituido tiene 1 a 3 substituyentes inde-
pendientemente seleccionados, preferiblemente hidroxi, al-
cox: 1inferior, alcoxi inferior-alcoxi, arilalcoxi-alcoxi
inferior substituido © no substituido, hetercarilalcoxi-
alcoxi inferior substituido o no substituido, arilalcoxi
substituido o no substituido, heterocicloalcoxi substituido
o no substituido, halbdgeno, carboxilo, alcoxicarbonilo in-
ferior, nitro, amino, mono- o© dialquilamino inferior,
dioxolano, dioxano, ditiolano, ditiona, furano, lactona o
lactama.

Los grupos arilo substituidos, heterocarilo
substituidos y aralquilo substituidos tienen cada uno de 1
a 3 substituyentes independientemente seleccionados, que
son preferiblemente alquilo inferior, hidroxi, alcoxi infe-
rior, carboxi, alcoxl Inferior-carbonilo, nitro, amino, mo-
no—- 0 dialquilamino inferior y halbdgeno

Los grupos heterociclicos formados con un atomo
de nitrégeno incluyen grupos pirrolidinilo, piperidinilo,
piperidino, morfolinilo, morfolino, tiomorfolino, N-
metilpiperazinilo, indolilo, isoindolilo, imidazol, imida-
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zolina, oxazolina, oxazol, triazol, tiazolina, tiazol, pi-
razol, pirazolona y tr:iazol Los grupos heterociclicos for-
mados con un Atomo de oxigeno incluyen grupos furano, te-
trahidrofurano, pirano y tetrahidropirano

Los grupos “hidroxialquilo” son grupos alquilo
que tienen un grupo hidroxilo unido a los mismos Los hald-
genos incluyen fltGor, cloro, bromo y yodo

Tal como se utiliza aqui, el término “heteroa-
rilalquilo” significa un grupo arilalquilo que contiene un
heterodtomo. El1 término “oxi” representa la presenta de un
atomo de oxigeno Asi, los grupos “alcoxi” son grupos al-
quilo gque se unen a través de un Atomo de oxigeno y los
grupos “carboniloxi” son grupos carbonilo que se unen a
través de un atomo de oxigeno

El término “heterocicloalcoxl” significa un
grupo alcoxi que tiene un grupo heterociclo unido al resto
alquilo del mismo y el término “arilalcoxi” significa un
grupo alcoxi que tiene un grupo arilo unido a su resto al-
quilo El término “alquilcarboniloxi” significa un grupo de
férmula -0-C(=0)-alquilo

Tal como se usa aqui, el término “alquiloxi-
alcoxi” denota un grupo alcoxi que contiene un substituyen-
te alquiloxi unido a su resto alquilo. El1 término “al-
coxialquiltio” significa un grupo alquiltio (es decir, un
grupo de férmula ~S-alquilo) que contiene un substituyente
alcoxi unido a su resto alquilo El término “hidroxialquil-
tio” significa un grupo alquiltio (es decir, un grupo de
f6rmula -S-alquilo) que contiene un substituyente hidroxai
unido a su resto alquilo

Tal como se usa aqui, el término “monosacarido”
tiene su significado acostumbrado como azdcar simple

Tal como se usa aqui, el término “aminoacido”
denota una molécula que contiene tanto un grupo amino como
un grupo carboxilo. Las realizaciones de aminoidcldos inclu-
yen a-aminodcidos, es decir, &cidos carboxilicos de férmula
general HOOC-CH(NH;)-(cadena lateral)

Las cadenas laterales de los aminodcidos inclu-
yen restos naturales y no naturales Las cadenas laterales
de aminoicidos que no aparecen de forma natural (es decir,
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no naturales) son restos que se utilizan en lugar de las
cadenas laterales de los aminoicidos naturales, por ejemplo
andlogos de aminocdcidos Véase, por ejemplo, Lehninger,
Biochemistry, Segunda Edicién, Worth Publishers, Inc ,
1975, paginas 73-75, aqui incorporado como referencia

Los a-aminoadcidos preferidos incluyen glicina,
alanina, prolina, &cido glutdmico y lisina, que tienen la
configuracién D, la configuracidén L o estén en forma de ra-
cemato

Las cadenas laterales de otros a-aminodcidos
representativos estidn mostradas a continuacién en la Tabla
I
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Tabla I

CH,
BO-CHr HO,C-CH(NE,)-CH,8-3-CH,
CoH-CH,

oo
_ CH,-CH,-CHICE)-
it

5 En algunas realizaciones preferidas, los grupos
substituyentes para los compuestos de £férmula II incluyen
el residuo de un aminodcido tras la eliminacidn del resto
hidroxilo de su grupo carboxilo, es decir, grupos de férmu-
la -C(=0)-CH(NH;) - (cadena lateral)

10 Los grupos funcicnales presentes en los com-
puestos de férmula II pueden contener grupos protectores
Por ejemplo, los substituyentes de cadena lateral de ami-
noadcido de los compuestos de f6rmula II pueden estar subs-
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tituidos con grupos protectores, tales como grupos benci-
loxicarbonilo o t-butoxicarbonilo Los grupos protectores
son conocldos per se como grupos funcionales quimicos que
pueden ser selectivamente anexados a, y eliminados de, fun-
clonalldades, tales como grupos hidroxilo y grupos carboxi-
lo Estos grupos estdn presentes en un compuesto quimico
para que convertlr dicha funcicnalidad en inerte a las con-
diciones de reaccién quimica a las que se expone el com-
puesto. Se puede emplear cualquiera de una variedad de gru-
pos protectores en la presente invencién. Uno de tales gru-
pos protectores es el grupo benciloxicarbonilo (Cbz, Z) Se
pueden encontrar otros grupos protectores preferidos segin
la invencién en Greene, T W y Wuts, P G M , "Protective
Groups in Organic Synthesis”, 2* Ed , Wiley & Sons, 1991.

Los compuestos indenopirrolocarbazol con puente
han demostrado importantes actividades farmacolégicas fun-
cionales, que encuentran utilidad en una variedad de mar-
cos, incluyendo tanto el campo de la investigacién como el
terapéutico Estos derivados son Utiles como agentes tera-
péuticos Las actividades de los compuestos muestran efec-
tos positives scbre la funcién y/o supervivencla de células
que responden a factores trbéficos El1l efecto sobre la fun-
cién y/o supervivencia de las células que responden a fac-
tores tr6ficos, por ejemplo células de un linaje neuronal,
ha sido demostrado usando cualquiera de los ensayos 81-
gulentes (1) ensayo de 1la colina acetiltransferasa
(“"ChAT”) en médula espinal cultivada o (2) ensayo de la ac-
tividad ChAT en neurcnas basales del cerebro anterior cul-
tivadas

Tal como se utiliza aqui, el término “efecto”,
cuando se usa para modificar los términos “funcién” y “su-
pervivencia”, significa una alteracibédn o cambio positivo o
negativo. Se puede hacer aqui referencia a un efecto posi-
tivo como una “intensificacidn” o “intensificar” y se puede
hacer aqui referencia a un efecto negativo como una “in-
hibicién” o “inhabir”

Tal como se usan aqui, los términos “intensifi-
caci6tn” o “intensificar”, cuando se usan para modificar los
términos “funcibén” o “supervivencia”, significan que la
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presencia de un compuesto indenopirrolocarbazol con puente
tiene un efecto positivo sobre la funcién y/o supervivencia
de una célula que responde a factores tréficos en compara-
cilén con una célula en ausencia del compuestc Por ejemplo,
y no a modo de limitacién, con respecto a la supervivencia
de, por ejemplo, una neurona colinérgica, el compuesto evi-
denciaria intensificaciédn de la supervivencia de una pobla-
ci16n de neuronas colinérgicas en riesgo de muerte (debido,
por ejemplo, a lesién, a una condicién morbosa, a una con-
dicién degenerativa o a progresidn natural) cuando se com-
para con una poblaciédn de neuronas colinérgicas a las que
no se presenta dicho compuesto si la poblacidén tratada tie-
ne un periodo comparativamente mayor de funcionalidad que
la poblacién no tratada

Tal como se usa aqui, “inhibir” e “inhibicién”
significan que una respuesta especificada de un material
designado (por ejemplo, actividad enzimidtica) es comparati-
vamente menor en presencia de un compuesto indencpirrolo-
carbazol con puente

Tal como se usa aqui, el término “trk” se re-
fiere a la familia de receptores de neurotrofinas de alta
afinidad que actualmente comprende trkA, trkB y trkC y a
otras proteinas asocladas a membranas a las que se puede
unir una neurotrofina

Tal como se usa aqui, la inhibicién de VEGFR
implica utilidad en, por ejemplo, enfermedades en las que
la angiogénesis Juega importantes papeles, tales como el
cancer de tumores sélidos, la endometriosis, la retinopatia
diabética, la psoriasis y el hemangioblastoma, asi como
otras enfermedades oculares y cénceres

La inhibicién de trk implica utilidad en, por
ejemplo, enfermedades de la préstata, tales como el céncer
de préstata y la hiperplasia benigna de prbostata, y en el
tratamiento del dolor inflamatorio.

La inhibicié4n del Receptor del factor de creci-
miento derivado de plaquetas (“PDGFR”) implica utilidad en,
por ejemplo, diversas formas de neoplasia, la artritis reu-
matoide, la fibrosis pulmonar, la mielofibrosis, la cura-
ci16n anormal de heridas, enfermedades con puntos finales
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cardiovasculares, tales como la aterosclerosis, la re-
estenosis, la re-estenosis post-angloplas-tia, etc.

Tal como se usan aqui, los términos “céncer” y
“cancerogo” se refieren a cualquier proliferacién maligna
de células en un mamifero Como ejemplos se incluyen el
cancer de préstata, la hiperplasia prostdtica benigna, el
cancer de ovarios, de mama, de cerebro, de pulmébn, pancred-
tico, colorrectal, géstrico y de estédmago, tumores sbélidos,
cancer de cabeza y cuello, neurcblastoma, carcinoma de cé-
lulas renales, linfoma, leucemlia, otras malignidades reco-
nocidas de los sistemas hematopoyéticos y otros cénceres
reconocidos

Tal como se utilizan aqui, los términos “neuro-
na”, “célula de linaje neuronal” y “célula neuronal” inclu-
yen, aunque sin limitarse a éstos, una poblacidédn heterogé-
nea de tipos neuronales que tienen transmisores singulares
o miltiples y/o funciones singulares o miltiples, preferi-
blemente, éstas son neuronas colinérgicas y sensoriales
Tal como se usa aqui, la expresiédn “neurona colinérgica”
significa neuronas del sistema nervioso central (SNC) y del
sistema nervioso periférico (SNP) cuyo neurotransmisor es
la acetilcolina, son ejemplos las neuronas basales del ce-
rebro anterior, las del cuerpo estriado y las de la médula
espinal Tal como se usa aqui, la expresién “neurona senso-
rial” incluye neuronas que responden a indicaciones ambien-
tales (por ejemplo, temperatura, movimiento) procedentes
de, por ejemplo, la piel, el misculo y las articulaciones,
es un ejemplo una neurona del ganglio de la raiz dorsal

Una “célula que responde a factores tré6ficos”,
tal como se define aqui, es una célula que incluye un re-
ceptor al que se puede unir de manera especifica un factor
tré6fico, comoc ejemplos se incluyen neuronas (por ejemplo,
neuronas colinérgicas y sensoriales) y células no neurona-
les (por ejemplo, monocitos y células neoplaslicas)

Los compuestos indenopirrolocarbazol con puente
aqui descritos hallan utilidad tanto en el campo de la in-
vestigacién como en el de la terapia, en, por ejemplo, la
inhibicién de la actividad enzim&tica Por ejemplo, en un
ambiente de investigacién, los compuestos pueden ser usados
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en el desarrollo de ensayos y modelos para mayor compren-—
516n de los papeles que la ainhibicidn de la serina/treonina
o tirosina proteina kinasa (por ejemplo, PKC, trk tirosina
kinasa) tiene en los aspectos mecanisticos de los trastor-
nos y enfermedades asociadas En un marco terapéutico, los
compuestos que inhiben estas actividades enzimaticas pueden
ser usados para inh:ibir las consecuencias deletéreas de es-
tas enzimas con respecto a trastornos tales como el céncer.

Como los Ejemplos que se dan a continuacién de-
muestran, la inhibicidn de la actividad enzimatica usando
los compuestos indenopirrolocarbazol con puente puede ser
determinada usando, por ejemplo, los ensayos siguientes

1 Ensayo de 1inhibicién de la actividad trkA
tirosina kinasa

2 1Inhibicién de la fosforilacién de trk esti-
mulada por NGF en una preparaclién de células enteras

3 Ensayo de inhibicidén de la kinasa del recep-
tor del factor de crecimiento endotelial vascular
(“*VEGFR”)

4 Ensayo de inhibicién de la actividad PKC

5 Ensayo de inhibiciédn del PDGFR.
Los compuestos indenopirrolocarbazol con puente descritos
pueden ser usados para intensificar la funclédn y/o supervi-
vencia de células del linaje neuronal en un mamifero, por
ejemplo un humano. En estos contextos, los compuestos pue-
den ser utllizados individualmente o con otros pirrolocar-
bazoles y/o indenocarbazoles fusionados, o en combinacién
con otras moléculas beneficiosas que también demuestran ca-
pacidad para afectar a la funcién y/o la supervivencia de
una célula designada

Una variedad de trastornos neurolégicos se ca-
racterizan por células neuronales que estédn muriéndose, que
estin lesionadas, funcionalmente comprometidas, que sufren
degeneracién axonal, que se hallan en riesgo de muerte,
etc Estos trastornos incluyen, aunque sin limitacién en-
fermedad de Alzheimer, trastornos de neuronas motoras (por
ejemplo, esclerosis lateral amiotrdfica), enfermedad de
Parkinson, trastornos cerebrovasculares (por ejemplo, acci-
dente cerebrovascular, i1squemia), enfermedad de Huntington,
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demencia del SIDA, epilepsia, esclerosis miltiple, neuropa-
tias periféricas (por ejemplo, las que afectan a las neuro-
nas DRG en la neuropatia perilférica asociada a la quimiote-
rapia), incluyendo la neuropatia diabética y la neuropatia
periférlica del SIDA, trastornos inducldos por aminoédcidos
excitatorios y trastornos asociados a lesiones concusivas o
penetrantes del cerebro o de la médula espinal

La ChAT cataliza la sintesis del neurotransmi-
sor acetilcolina y se considera un marcador enzimatico para
una neurona colinérgica funcional Una neurona funcional es
también capaz de sobrevivir Se estudia la supervivencia de
las neuronas por cuantificacién de la captacién especifica
y de la conversiédn enzimdtica de un colorante (por ejemplo,
calceina AM) por las neuronas vivas

Debido a sus variadas utilidades, los compues-—
tos aqui descritos, incluldos los compuestos identificados
por los métodos aqui descritos, encuentran utilidad en una
variedad de campos Los compuestos pueden ser usados en el
desarrollo de modelos in vitro de supervivencia, la funcién
© la 1identificacidén de las células neuronales, o para el
estudio de otros compuestos sintéticos que tienen activada-
des similares a la de los compuestos aqui descritos, o com-
puestos ldentificados por los métodos aqui descritos Los
compuestos aqui descritos, asi como los identificados usan-
do los métodos aqui descritos, pueden ser utilizados en un
ambiente de investigaciédn para investigar, definir y deter-
minar blancos moleculares asociados a respuestas funciona-
les Por ejemplo, radiomarcando un compuesto indenopirrolo-
carbazol con puente, o un compuesto 1dentificado por los
métodos aqui descritos, asociados a una funciédn celular es-
pecifica (por ejemplo, mitogénesis), la entidad blanco a la
que se une el derivado puede ser identificada, aislada y
purificada para su caracterizacién

Los compuestos, los agqui descritos asi como los
1dentificados usando los métodos aqui descritos, son Gta-
les, entre otros, no sélo para intensificar las actividades
inducidas por factores tr6ficos de neuronas que responden a
factores tréficos, por ejemplo, neuronas colinérgicas, sino
que también pueden funcionar como agentes promotores de la
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supervivencia para otros tipos de células neuronales, por
ejemplo, dopaminérgicas o glutamatérgicas El factor de
crecimiento puede regular la supervivencia de neuronas se-
fializando cascadas aguas debajo de las pequefias proteinas
de unién a GTP que incluyen, aunque sin limitacién, ras,
rac y cdc42 (Denhardt, Biochem J , 1996, 318, 729) Con-
cretamente, la activaciédn de ras da lugar a la fosforila-
ciébn y activaciédn de la kinasa activada por receptores ex-
tracelulares (“ERK”), a la cual se ha asociado a procesos
biolégicos de crecimiento y diferenclacién La estimulacién
de rac/cdcd42 da lugar a un aumento en la activaciédn de JINK
y p38, respuestas que estan asociadas al estrés, a la apop-
tosis y a la inflamacién Aunque las respuestas a los fac-
tores de crecimiento se producen primariamente a través de
la ruta ERK, los efectos sobre estos dltimos procesos pue-
den dar lugar a mecanismos alternativos de supervivencia
neurcnal que pueden imitar las propiedades de aumento de la
supervivencia de los factores de crecimiento (Xlia y col ,
Science, 1995, 270, 1326) Los compuestos pueden funcionar
también como agentes promotores de la supervivencia para
células neurcnales y no neuronales por mecanismos8 relacio-
nados con, pero también distintos de, la supervivencia me-
diada por factores de crecimiento, por ejemplo la inhibi-
cién de las rutas JIJNK y p38, que puede dar lugar a supervi-
vencla por inhibicién de los procesos de muerte celular
apoptética

Los presentes compuestos son Utiles en el tra-
tamiento de trastornos asociados a una menor actividad ChAT
0 a la muerte o lesién de motoneuronas de la médula espinal
y tienen también utilidad en, por ejemplo, enfermedades
asociadas a la muerte celular apoptética del sistema ner-
vi0s80 central y periférico y del sistema inmune y en enfer-
medades inflamatorias

Los compuestos aqul descritos pueden también
resultar tvtiles en el tratamiento de estados de al enferme-
dad que implican la proliferacién de células malignas, ta-
les como muchos céanceres

Las sales farmacéuticamente aceptables de los
compuestos aqui descritos, asi como de los compuestos iden-
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tificados por los presentes métodos, incluyen sales de adi-
cién de &aclido, sales metdlicas, sales de amonlo, sales de
adicién de aminas organicas y sales de adicién de aminoéci-
dos farmacéuticamente aceptables Son ejemplos de sales de
adici6n de é4cido las sales de adicibébn de a&cldos inorgani-
cos, tales como clorhldrato, sulfato y fosfato y las sales
de adicién de &acidos organicos, tales como acetato, malea-
to, fumarato, tartrato, citrato y lactato, son ejemplos de
sales metdlicas las sales de metales alcalinos, tales como
sal de litio, sal de sodio y sal de potasio, las sales de
metales alcalinotérreos, tales como sal de magnesio y sal
de calcio, sal de aluminio y sal de zinc, son ejemplos de
sales de amonio la sal de amonio y la sal de tetrametilamo-
nio, son ejemplos de sales de adici6én de aminas organicas
las sales con morfolina y piperidina, y son ejemplos de sa-
les de adiclién de aminodclidos las sales con glicina, feni-
lalanina, acido glutédmico y lisina

Los compuestos aqui presentados, incluidos los
identificados por los presentes métodos, pueden ser formu-
lados en composiclones farmacéuticas por mezcla con exci-
pientes y vehiculos no téxicos farmacéuticamente acepta-
bles Dichas composiciones pueden ser preparadas para uso
en administraciédn parenteral, particularmente en forma de
soluciones © suspensiones liquidas, o© en administracibén
oral, particularmente en forma de tabletas o capsulas, o
intranasalmente, particularmente en forma de polvos, gotas
nasales o aerosoles, o dérmicamente, a través de, por eljem-
plo, parches transdérmicos

La composiciébn puede ser convenientemente admi-
nistrada en forma unitaria de dosificacién y puede ser pre-
parada por cualquiera de los métodos conocidos en la técni-
ca farmacéutica, por elemplo como se describe en Reming-
ton’s Pharmaceutical Sciences (Mack Pub Co , Easton, Pa,
1980). Las formulaciones para administracién parenteral
pueden contener como excipientes comunes agua o solucidn
salina estéril, polialquilenglicoles tales como polietilen-
glicol, aceites de origen vegetal, naftalenos hidrogenados
y similares En particular, el polimero de lactida, el co-
polimero de lactida/glicolida o los copolimeros de po-
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lioxietileno-polioxipropilenc bilocompatibles y biocompati-
bles pueden ser exciplentes ttiles para controlar la libe-
raciébn de los compuestos activos Otros sistemas de admi-
nistracidédn parenteral potencialmente tiles para estos com-
puestos activos incluyen particulas copoliméricas de etile~
no-acetato de vinilo, bombas osmbticas, sistemas de infu-
s8i6n implantables y liposomas. Las formulaciones para admi-
nistracién por inhalacién contienen como excipientes, por
ejemplo, lactosa, o pueden ser soluciones acuosas que con-
tengan, por ejemplo, polioxietilén-9-lauril éter, glicoco-
lato y desoxicolato, o soluciones olecsas para administra-
cién en forma de gotas nasales, o como gel para aplicacién
intranasal Las formulaciones para administracién parente-
ral también pueden incluir glicocolato para administracibdn
bucal, un salicilato para administracién rectal o acido ci-
trico para administraciédn vaginal. Las formulaciones para
parches transdérmicos son preferiblemente emulsiones lipo-
filicas

Los compuestos de esta invencidédn pueden ser em-
pleados como Gnico agente activo en una composicién farma-
céutica Alternativamente, pueden ser usados en combinacibn
con otros componentes activos, por ejemplo otros factores
de crecimiento que faciliten la supervivencla neuronal o la
regeneracioén axonal en enfermedades o trastornos

El compuesto de la invencién y sus sales farma-
céutlicamente aceptables pueden ser administrados oral o no
oralmente, por ejemplo como ungilento o como una inyeccién
Las concentraciones de los compuestos de esta invencibtn en
una composicién terapéutica pueden variar La concentraciédn
dependerid de factores tales como la dosificaciédn total del
farmaco que ha de ser administrado, las caracteristicas
quimicas (por ejemplo, hidrofobicidad) de los compuestos
empleados, la via de administracién, la edad, el peso cor-
poral y los sintomas de un paciente, etc Los compuestos de
esta 1nvencién son tipicamente presentados en una solucibén
tampbn fisiolégica acuosa que contiene aproximadamente un
0,1 a un 10% p/v de compuesto para administracidén parente-
ral Los rangos tipicos de dosis son de aproximadamente 1
Bkg/kg a aproximadamente 1 g/kg de peso corporal al dia, un
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rango preferido de dosis es de aproximadamente 0,01 mg/kg a
100 mg/kg de peso corporal al dia y, preferiblemente, de
aproximadamente 0,1 a 20 mg /kg de una a cuatro veces al
dia Una dosificacién preferida de farmaco a administrar
dependerd probablemente de variables tales como el tipo ¥y
el grado de progresidn de la enfermedad o trastorno, del
estado general de salud del paciente en particular, de la
eficacia bloldgica relativa del compuesto seleccionado y de
la formulacliédn del excipiente del compuesto y de su via de
administracién

Los compuestos de la 1invenciédn, 1incluyendo el
compuesto de ensayo y compuestos identificados por los mé-
todos de la presente invencibén, y sus sales farmacéutica-
mente aceptables pueden ser administrados solos o en forma
de varias composiciones farmacéuticas, segin la actividad
farmacolégica y el fin de la administraciétn Las composi-
ciones farmacéuticas seqin la presente invencidn pueden ser
preparadas mezclando uniformemente una cantidad efectiva de
un compuesto o de una sal farmacéuticamente aceptable del
mismo, como componente activo, con un wvehiculo farmacéuti-
camente aceptable El vehiculo puede adoptar un amplio ran-
go de formas seqgin las formas de la composicibdn adecuadas
para administracién Se desea preparar dichas composiciones
farmacéuticas en una forma de dosis unitaria adecuada para
administracién oral o no oral Las formas para administra-
ci6n no oral incluyen el ungliento y la inyeccibdn

Se pueden preparar tabletas usando excipientes,
tales como lactosa, glucosa, sacarosa, manitol y metilcelu-
losa, agentes desintegrantes, tales como almidén, alginato
de sodio, carboximetilcelulosa célcica y celulosa cristali-
na, lubricantes, tales como estearato de magnesio y talco,
ligantes, tales como gelatina, alcohol polivinilico, polai-
vinilpirrolidona, hidroxipropilcelulosa y metllcelulosa,
surfactantes, tales como éster de sacarosa y &cido graso y
éster de sorbitol y acido graso, y simllares de una forma
convencional Se prefiere que cada tableta contenga de 15 a
300 mg del componente activo

Se pueden preparar grénulos usando exciplentes
tales como lactosa y sacarosa, agentes desintegrantes tales
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como almidén, ligantes tales como gelatina y similares de
una forma convencional. Los polvos pueden ser preparados
usando excipientes tales como lactosa y manitol y similares
de una forma convencional Se pueden preparar cépsulas
usando gelatina, agua, sacarosa, goma ardbiga, sorbitol,
glicerina, celulosa cristalina, estearato de magnesio, tal-
co y similares de una forma convencional Se prefiere que
cada cédpsula contenga de 15 a 300 mg del componente activo

Se pueden preparar preparaciones de jarabes
usando azidcares tales como sacarosa, agua, etanol y simila-
res de un modo convencional

Se prepara un ungllento usando bases para un-
glientos, tales como vaselina, parafina liquida, lanolina y
macrogol, emulsores, tales como lauril-lactato de sodio,
cloruro de benzalconlo, éster de sorbitadn y &cido monogra-
so, carboximetilcelulosa sédica y goma arébiga, y similares
de un modo convencional.

Se pueden preparar preparaciones 1inyectables
usando solventes, tales como agua, soluciédn salina fisiold-
gica, aceites vegetales (por ejemplo, aceite de oliva y
aceite de cacahuete), oleato de etilo y propilenglicol,
agentes solubilizantes, tales como benzoato de sodlo, sali-
cilato de sodio y uretano, agentes para la 1isotonicidad,
tales como cloruroc de sodio y glucosa, conservantes, tales
como fenol, cresol, éster p-hidroxibenzoico y clorobutanol,
antioxidantes, tales como acido ascédrbico y pirosulfito de
sodio, y similares de un modo convencional

La 1invencién es ademés 1lustrada por medio de
los siguientes ejemplos, cuyo fin es elucidar la invencién
Estos ejemplos no pretenden ser, ni han de ser considerados
como, limitantes del alcance de la descripcién
EJEMPLOS
Ejemplo 1: Descripcién general de los procedimientos Yy
Ejemplos da sintesis

En las Figuras 1 y 2, se muestra la ruta sinté-
tica general empleada para preparar los indenopirrolocarba-
zoles con puente de esta invencién que tienen la fdrmula
II Los procedimientos generales para la sintesis de los
indenopirrolocarbazoles (III)/(VIII) pueden ser llevados a
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cabo seglin se descrlbe en la Patente EE UU N° 5 705 511,
cuya descripcidn es aqui incorporada en su totalidad como
referencia Cuando R! es H, el nitrégeno de la lactama de
los indenopirrolocarbazoles (III)/(VIII) es protegido con
un grupo protector apropiado, dando lugar a (IV)/(IX) Los
compuestos protegldos son tratados con una base apropiada
en un solvente(s) orgénico(s) anhidro{(s), lo que da lugar a
la generacién de una soluciédn de color rojo obscuro que se
cree es el carbanién. La reacciédn del carbanién con un re-
activo bifuncional (V) da lugar a una adicidén electrofilica
al enlace C=Y de (V), lo que conduce al intermediario ini-
cial (VI)/(X) El1 tratamiento del(de los) intermediario(s)
(VI)/ (X) y/0o (VII/(XI) con un &cido sulfénico o con un Aci-
do de Lewis, por ejemplo eterato de trifluoruro de boro,
proporciona los indenopirrolocarbazoles con puente
(I)/(II)

La estrategia de la proteccidn del nitrbgeno de
la lactama (mostrada en las Figuras 3 y 4) puede ser lleva-
da a cabo en un proceso catalizado por &4cido o por base La
reaccidn catalizada con &cido puede ser llevada a cabo con
un reactivo unido a resina que permita la inmovilizaciédn
del indenopirrolocarbazol (III)/(VIII) a un soporte polimé-
rico, tal como una resina adcida de Rink basada en poliesti-
reno (XIY) (Figura 3), dando lugar a (XIII) Alternativa-
mente, la reacclédn catalizada con &cldo puede ser llevada a
cabo con un reactivo soluble para obtener un compuesto
{(XIV) (Figura 4) El compuesto silil-protegido (XV) es pro-
ducido bajo catdlisis basica (Figura 4)

La Figura 5 describe varios métodos para prepa-
rar el intermediario (V). El procedimiento (a) describe las
transformaciones de varios acetales (XVI) a (XVII,
Z=enlace) Por ejemplo, el éster-acetal/cetal (XVI, D=COOR)
es completamente reducido al correspondiente alcohol y pos-
teriormente oxidado (por ejemplo, oxidacién de Swern o de
Dess-Martin) al aldehido-acetal/cetal (XVII, R%=H). Alter-
nativamente, se reduce parcialmente el é&ster-acetal/cetal
(XVI, D=COOR) con DIBAL para obtener el aldehido (XVII,
R*=H) directamente De forma similar, la reduccién del ni-
trilo-acetal (XVI, D=CN) con DIBAL da el aldehido (XVII,
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R%H) Se preparan los ceto-acetales/ce-tal por adicién de
reactivos de Grignard a amida de Weinreb-acetal/cetal (XVI,
D=CON (CMe ) Me)

También sSe puede obtener el intermediario
(XVII, Z=enlace) mediante un procedimiento en dos etapas
representado en el Procedimiento (b) 1la adicién de reacti-
vo organometdlico (XIX) al acetal/cetal (XVIII) da el al-
queno (XX), que, tras ozonolisis seguida de una operacién
reductora, da el ceto-acetal/cetal (XVII) La preparacién
del intermediario (XVII, Z = heterodtomo) mediante un pro-
cedimiento en dos etapas estA representada en el Procedi-
miento (¢). El acoplamiento del acetal (XXII) con el alque-
no (XXI), seguido de ozonolisis (con una operacién reducto-
ra) del alqueno resultante da el ceto-acetal/cetal (XVII)
Alternativamente, el intermediario (XVII, Z=heteroadtomo) es
preparado por un procedimiento en dos etapas representado
en el Procedimiento (d). La reacciétdn del compuesto (XXIV)
con el acetal/cetal (XVIII) da (XXV), que se transforma en
el ceto-acetal/cetal (XVII) por los métodos descritos en el
Procedimiento (a) La condensacién del ceto-acetal/cetal
(XVII) con hidro- xilaminas, hildrazinas, N-alquil-N-
alcoxiaminas y aminas da el intermediario (XXVI), portador
de una funcionalidad electrofilica C=N

El indenopirrolocarbazol unido a resina (XIII)
(Figura 6, Método A) es tratado con un exceso de un reacti-
vo de Grignard como base, lo que da lugar a la generaclédn
de una solucldén roja obscura del carbanién La posterior
reacci6m con (V) da productos derivados de la adiciétn elec-
trofilica al grupo C=Y. La manipulacidédn acuosa y la esci-
8i1én del (de los) producto(s) con édcido diluido (TFA 1% en
clorurc de metileno) de la resina da lugar al aislamiento
del{de los) compuesto(s) (XXVII) y/o (XXVIII) El1 trata-
miento del{de 1los) intermediario(s) (XXVII) y/o (XXVIII)
con un &cido sulfénico o con un 4cido de Lewis, por ejemplo
eterato de trifluoruro de boro, proporciona los indenopi-
rrolocarbazoles con puente (II)

Se emplea una estrategla similar para la reac-
cién del intermediario protegido con lactama soluble, por
ejemplo (XV) (Figura 7, Método B) sin embargo, en este ca-
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s0 el intermediario (XV) es tratado con Tritén B en piridi-
na como base en lugar del reactivo de Grignard. El(los) in-
termediario(s) (XXIX) y/o (XXX) puede({n) ser aislado(s) con
el grupo protector de lactama intacto, el{los) cual(es)
puede (n) ser llevado(s) a purificacién cromatografica Como
en el Método A (Figura 6), el tratamiento con un &cido de
Lewis (tal como eterato de trifluoruro de boro) proporciona
los indenopirrolocarbazoles con puente (II) donde R'=H

La introduccién de grupos R?}, R', R® y R® puede
ser llevada a cabo como se describe en las Patentes EE.UU
N® 5 705 511 y 4 923 986, cuyas descripciones son aqui in-
corporadas como referencia en su totalidad. Se puede intro-
ducir de algtin otro modo un substituyente R?® después de la
construcciétn de los indenopirrolocarbazoles con puente, tal
como se muestra en la Figura 8 La posicién 3 del anillo B
es bromada con NBS, obteniéndose el compuesto (XXXI) Se
introduce a continuacién un fragmento carbonado empleando
reacclones de Stille, Suzukl, Heck, Kumada o Castro-
Stephens catalizadas por paladio para obtener compuestos
del tipo (XXXII)}, (XXXIII), etc Ademis, el compuesto
(XXXI) puede permitir el acceso a compuestos en los dque el
grupo bromo es desplazado con un heterodtomo, por ejemplo
un grupo basado en amina por utilizacién de la quimica de
aminaciédn catalizada por paladio de Buchwald.

Mediante un proceso oxidativo, se puede intro-
ducir un grupo ligado a oxigeno en el carbono del indeno
del anillo E, tal como se muestra en la Figura 9, compuesto
(XXXIV) Esta quimica da también lugar a la oxidacidn del
grupo metileno de la lactama (anillo A), dando lugar a un
derivado 1mida, tal como se muestra
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Ejemplo 2 Preparacién de intermediarios unidos a resina de
Rink- (XIII-A), (XIII-B) y (XIII-C) (Figura 3)
Ejemplo 2-A

Se cargd secuencialmente un matraz de fondo re-
dondo de tres cuellos equipado con un agitador mecénico en
posicibédn superior y una trampa de Dean-Stark con resina
4cida de Rink XII (10,00 g, 0,64 mmol/g), 1l-metil-2-
pirolidinona (80 ml), benceno (350 ml), VIII-A (A!,A2%=H,,
B!,B%=0, R¥R'‘=R°=R°=H) (3,00 g) y &cido p~toluensulfénico
(1,00 g) Se calentd la mezcla de reaccién a reflujo duran-
te 20 horas y se flltré después Se lavd la resina con THF
(5 x 175 ml) y se dejb6 aparte el filtrado Se lavdé la resi-
na entonces secuencialmente con DMSO (4x100 ml), NaHCOs;
acuoso al 2% (4x100 ml), agua (4x100 ml), DMSO (2x200 ml),
THF (4x100 ml) y acetato de etilo (4x100 ml) Se secd la
resina a vacio (24 horas), para obtener 11,70 (0,47 mmol/g)
de VIII-A unido a resina (XIII-A)

Se evaporaron los lavados con THF originales,
se diluyd el residuo con agqua (750 ml) y se filtrd el pre-
cipitado resultante y se lavéd secuencialmente con agua,
NaHCO; acuoso al 2% (4x100 ml) y agua (4x100 ml). Después
de secar a vaclo, se recuperd VIII-A (1,28 q)

Ejemplo 2-B

De un modo similar, se acoplé VIII-B (Al,A%=0,
B!, B%=H,;, R3=R'=R°=RfaH} (0,5 g) a resina &cida de Rink XII
(1,52 g) para obtener 1,58 g de VIII-B unido a resina
(XIII-B)

Ejemplo 2-C

De un modo similar, se acopldé VIII-C (A',A’=H,,
B!,B%=0, R¥=R‘=R°=H, R®=10-OMe) (1,02 g) a resina &cida de
Rink XII (3,12 g) para obtener 3,70 g (0,46 mmol/g) de com-
puesto VIII-C unido a resina (XIII-C), junto con compuesto
VIII-C recuperado (0,44 g).
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Ejemplo 3 Preparacién de Compuesto (II-1l), Compuesto (II-
2), Compuesto (II-3), Coampuaesto (II-4a), Compuesto (II-4Db),
Compuesto (II-6) y Compuesto (II-8) (Método A, Figura 6)
Ejemplo 3-A

A una suspensién de (XIII-A) (1,25 gq) en THF
(24 ml), se afladidé una solucién 1,0 M de EtMgBr (6,25 ml en
THF) y se agité la reacciédn durante 1 hora antes de afladir
HMPA (5,0 ml). Después de agitar durante 10 minutos, se
aflad1é dietoxibutiraldehido (3,0 g) (que habia sido prepa-
rado seqin el procedimiento de la literatura de Paquette y
col , J Am Chem Soc , 1997, 119, 9662-71) y se agitd la
reaccién durante 20 horas Se detuvo la reaccidn con NHCl
acuoso al 10% (5 ml) y se filtrd Se lavd sucesivamente la
resina con NHCl acuoso al 10% (3x10 ml), agua (3X10 ml),
THF (3x10 ml), DMF (3x10 ml), agua (3x10 ml), THF (3x10 ml)
y éter (3x10 ml) Se secdé la resina a vacio, se la recogib
en cloruroc de metileno (15 ml) y se la traté con acido tri-
fluorocacético (0,15 ml) Después de agitar durante 1 hora,
se fi1ltrd la reacciédn y se evapord el filtrado Se recogid
el residuo resultante en cloruroc de metileno (20 ml) y se
traté con tosilato de piridinio (50 mg) y se agitd la solu-
ciétn resultante durante 4 horas En este momento, se lavd
la reacciédn con NaHCOs acuoso saturado y salmuera y se secd
sobre MgSO0O,

Después de filtrar y de evaporar el solvente,
se purificd el residuo por HPLC preparatoria (Zorbax RX-8,
4x25 cm, eluida con MeCN 60%/agua con acido trifluoroacéti-
co al 0,1%). Se neutralizaron las fracciones apropiadas con
NaHCO; y se extrajeron con cloruro de metileno (3x50 ml) y
se secaron sobre MgSO, Después de la filtracién y de la
evaporacibn del solvente, se obtuvieron 70,2 mg de compues-
to II-1 en forma de polvo blanco, que tenia las siguientes
caracteristicas °c RMN (DMSO-ds) & 171,8, 143,3, 142,4,
141,4, 140,1, 140,0, 136,6, 129,2, 127,9, 127,4, 127,1,
126,68, 124,1 (2C), 122,77, 121,6, 121,5, 118,3, 112,1, 68,1,
79,2, 56,6, 45,6, 33,4, 24,8,

H RMN (DMSO-d¢) & 9,21 (d, o~ 7,5, 1H), 8,62 (s, 1H), 7,98
(d, -~=7,7, 1H), 7,86 (d, o=8,3, 1H), 7,71 (d, J=7,3, 1H),
7,49 ({(dd, 7,9, 7,4, 1H), 7,41 (dd, F~ 7,5, 7,4, 1H),
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7,36-7,27 (m, 2H), 6,86 (d, J=6,0, 1H), 5,63-5,58 (m, 1H),
4,91 (s, 2H), 4,53 (d, J=3,3, 1H), 2,23-2,14 (m, 1H), 1,96-
1,92 (m, 1H), 0,96-0,88 (m, 1H), 0,60-0,57 (nm, 1H), MS m/z
(M+H) calc. 379, observ 3789.

También se ai1sld por HPLC preparatoria de esta
mezcla de productos de reaccién el compuesto II-2 (0,5 mg),
que tenia las siguientes caracteristicas 'H RMN (DMSO-ds) &
9,17 (4, J=8,1, 1H), 8,62 (s, 1H), 7,98 (4, J= 7,0, 1H),
7,85 (d, o=6,8, 1H), 7,57 (d, J=6,8, 1H), 7,49 (dd, 57,9,
7,4, 1H), 7,44-7,26 {(m, 3H), 6,81 (d, o=~ 6,0, 1lH), 5,43-
5,33 (m, 1H), 4,43 (s, 2H), 2,23-2,14 (m, 1H), 1,96-1,92
(m, 1H), 1,45-1,55 (m, 2H), 0,96-0,88 (m, 1H), O,60-0,57
(m, 1H), 0,29 (t, J=7,0, 3H), MS m/z (M+H) calc 407, ob-
serv 407
Ejemplo 3-B

De un modo similar, como se ha descrito antes
para el compuesto II-1, se tratdé resina (XIII-A) (70,3 mg)
con 1l,l-dietoxi-2-pentanona (0,75 ml) (que hablia sido pre-~
parada segin el procedimiento de la literatura de Sworin y
col , J Org Chem , 1988, 53, 4894-6), para obtener el
compuesto II-3 (3,5 mg), que fue aislado por TLC preparato-
ria (gel de silice, eluyendo con EtOAc 50%/toluenc) y tenia
las siguientes propiedades H RMN (DMSO-ds) & 9,42 (d, J
8,2, 1H), 8,58 (s, 1H), 7,95 (d, :}=7,4, 1H), 7,79 (4,
3=8,3, 1H), 7,71 (d, o=T7,1), 7,50-7,20 (m, 4H), 6,81 (d,
J=5,9, 1H), 4,90 (s, 2H), 4,46 (s, 1H), 2,35-2,20 (m, 1H},
1,98 (s, 3H), 1,75-1,60 (m, 1H), 1,25-1,00 (m, 1H), 0,35~
0,15 (m, 1H), MS m/z (M+H) calc 393, observ 393
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Ejemplo 3-C

De un modo similar, se tratd (XIII-A) (74,3 mqg)
con 1,l-dietoxi-2-hexanona (que fue preparada segin el pro-
cedimiento de la literatura de Brenner, J Org Chem,
1961, 26, 22-7) (0,75 ml), para obtener el compuesto II-4a
(2,10 mg) y el compuesto II-4b (1,06 mg), que fueron indi-
vidualmente ailslados por HPLC preparatoria (Zorbax RX-8,
4x25 cm, MeCN 65%/aqua con acido 0,1% de &cido trifluoroa-
cético) El1l Compuesto II-4a tenia las siguientes propieda-
des 'H RMN (DMSO-d¢) & 9,30 (d, 3=8,3, 1H), 8,55 (s, 1H),
7,97 (d, 'lU=7,2, 1H), 7,65 (d, U=8,5, 1lH), 7,59 (d, U=7,5),
3,48 (dd, f}-?,e, 7,2, 1H) 7,39-7,15 (m, 3H), 6,31 (dd,
J=5,9, 5,5, 1H), 5,02 (s, 1H), 4,88 (s, 2H), 0,88 (s, 3H),
otras seflales alifidticas perdidas bajo los picos del sol-
vente, MS m/z (M+H) calc 407, observ. 407 El1 Compuesto
II-4b tenia las siguientes propiedades 'H RMN (DMSO-dg) &
9,43 (d, J~8,1, 1H), 8,59 (s, 1H), 7,99 (d, Lfl-?,3, 1H),
7,75-7,65 (m, 2H), 7,49 (dd, 7,0, 6,4, 1H), 7,43 (dd,
5‘-8,2, 8,1, 1H), 7,36-7,25 {m, 2H), 6,75 (s, 1lH), 4,91 (s,
2H), 4,50 (s, 1H), 1,95 (s, 3H), otras seflales alifaticas
perdidas bajo los picos del solvente, MS m/z (M+H) calc
407, observ 407
Ejemplo 3-D

De un modo similar, se traté (XIII-C) (1,00 mg)
con dietoxibutiraldehido (3,65 g), para obtener el compues-
to II-6 (87,8 mg), que fue aislado por HPLC preparatoria
(Zorbax RX-8, 2,5x25 cm, MeCN 65%/agua con 0,1% de &cido
trifluorocacético) y tenia las siguientes propiedades H
RMN (DMSO-ds) 8 9,09 (4, ¥=8,6, 1H), 8,60 (s, 1H), 7,95 (d,
D=7,4, 1H), 7,84 (d, iti-B,S, 1H), 7,47 (dd, ;T'='7,2, 7,0, 1H),
7,35 (s, 1H), 7,29 (dd, ?5‘-7,0, 7,0, 1H), 6,98 (dd, 3=8,6,
1,9, 1H), 6,83 (d, *6,0, 1H), 5,65-5,55 (m, 1H), 4,88 (s,
2H), 4,48 (d, J=3,9, 1H), 3,82 (s, 3H), 2,25-2,10 (m, 1H),
2,08-1,85 (m, 1H), 0,96-0,75 (m, 1H), 0,65-0,50 (m, 1H), MS
m/z (M+Na) calc. 431, observ. 431
Ejemplo 3-E

De un modo similar, se traté resina (XIII-B)
(153,2 mg) con dietoxibutiraldehido (1,5 ml), para obtener
el compuesto II-8 (3,6 mg), que fue aislado por HPLC prepa-
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ratoria (Zorbax RX-8, 2,5x25 cm, MeCN 65%/agua con 0,1% de
dcido traifluoroacético) y tenia las siguientes propiedades
'H RMN (DMSO-ds) & 9,09 (d, EFT,S, 1H), 8,81 (s, 1H), 7,81-
7,73 (m, 3H), 7,48-7,35 (m, 3H), 7,24 (dd, %ﬁﬂ,s, 7,5, 1H),
6,85 (d, Ehs,z, 1H), 5,63-5,59 (m, 1H), 4,86 (s, 2H), 4,61
(d, 5E3,6, 1H), 3,82 (s, 3H), 2,21-2,13 (m, 1H), 1,96-1,90
(m, 1H), 0,87-0,79 {(m, 1H), 0,61~-0,56 (m, 1H), MS m/z (M+H)
calc 379, observ 379.
Ejemplo 4 Preparacién del Compuesto II-7a y del Compuesto
II-7b (Método A, Figura 6)
Ejemplo 4-A
Preparacién de (1,l-dretoxietoxi)acetona

A una suspensibn fria (0°C) de NaH (2,68 g,
60%) en THF (150 ml) se le afladié una solucién de 1,1-
dietoxietanol (que fue preparada segin el procedimiento de
la literatura de Zirkle y col , J Org Chem , 1961, 26,
395-407) (9,00 g) en THF (20 ml) y se agité la mezcla de
reacclédn a temperatura ambiente durante 1 hora antes de
afladir cloruro de metalilo (8,0 ml) Se calenté la mezcla
de reacciédn a reflujo durante la noche, se enfrid y se fil-
tré a través de un tapén de celita Se elimindé el solvente
por evaporacidn rotatoria y se purificé el residuo por cro-
matografia en columna (silice, éter 20%/hexano), para obte-
ner 1l,l1-dietoxietil metalll éter (11,5, 90%) Se llevd a
cabo la ozonolisis de una solucién helada (-30°C) de este
éter (6,00 g) en EtOAc (60 ml) hasta que no se pudo detec-
tar material de partida por TLC (1 hora). En ese momento,
se purgd la reaccibn con oxigeno, se tratdé con Pd{OH)2 (150
mg) y se agitdé bajo una atmbsfera de hidrdSgeno durante la
noche Se filtré el catallizador y se concentrd el filtrado
por evaporacidén rotatoria Se purificd el residuo resultan-
te por cromatografia en columna (silice, EtOAc 20%/hexano),
para obtener el compuesto del titulo (4,53 g, B82%)
Ejemplo 4-B

Segin el Método A (Figura 6), se tratd resina
(XITI-A) (230,2 mg) con EtMgBr (1,25 ml), seguido de {1,1-
dietoxietoxi)acetona (Ejemplo 3-A) (1,2 ml) Después de la
manipulacién y de la escisién de la resina, se recogid una
porclén de la mezcla bruta de productos de reacciédn (10,5
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mg) en cloruro de metileno (20 ml) y se tratd con eterato
de BFs (20 pl) Después de agitar durante 2,5 horas, se la-
vé la solucidn con NaHCO3; acuoso saturado y salmuera antes
de secar sobre MgSOy Después de la filtracidn y de la eli-
minacién del solvente, se purificd el residuo resultante
por HPLC preparatoria (Zorbax RX-8, 4x25 cm, MeCN 65%/aqua
con 0,1% de &cido trifluoroacético), para obtener el com—-
puesto II-7a (2,34 mg) y el compuesto II-7b (1,34 mqg) El
compuesto (II-7a) tenia las siguientes propledades 'H RMN
(CDCl;) & 9,35-9,20 (m, 1H), 7,87 (d, J=7,6, 1H), 7,62 (d,
J=7,0, 1H), 7,60-7,45 (m, 1H), 7,49 (dd, J=7,7, 17,5, 1lH),
7,40 (d, o=8,1, 1H), 7,37-7,26 (m, 3H), 6,22 (s, 1lH), 5,20-
4,85 (m, 1H), 4,47 (s, 1H), 3,67 (d, J=12,7, 1H) 3,52 (d,
J=11,8, 1lH), 3,40 (d, J=12,7, 1H), 3,38 (d, J=-11,8, 1H),
1,91 (s, 3H), MS m/z (M+H) calc 409, observ. 409 El com-
puesto II-7b tenia las siguientes propiedades ‘H RMN
(CDC1ls) & 9,58-9,22 (m, 1H), 7,82 (d, J=7,4, 1H), 7,60~7,40
{(m, 3H), 7,37-7,27 (m, 3H), 7,21 (d, J=8,1, 1H), 5,81 (s,
1H), 5,21 (s, 1H), 5,10-4,80 (m, 1H), 4,59 (d, o=13,5, 1H),
4,38 (d4d, J=13,5, 5,3, 1H), 4,21 (d, J=13,1, 1H), 3,82 (d,
J=13,2, 1H), 1,13 (s, 3H), MS m/z (M+H) calc 409, observ
409
Ejemplo 5- Preparacién del Compuesto II-5 (Figura 8)

A una solucidén de compuesto II-1 (8,1 mg) en
THF (2 ml) se afladié NBS (4,6 mg) y se agité la reacciédn
durante la noche. Se afiadié NBS adicional (4,5 mg) y se
agitd la reaccidn durante 2,5 horas Se filtrd el material
insoluble y se concentrdé el filtrado por evaporacidn rota-
toria. Se purificé el residuo resultante por cromatografia
en columna (C-18, MeCN 65%/agua con 0,1% de &cido trifluo-
roacético) Se neutralizaron las fracclones apropiadas con
NaHCO; y se extrajeron en cloruro de metileno (3x20 ml) y
se secaron sobre MgSO, Después de filtrar y de evaporar el
solvente, se obtuvo el compuesto II-5 (5,1 mg) como un pol-
vo blanco que tenia las sigqulentes caracteristicas 'H RMN
(DMso-dg) & 9,22 (4, J=7,4, 1H), 8,67 (s, 1H), 8,14 (s,
l1H), 7,86 (d, J=8,7, 1H), 7,72 (d, J=7,0, 1H), 7,63 (d,
J=7,8, 1H), 17,42 (dd, uv=1,5, 7,3, 1H), 7,35 (dd, J=7,3,
7,2, 1H), 6,86 (d, J~6,0, 1lH), 5,63-5,58 (m, 1lH), 4,94 (s,
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2H), 4,54 (d, J=-3,1, 1H), 2,30-2,14 (m, 1H), 2,00-1,82 (m,
iH), 0,96-0,88 (m, 1H), 0,62-0,50 {(m, 1lH), MS m/z (M+H)
calc 457/9 (1 1), observ 457/9 (1 1)

Ejemplo 6 Preparacién del Intermediario XV (Figura 4)

A una solucién de VIII-A [Al,A%=H,, B!, B%=0,
R=R‘=R°=R’=H] (1,05 g) en DMF (25 ml)}, se afladid trietila-
mina (0,75 ml) y cloruro de t-butildimetilsililo (TBS-Cl)
(0,65 g) Después de agitar durante 3 horas, se detuvo la
reaccién con NaHCO; acuoso saturado y se extrajo en EtQAc
Se lavdé la capa organica con aqua y salmuera y se secd so-
bre MgS50;. Después de filtrar y de evaporar el solvente, se
triturd el residuo resultante con éter, para obtener el
compuesto XV (848 mg) Se evaporaron los lavados, para ob-
tener un residuo que fue purificado por cromatografia en
columna (silice, EtOAc 1%/CH2Cl;) y dio producto adicaional
(502 mg, rendimiento combinado del 94%), que tenia las si-
guientes propiedades espectrales 'H RMN (DMSO-d¢) & 11,94
(s, iH), 9,32 (d, J=7,6, 1H), 8,03 (d, J=7,7, 1H), 7,64 (d,
J=7,2, 1H), 7,58 (d, J=8,1, 1H), 7,44 (dd, J=7,7, 7,6, 1lH),
7,39 (dd, J=7,7, 7,6, 1H), 7,32 (d, J=7,3, 1H), 7,25 (dd,
J=7,6, 7,3, 1H), 5,00 (s, 2H), 4,14 (s, 2H), 0,99 (s, 9H),
0,46 (s, 6H), MS m/z (M+H) calc 425, observ 425
Ejemplo 7- Preparacién del Compuesto II-1 por el Método B
(Figura 7)

Se prepard® una solucién de Tritén B en piridina
(0,45 M) disolviendo una solucién al 40% de Tritén B en me-
tanol (10 ml) en piridina (10 ml) Se elimind el solvente a
presi6én reducida (20 mm Hg) a un volumen final de ~B ml Se
diluyé el residuo con piridina a 50 ml, se filtrdé y se
guardd bajo nitrdgeno. Se lavd una solucibén de XV (20,3 mqg)
en piridina (2,0 ml) con argébn y se tratdé con 300 upl de
Tritébn B (0,45 M en piridina) y dietoxibutiraldehido (50
Bl) . Después de agitar durante 2 horas, se extrajo la reac-
ci6n en EtOAc, se lavdé con HCl acuoso 1 N y salmuera y se
secd sobre MgSQO,. Después de filtrar y de evaporar el sol-
vente, se recogld el aducto en CH:Cl: (10 ml) y se tratdé con
eterato de BF3; (10 pl) Después de agitar durante 2,0 h, se
lavd la solucidén con NaHCOs acuoso saturado y salmuera an-
tes de secar sobre MgSO;, La eliminacién del solvente por
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evaporacidn rotatoria dio un residuo, que fue purificade
por HPLC preparatoria (Zorbax RX-8, 2,5x25 cm, MeCN
65%/agua con 0,1% de &cido trifluorocacético) Se neutrali-
zaron las fracciones apropiadas con NaHCO; y se extrajeron
con cloruro de metileno (3x20 ml) y se secaron sobre MgSO,
Después de filtrar y de evaporar el solvente, se obtuvo 1I-
1 (11,8 mg, rendimiento del 65%), cuyos espectros de H RMN
y de MS y cuyo tiempo de retencibébn por HPLC eran idénticos
al material preparado y aislado por el método A y descrito
en el Ejemplo 3-A

Ejemplo 8 Preparaciédn del Compuesto II-9 (Figura 8)

A una suspensién del bromocompuesto II-5 (6,2
mg) en l-propanocl (4,0 ml), se afiadié acido 3-aminofenil-
bérico (3,8 mg) Después de agitar durante 0,25 horas, se
afiadieron secuencialmente Pd{OAc): (2,0 mg), PhsP (4,8 mg),
Na,C0O; (2,8 mg) vy agua (2,0 ml) Se calenté la mezcla a re-
flujo durante 0,75 horas, se enfrib, se extrajo con CH:Cl: y
se lavdé con agua y salmuera Se secd la capa orgédnica sobre
MgSO, Yy se elimind el solvente por evaporaclidén rotatoria,
para obtener un residuo que fue purificado por HPLC prepa-
ratoria (Zorbax RX-8, 2,5x25 cm, MeCN 50%/agua con 0,1% de
dcido traifluorocacético) Se neutralizaron las fracciones
apropiadas con NaHCos y se extrajeron con cloruro de meti-
leno (3x20 ml) y se secaron sobre MgSO, Después de la fil-
tracién y de la evaporacidn del solvente, se obtuvo el com-
puesto II-9 (3,1 mg, rendimiento del 49%) y éste tenia las
sigulentes propiedades espectrales 'H RMN (DMSO-dg¢) & 9,22
(d, J=7,5, 1H), 8,66 (s, 1H), 8,00-7,25 (m, 8H), 7,12 (dd,
J=7,1, 7,0, 1H), 6,95-6,80 (m, 3H), 6,53 (d, J=6,0, 1H),
5,63-5,58 (m, 1H), 4,99 (s, 2H), 4,55 (s, 1H), 2,25-2,10
(m, 1H), 1,95-1,90 (m, 1H), 0,98-0,868 (m, 1H), 0,65-0,57
(m, 1H), MS m/z (M+H) calc 470, observ 470
Ejexplo 9 Preparaciédn del Compuesto II-10 (Figura 9)

A una solucidén del compuesto II-1 (5,0 mg) en
IMSO (1 ml) se le afladidé NaCN (4,3 mg) y se calentd la mez-
cla a 145°C durante 1 hora Se enfrid la mezcla, se extrajo
con EtOAc y se lavb con agua (3x20 ml) y salmuera Se secd
la capa orgénica sobre MgSO,, se filtrdé y se evapord, para
obtener un residuo, que fue purificado por HPLC preparato-

Rr



10

15

20

25

30

35

63

ria (Zorbax RX-8, 2,5x25 cm, MeCN 55%/agua con 0,1% de aci-
do trifluoroacético) Se neutralizaron las fracciones apro-
piadas con NaHCO3;, se extrajeron con cloruro de metileno
(3x20 ml) y se secaron sobre MgSO,. Después de la filtra-
cién y de la evaporacidén del solvente, se obtuvo el com-
puesto II-10 (2,7 mg, rendimiento del 50%) y éste tenia las
sigulentes propiedades espectrales 'H RMN (DMSO-d¢) & 11,4
(s, 1H), 8,86 (4, J=7,9, 1H), 8,79 (d, J=7,6, 1lH), 7,90 (d,
J=8,3, 1H), 7,62-7,55(m, 2H), 7,49 (dd, J=7,6, 7,4, 3H),
7,40 (d4d, ->=7,4, 7,3 1H), 7,35 (dd, *7,5, 7,4, 1lH), 6,86
(d, J=6,0, 1H), 6,03 (s, 1H), 5,40-5,30 (m, 1H), 2,25-2,14
(m, 1H), 2,03-1,9 (m, 1H), 1,10-0,98 (m, 1H), 0,82-0,77
(m, 1H)
Ejamplo 10 Preparaciédn del Compuesto II-11 (Método A, Fi-
gura 6)

Segin el Método A, se hizo reaccionar resina
(XIIIa) (150,2 mg) con EtMgBr (1,0 ml), sequido de 2,5-
dioxopentanoato de etilo (Schmidt y col , Synthesis, 1993,
809) (1,5 ml). Después de la manipulaclén y de la escisiédn
de la resina, se recogid la mezcla bruta de productos de
reacciébn con cloruro de metileno (20 ml) y se tratd con
eterato de BF; (20 pul) Después de agitar durante 2,5
horas, se lavé la solucién con NaHCOs acuoso saturado y
salmuera antes de secar sobre MgSO; Después de la filtra-
clén y de la eliminacién del solvente, se purificd el resi-
duo resultante por HPLC preparatoria (Zorbax RX-8, 4x25 cm,
gradiente de MeCN del 55%-75%/agqua con 0,1% de &cido tri-
fluoroacético), para obtener el compuesto II-11 (6,4 mg),
el cual tenia las siguientes propledades 'H RMN (DMSO-dg) &
9,36 (d, J=7,7, 1H), 8,68 (s, 1H), 8,00 (d, J=7,7, 1H),
7,83 (d, J=8,3, 1H), 7,58-7,15 (m, 5H), 6,97 {(d, J=5,9,
1H), 4,93 (s, 2H), 4,82 (s, 1H), 4,48 (¢, &=7,1, 2H), 2,42~
1,91 (m, 2H), 1,37 (t, 3H, <s7,1), 1,25-0,63 (m,
2H)
Ejemplo 11 Preparacién del Compuesto II-12

Se traté una soluciédn del compuesto II-11 (3,4
mg) en THF (2 ml) con una soluciédn 2 M de LiBH; (1,0 ml en
THF) y se agltd la reacciédn durante 1,5 h Se detuveo la re-
accién mediante la adicién de HCl acuoso 1 N (4 ml) Des~
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pués de agitar durante 20 minutos, se afladié NaOH acucso al
10% (15 ml) y se extrajo la mezcla con cloruro de metileno
(3x10 ml) Después de secar sobre MgS0O,, se filtrd la mez-
cla y se evapord el solvente, para obtener el compuesto II-
12 (0,32 mg), que tenia las sigulentes propledades !H RMN
(DMSO-dg) & 9,35 (d, J=7,7, 1H), 8,62 (s, 1H), 7,98 (d,
J=7,7, 1H), 7,83 (d, ~8,2, 1H), 7,75 (d, J=8,2, 1H), 7,50-
7,25 (m, 4H), 6,84 (d, F*7,7, 1H), 6,11 (s, 1lH), 4,91 (s,
2H), 4,71 (s, 1H), 4,50-4,40 (m, 1H), 4,30-4,20 (m, 1H),
2,42-1,91 (m, 2H), 1,25-0,63 (m, 2H), MS m/z (M+H) calc
409, observ 409.
Ejemplo 12 Intensificacién de la activadad de la ChAT de
la médula espinal

La ChAT es un marcador bioquimico especifico
para neuronas colinérgicas funcionales Las neuronas coli-
nérgicas representan una e.ntrada colinérgica mayor en la
formaci64n del hipocampo, en el nicleo olfatorio, en el ni-
cleo interpeduncular, en el cdértex, en la amigdala y en
partes del talamo En la médula espinal, las motoneuronas
son neuronas colinérgicas que contienen ChAT (Phelps vy
col , J Comp Neurol , 1988, 273, 459-472). La actividad
de la ChAT ha sido utilizada para estudiar los efectos de
las neurotrofinas (por ejemplo, NGF o NT-3) sobre la super-
vivencia y/o la funcién de las neuronas colinérgicas El
ensayo de la ChAT también sirve como indicacién de la regu-
lacién de los niveles de ChAT en las neuronas colinérgicas

Métodos Se disociaron células de la médula es-
pinal de fetos de rata y se realizaron experlimentos segin
se ha descrito (Smith y col., J Cell Bioclogy, 1985, 101,
1608-1621, Glickman y col , J Neurochem , 1993, 61, 210~
221) Se prepararon células disociadas de médulas espinales
disecadas de ratas (dia embrionario 14-15) por técnicas es-
tandar de disociaciédn con tripsina (Smith y col , antes ci-
tado). Se plaquearon las células a 6x10° células/cm®? en po-
ci1llos de cultivo de tejidos de plastico revestidos de po-
li-l-ornitina en medio N2 libre de suero suplementado con
un 0,05% de seroalbimina bovina (“BSA”) (Bottenstein y
c¢ol , Proc Natl Acad Scli USA, 1979, 76, 514-517) Se
incubaron los cultivos a 37°C en una atmdsfera humidificada
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de un 5% de C0./95% de aire durante 48 horas Se midid la
actividad de la ChAT después de 2 dias in witro usando una
modificacién del procedimiento de Fonnum (Fonnum, Neuro-
chem , 1975, 24, 407-409) segtin McManaman y col y Glicks-
man y col (McManaman y col , Develop Bilol , 1988, 125,
311-320, Glicksman y col., J Neurochem , antes citado)

En la Tabla 2 se da una lista de los compuestos
que tienen la férmula II y que han sido descritos en los
ejemplos Los valores para R;;, Ry R¢s Y Ry son H, Y es O, ¥
nes.il

Tabla 2
Comp | MAa | B1B2 | Rg Ra Ra Rs z m
II-1 0 H,H H H H H enlace 1
II-2 *) H,H Et H H H enlace 1
II-3 0 H,H H H H Me enlace 1
II-4a 0 H,H H H H Me | enlace | 2
II-4b 0 H,H H H H Me | enlace 2
II-5 0 H,H H Br H Me | enlace | 1
II-6 0 H,H H H 10-CMe | H enlace 1
II-7a 0 H,H H H H Me 0 1
II-7b 0 H,H H H H Me 0 1
II-8 H,H 0 H H H H enlace 1
II-9 0 H,H H |3'-NH;- H H enlace 1
Ph
II-10 0 o] OH H H H enlace | 1
II-11 0 H,H H H H CO;- | enlace 1
Et
I1-12 0 H,H H H H CHz—- | enlace 1
OH

Ejemplo 13 pCDNA3-EE-MLK3, pcDNA3-EE-MLK3 (K144R)

Se clondé MLK3 seqin se ha descrito (Lee y col ,
Oncogene, 1993, 8, 3403-3410, Ezoe y col., Oncogene, 1994,
9, 935-938). Se prepar6 ADNc a partir de 200 ng de ARNm de
melanocitos poliadenilado y se usé el 5% de la reaccibdn co-
mo plantilla para amplificar un repertorio de ADNc PTK
usando mezclas de dos o de cuatro cebadores oligonucleoti-
dicos altamente degenerados derivados de 1las secuencias
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consenso de los subdominios VIb y IX conservados de PTK co-
nocidas PTK1l, 5'-CGGATCCACMGIGAYYT-3' (SEC ID N° 1),
PTK2, 5'-GGAATTCCAWAGGACCASACRTC-3’ (SEC ID N° 2), PTK3,
57 -CGGATCCRTICAYMGIGAYYTIGCIGCIMGIAA-3’ (SEC ID N° 3),
PTK4, 5’-GGAATTIAYIGGAWAIGWCCAIACRTCISW-3' (SEC ID N° 4)
Se realizaron 40 ciclos de PCR usando ADN polimerasa Taq
(AmpliTaq, Perkin-Elmer/Cetus) y un ciclador térmico de ADN
automatizado, cada ciclo consistia en 40 seg. a 94°C, 2
mn a 37°C y 3 min a 63°C los productos de ocho PCR fue-
ron reunidos, tratados con ADN polimerasa (Klenow), escin-
didos con BamHI mas EcoRl y sometidos a electroforesis en
un gel de poliacrilamida al 5% La tincién con bromuro de
etidio identificé una banda predominante de 200-230 pb, que
fue escindida, eluida y clonada en Ml3mpl8 En un experi-
mento, parte del ADNc amplificado por PCR no fue escindido,
sino en lugar de ello clonado romo en M13mpl8 escindido con
Smal Se determinaron las secuencias nucleotidicas por el
método de secuenciaciédn de finalizacién de cadena

Se usdé un ADNc, 1identificado como PTK1l, como
sonda para estudiar librerias de ADNc de melanoma y melano-
citos humanos Un clon, denominado PTK1-3 2, inclufa todo
el marco abierto de lectura de 2 541 nt, codificante de una
proteina de 847 aminoaclidos Se cortd este ADNc con Ncol,
se hizo romo con ADN polimerasa (Klenow), se cortd de nuevo
con EcoRl y se ligd en el vector pCDNA3-EE cortado con
BamH1, se hizo romo y se cortd entonces con EcoRl El vec-
tor pCDNA3-EE fue construido insertando en el sitio Hin-
dIITI/BamHl un oligo que codifica para un codon de inicia-
cién, seguido del epitopo EE, MEEEEYMPME (SEC ID N° 5)
(Grussenmeyer y col , Proc Natl Acad Sci USA, 1985, 82,
7952-7954) Se hizo la versién de kinasa muerta de MLK3
haciendo la mutacién Kl44R utilizando PCR con el empleo de
una técnica previamente publicada (Chen y col , Biotechni-
ques, 1994, 17, 657-659) El1 primer oligoe mutagénico era
5’ -GTGGCTGTGCGGGCAGCTCGCCAG-3’" (SEC ID N° 6) y el segundo
oligo era 5'-GAGACCCTGGATCTCGCGCTT-3’ (SEC ID N° 7). Usan-
do MLK3 como plantilla, se usaron estos oligos en PCR para
generar un fragmento de 806 pb y se emplearon en una segun-
da reacciébn PCR usando un cebador T7 como el otro amplimero
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y MLK3 como la plantilla para generar un fragmento de 1 285
pb Se separd el fragmento por electroforesis en gel de
agarosa, se aisld, se cloné6 en pGEM-5 (Promega) y se se-
cuenclé Se cortd el fragmento con HindIII y Hpal y se in-
sertd en pCDNA3-EE-MLK3 cortado con HindIII y Hpal Se de-
tectd una mutaciédn puntual adicional en el nucledtido
1 342 Para corregirla, se cortdé un fragmento PfIM1 (nt
1.093-1 418) de la MLK3 de tipo salvaje y se usb6 para subs-
titulr el fragmento idéntico en la MLK3 mutada con K144R
Ejemplo 14 pFB-FLAG-MLK3

Para obtener proteina MLK3, se cloné el ADNc en
el vector de expresiédn baculovirico pFB-FLAG Se corté MLK3
de PTKl-3 2 por digestién con Ncol, se hizo romo con ADN
polimerasa (Klenow), se cort6 de nuevo con Notl y se ligd
en pFB~FLAG digerido con Stul y Notl. pFB-FLAG deriva de
pPFB (Life Technologies) y tlene la secuenclia codificante
para el epitopo FLAG (Hopp Yy col., Biotechnology, 1988, &6,
1205-1210) con un codon de iniciacién, MDYKDDDDK (SEC ID
N° 8), afiadido al poliligante en el sitio BamHI
Ejemplo 15 pFB-GST-MLK3 (KD)

Se consiquidé la expresién baculovirica del dominio de kina-
sa de MLK3 cortando el fragmento MLK3 de pGEXKG-MLK3 (KD)
usando EcoRl y Xhol y ligandolo en un vector pFB cortado
con EcoRl y Xhol en el que se habia clonado aguas arriba la
secuencia codificante para la glutatién S-transferasa
(GST) Se hizo esto obteniendo la secuencia codificante de
la GST y el poliligante del vector pGEXKG por PCR usando el
vector como plantilla (Guan y col , Anal Bioch., 1991,
192, 262-267). E1 5" oligo para la PCR cred un sitio de
restriccién Bgl2 en el extremo 5’ del fragmento. Este frag-
mento aislado fue entonces digerido con Bgl2 y HinD3 y li-
gado en pFB digerido con BamHl1 y HinD3

Ejemplo 16 PpGEXKG-MLK3 (KD)

Se obtuvo un fragmento de ADNc que incluia tan-
to el dominlo de kinasa MLK3 como una porciédn de la crema-
llera de leucina (nt 736-1 791) por PCR usando el ADNc
PTK1 Se digirid el fragmento aislado con las enzimas de
restriccidédn EcoRl y Xhol, sitios que fueron incluidos en
los oligos de la PCR, y clonado en pGEX-KG digerido con
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EcoRl y Xhol Este fragmento en pGEX-KG fue entonces acor-
tado por PCR para que incluyera s6lo el dominio de kinasa
{(nt 736-1 638)
Ejemplo 17 pKH3-MLK2, pKH3-MLK2 (KA)

Se cloné MLK2 usando PCR degenerada (Dorow y
col., Eur J Biochem , 1993, 213, 701-710, Dorow y col ,
Eur J Biochem , 1995, 234, 492-500) Se amplificaron seg-
mentos de ADNc codificantes de subdominios cataliticos de
proteinas kinasas expresadas en la linea de células tumora-
les epitelliales Colo 16 a partir de ARN por PCR de trans-
criptasa inversa. Los cebadores de la PCR degenerada esta-
ban basados en secuencias codificantes de motivos conserva-
dos en los subdominios Vib y VIII de los dominios cataliti-
cos de kinasas de la familia de receptores de factores de
crecimiento epidérmico Las secuencias de los cebadores
eran las siqulentes cebador hacla delante, 57 -
CGGATCCGTG (A) CACC (A) GT (CG) G(A)ACC(T)T-3* (SEC ID N° 9),
cebador 1inverso, 5’-GGAATTCACCA (G)TAA (G)CTCCAG(C)ACATC-3’
(SEC ID N° 10) Se clonaron varios productos de PCR en Ml13
Yy se secuencliaron usando un kit de secuenclacién T7 Super-
Base (Bresatec) Se usdé un producto de PCR de 216 pb como
sonda para estudiar una libreria de ADNc Agtll de colon
humano (Clontech, catdlogo #HL10346) Se marcd el fragmento
con cebado aleatorio, se llevd a cabo la hibridacién a 65°C
y 8se lavaron 1los filtros hasta una estrictez de
NaCl/Citrato 0,2X (cloruro de sodio 150 mM, citrato de so-
dio 15 mM, pH 7,0) y 0,5% de SDS a 65°C Se autorradiogra-
fiaron los filtros durante 16 h a -70°C en una pelicula Ko-
dak XAR-5 Se aislaron cuatro clones y se usdé el mis largo
de ellos, de 1,2 kb, para volver a sondar la misma libreria
usando las mismas condiciones Se seleccionaron cuatro clo-
nes mias y uno de estos clones representaba un fragmento de
MLK2 de 1 034 pb Se us6 este clon para sondar una libreria
Agtl0 de cerebro humano. Se estudiaron aproximadamente
500 000 clones y se aisld un clon de 3 454 pb, que repre-
sentaba toda la regién codificante de MLK2.

Se cloné MLKZ2, desde el ATG hasta la cola po-
11A, en el vector pKH3 entre los sitios BamHl y EcoRl en
dos etapas, ya que hay un sitio BamHl en el medio de la se-
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cuencia de MLK2 El vector pKH3 fue construido insertando
tres copias del marcaje epitédpico HA, seguido de un sitio
BamH1l entre los sitios Xbal y EcoRl del poliligante pRK7
Para hacer la versi6tn mutagenizada, K125A, se clond el
fragmento de MLK2 5’ BamHl en el vector pAlter de Promega y
se mutd segin las recomendaciones del fabricante Se cloné
entonces de nuevo el fragmento en el vector MLK2 pKH3
Ejemplo 18 poDNA3-HA-JNK1

Se obtuvo ADNc JNK1 como se ha descrito (Coso ¥y
col , Cell, 1995, 81, 1137-1146) Se obtuvo el ADNc por PCR
usando como plantilla ADNc de misculo esquelético humano
(Invitrogen) y se clondé en los sitios BgI2/Sall de pcDNA3-
HA, un plédsmido de expresié4n pcDNA3 modificado codificante
del epitopo HA (Wilson y col , Cell, 1984, 37, 767-778) Se
cortd éste entonces de pcDNA3, incluyendo el epitopo HA, y
se 1ligdé en pGEX-4T3 (Pharmacla) Se cortd el ADNc JNK1 de
la construccién pGEX-4T3 como un fragmento Bgl2/Sall y se
1igé en pcDNA-3-HA, un vector con el epitopo HA afiadido en
el sitio HinD3/BamHl de pcDNA3
Ejemplo 19 pFLAG-DLK

Se cloné DLK en el vector de expresién pcDNA3
con el epitopo FLAG afiadido como se ha descrito (Holzman y
col., J Biol Chem , 1994, 269, 30808-30817) Se aisldé un
fragmento del ADNc para DLK por clonaciédn por PCR basada en
oligonuclebétidos degenerados. Se extrajo el ARN total de
rifiones del dia embrionario 13,5 (32 érganos) y de rifiones
del dia embrionario 17,5 (16 6rganos) usando un método con
reactivos de fenol/isotiocianato de guanidina comercialmen-
te preparados seqgin las directrices del fabricante (TRIzol
Reagent, Life Technologies, Inc ) Después de la digestidn
con ADNasa I libre de ARNasa, se hizo una transcripcibén in-
versa del ARN total con ARNasa H-transcriptasa inversa (Su-
perscript, Life Technologies, Inc } a partir de un cebador
oligonucleotidico sintético oligo(dT) a ADNc de una sola
hebra Se modificaron cebadores olligonucleotidicos degene-
rados correspondientes a los subdominlos cataliticos de la
proteina tirosina kinasa Vib y IX originalmente disefiados
por Wilks (Wilks, Proc Natl Acad Sci USA , 1989, 86,
1603-1607) a sitios 5’ EcoRI y HindIII, respectivamente
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(5" -ATAATTC (GT) GC (TAGC) GCCA (GA) GTC (TAGC) CGGTG-3' (SEC ID
N° 11), 57—
ATAAGCTTCC (TC) (AG) T (GC) AAGTGGA (TC) (GC) GC (AGC) CC- (CT) GA-3’)
(SEC ID N° 12) Se realizaron 40 ciclos de PCR durante 1,5
min a 94°C, 2 min a 37°C y 3 min a 63°C Se afladieron
reactivos frescos y se completaron 40 ciclos adicionales
antes de una extensidén final de 10 min a 72°C El producto
de amplificacién de ADN resultante de 200-210 pb fue aisla-
do por gel, subclonado en un plasmido pGEM7zf (+) preparado
(Promega) y transformado en Escherichia coli Se prepard
ADN plasmidico miniprep a partir de bacterias transformadas
Yy se digirid una porcidédn con endonucleasas de restriccibdn
EcoR1 y HindIII, se secuenclaron los clones que contenian
insertos

Se radiomarcé el fragmento de ADNc DLK de 195
pb obtenido de la PCR degenerada y se utilizé para estudiar
aproximadamente 1x10° recombinantes de una libreria de ADNc
de cerebro de ratdéPn adulto cebado con oligo(dT) Uni-ZAP II
(Stratagene, La Jolla, CA) (Holzman y col., Mol Cell
Bicl , 1990, 10, 5830-5838). Se hibridaron los filtros en
un tampbdn consistente en 50% de formamida, 5xSSC,
3xsolucién de Denhardt, 0,25% de SDS, 1 mg/ml de Acido po-
liadenilico y 200 mg/ml de ADN de esperma de salmén a 42°C
Se lavaron los filtros una vez a temperatura ambiente en
2xSSC, 0,2% de SDS y dos veces durante 30 min a 65°C Se
1dentificaron 25 clones ftinicos, 10 clones fueron purifica-
dos hasta la homogeneidad, cortados in vivo segiin el proto-
colo del fabricante y mapeados por restriccién. Se secuen-
ciaron los dos clones mas largos (3 401 y 3 397 pb, respec-
tivamente, difiriendo sélo en sus extremos 5’) a lo largo
de ambas bandas en toda su longitud.

Se subcloné el fragmento de ADNc DLK NotI-Xhol
de longitud completa (3 401 pb) en el vector de expresiédn
eucaridtico basado en el promotor de citomegalovirus pcDNA3
(Invitrogen, San Diego, CA) (construccién denominada
PcDNA3-DLK) A continuacién, se hizo una construccién mar-
cada con el epitopo NH,-Met FLAG (DYKDDDDK) (SEC ID N° 13)
(PFLAG-DLK) Se usdé la PCR para amplificar los fragmentos
de ADNc que codificaban para un sitio 5’ HindIII, para una
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secuencla consenso de Kozak de DLK que 1incluia el ATG de
iniciacién, para el epitopo FLAG y para una Ssecuencia de
marco abierto de lectura de ADNc DLK que se extendia desde
el nucledétido 88 hasta un sitio interno EcoRI en el nucleé6-
tido 758 (Oligonuclebtidos sintéticos purificados por HPLC
usados en cantidades equimolares 5’ -
ATAAAGCTTCCAGAGGCCATGGACTACAAGGACGACGATG—
ACAAGGCCTGCCTCCATGAAACCCGAACA-3’ (SEC ID N° 14) para el
cebador sentido de la construcciédn FLAG y 5’-GACAGGGCGGC-
CGGCTCT-3" (SEC ID N° 15) para el cebador antisentido) Se
subclonaron los fragmentos amplificados digeridos con Hin-
dIII y EcoRI y purificados por gel en el HindIII-EcoRI para
preparar el plasmido pcDNA3-DLK Se secuenciaron las cons-
trucciones a lo largo de ambas bandas para asegurar la fi-
delidad de la polimerasa Tag y el mantenimiento del marco
de lectura
Ejamplo 20. pcDNA3-MLK1

Se obtuvo la porcién 5’ de MLK1 de la base de
datos EST (acceso # AAl606l1l). Este clon era una fusiédn en-
tre MLK1 y otro ADNc de 1ldentidad desconoccida. Contenlia la
secuencia 5’ no publicada previamente de MLK1 junto con
parte del dominio de kinasa previamente publicado de MLK1
(Dorow y col , Eur J Biochem , 1993, 213, 701-710) La
secuenclia del ADNc MLKl del c¢lon EST es la siguiente
GAATTCGGCACGAGAGGACTCGCAGGTGTCCGGCGACGAGGGCTGGTGGACCGGG-
CAGCTGAACCAGCGGGTGGGCATCTTCCCCAGCAACTACGTGACCCCG-
CGCAGCGCCTTCTCCAGCCGCTGCCAGCCCGGCGGCGAGGACCCCAGTTGCTACCC
GCCCATTCAGTTGTTAGAAATTGATT TTGCGGAGCTCACCTTGGAAGAGATTAT TG~
GCATCGGGGGCTTTGGGAAGGTCTATCGTGCT TTCTGGATAGGGGATGAGGT TGCTGT -
GRAAGCAGCTCGCCACGACCCTGATGAGGACATCAGCCAGACCATAGAGAATGT -
TCGCCAAGAGGCCAAGCTCT TCGCCATGCTGAAGCACCCCAACATCATTGCCCTAA~
GAGGGGTATGTCTGAAGGAGCCCAACCTCTGCT TGGTCATGGAGT TTGCTCGTGGAG—
GACCTTTGAATAGAGTGTTATCTGGGAAAAGGATTCCCCCAGACATCCTGGTGAA-
TTGGGCTGTGCAGATTGCCAGAGGGATGAACTACT TACATGATGAGGCAATTGTTCC-
CATCATCCACCGCGACCTTAAGTCCAGC AAC (SEC ID N° 16) Esta se
traduce en  NSAREDSQVS GDEGWNTGQL NQRVGIFPSN YVTPRSAFSS
RCQPGGEDPS CYPPIQLLEI DFAELTLEEI IGIGGFGKVY RAFWIGDEVA
VKARRHDPDE DISQTIENVR QEAKLFAMLK HPNIIALRGV CLKEPNLCLV ME-
FARGGPLN RVLSGKRIPP DILVNWAVQI ARGMNYLHDE AIVPIIHRDL KSSN
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(SEC ID N°* 17).

La porcién 3’ de MLK1 fue inicialmente clonada
por PCR degenerada como se ha publicado previamente (Dorow
y col , Bur J Biochem , 1993, 213, 701-710) El protocolo
para la clonacién de la porcibédn 3’ de MILK1 era como Se ha
descrito anteriormente para MLK2, con las siguientes excep-
ciones De los cuatro clones obtenidos al volver a estudiar
la libreria con el clon de 1,2 kb, tres de los cuatro clo-
nes representaban MLKl. Ninguno de los clones incluia el
dominio completo de kinasa, que fue obtenido por PCR

Se lisaron fagos a partir de alicuotas de 1 pl
de librerias amplificadas (ADNc de epitelio colédnico humano
normal y de la linea T84 de células de carcinoma de colon
humano en A Uni-ZAPXR (Stratagene, cat. #937204)) suspen-
diendo en 20 pul de agqua y congelando de manera ultrarripi-
da Se usé una muestra de 5 pl del fago lisado como planti-
lla de PCR en dos reacciones para cada libreria Se tomaron
cebadores que representaban los vectores de las secuencias
nucleotidicas flanqueantes de los sitios de clonacién. En
el caso de la libreria de la linea celular de colon T84, se
usaron los cebadores de secuenciacién T3 y T7 (Promega). En
cada reaccidn, un cebador procedia de la hebra 3'~5’ del
gen MLK1l, aproximadamente 100 pb desde el extremo 5’ de la
secuencia conocida E1 segundo cebador era uno de los dos
cebadores vectores Las reacciones de PCR contenian tampén
PCR 1x, cloruro de magnesio 2,5 mM, 1 U de polimerasa Tag
(todos de Bresatec), dNTP 0,2 mM y 0,4 mM de cada cebador
en un total de 50 pl Las condiciones de reaccién eran 60
seg a 95°C, 90 seg a 52°C, 90 seg a 72°C durante 30 ci-
clos, con un tiempo de prolongacién de 15 min en el ciclo
final. Se clonaron y secuencilaron los productos de la PCR
como se ha descrito anteriormente Se ligaron entre si el
clon mas largo del estudio de la libreria y un fragmento de
PCR que 1incluia secuencla MLK1 adicional para crear un ADNC
MLKl1 de 1,08 kb en pUC18

El clon MLKl de la base de datos EST fue pro-
porcionado en el vector pBluescript (Stratagene) Se ligd
el ADNc MLKl de la libreria de colon en el clon EST por di-
gestidtn del praimero con EcoRI, se hizo romo con Klenow y

Lo
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cortd luego con Afl1II Se clond este fragmento aislado en
el ADNc MIKl de la base de datos EST cortado con XhoI, se
hizo romo con Klenow y se corté con AflII Se cortd enton-
ces esta nueva construccién de pBluescript por digestién
con Notl y Apal y se 1li1gdé en pcDNA3-EE también cortado con
Notl y Apal Todas las uniones de clonacién fueron verifi-
cadas en cuanto a secuencia.
Ejemplo 21 Expresitn en E coll de GST-MLK3y

~ Se transformé pPpGEXKG-MLK3(KD) en la cepa BL21
de E coli por electroporacién Se inocularon bacterias que
contenian el plasmido en un fermentador Applikon de 15 li-
tros en un volumen de 10 litros del siguiente medioc rico
1,85 g/1 de K;HPQ,, 0,9 g/l de KHaPO,, 0,1 g/l de ampicili-
na, 0,3 g/l de (NH,)2504, 0,92 g/1 de MgSO, 7H,0, 42,7 mg/l
de citrato de sodio, 21,8 mg/l de FeSO, 7H;0, 0,5 ml de me-
tales traza de Pichia (Higgins y col , Methods Molecular
Biology, 1998, 103, 149-177), 20 g/l de casaminodcidos, 40
g/l de glicerol, 22,5 mg/l de CaCl,. Las bacterias crecie-
ron durante la noche a 800 rpm/68% de oxigeno disuelto/30°C
hasta que el cultivo alcanzd una DOgo = 4,4 Se indujo la
produccién de proteina recombinante por adicién de 1 mM de
1sopropil-f-D-tiogalactési-do, con fermentaciédn continuada
a 25°C durante hasta 6 h Se recuperaron entonces las bac-
terias por centrifugacién y se guardd la pasta celular con-
gelada a -20°C hasta su purificacibédn
Ejemplo 22 Purificacién de la GS8T-MLK3yg bacteriana

Se prepard GST-MLK3xp parcialmente purificada

sonlcando 100 g de pasta de células bacterianas en Tris-HCl
100 mM, NaCl 150 mM, EDTA 1 mM, ditiotreitol (DIT} 5 mM, pH
7,5 (tampén A). Se llevd la solucién al 1% con Tritén X-100
Y se agitd luego sobre hielo durante 1 h Se mezcld la so-
lucién de sobrenadante tras centrifugaciédn durante 45 min
a 20.000 x g durante 1 h sobre hieloc con 10 ml de resina de
glutatidén Sepharose 4B (Pharmacia) equilibrada en tampén A
Se lavé la pella de resina dos veces con un volumen 12,5x
de tampétn A y se eluyd después con 20 ml de Tris-HC1l 100
mM, NaCl 150 mM, DTT 5 mM (tampén B), que contenia gluta-
ti6n 20 mM, pH 7,5 Se dializd la proteina durante la noche
frente a tampén B y se guardé en alicuotas a -80°C

/¥
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Ejemplo 23 Expresién en baculovirus de FLAG-MLK3 y GST-
MLK3x

Se produjeron baculovirus recombinantes que ex-
presaban FLAG-MLK3 y GST-MLK3,p; a partir de sus respectivos
vectores de transferencia, pFB-FLAG-MLK3 y PpFB-GST-MLK3xp
usando el sistema BAC-TO-BAC (Life Technologles) seglin el
manual de instrucciones Se hicieron crecer cultivos en
suspensién de células Sf21 (Vaughn y col , In Vitro, 1977,
13, 213-217) a 27°C/120 rpm en medio de Grace suplementado
{(Hink, Nature, 1970, 226, 466-467) con suero bovino fetal
(“*FBS”) inactivado por calor al 10% Para producir FLAG-
MLK3 recombinante, se infectaron células Sf21 a una densi-
dad de 1,5x10° células/ml de medio de Grace suplementado
que contenia un 5% de FBS con una multiplicidad de infec-
ciébn (*MOI”) de 3,1 y se cosecharon a las 39 h de la infec-
c1én Para producir GST-MLK3xy recombinante, se infectaron
células Sf21 a una densidad de 1,5x10° células/ml de medio
de Grace suplementado que contenia un 5% de FBS con una MOI
de 2 y se cosecharon a las 41 h de la infecclidén. En ambos
casos, se resuspendid la pella celular en tampbédn constitul-
do por HEPES 10 mM, NaCl 50 mM, Pefabloc SC 0,5 mM, pepsta-
tina 5 mM, 10 pg/ml de aprotinina, 10 pg/ml de leupeptina,
PH 7,4 Se reajusté la solucldén de sobrenadante después de
centrifugar durante 1 h a 147 000 x g a pH 7,4 con base
Tris 3 M y se guardé después a -70°C antes de su purifica-
c1én
Ejemplo 24 Purificaciédn de GST-MLK3y baculovirica

Se preparé GST-MLK3xp baculovirica parcialmente
purificada por cromatografia de afinidad con glutatiébm Pa-
ra 10 ml de extracto celular (26,6 mg de proteina total),
se afiadidé 1 ml de resina de glutatidn Sepharose 4B (Pharma-
cia) equllibrada en HEPES 10 mM, NaCl 150 mM, pH 7,4 (tam-
pén C) y se delé que la proteina se unieraz durante 45 min
a2 4°C Se lavd entonces la resina en formato de columna con
30 volimenes de columna de tampdédn C y se eluyd después con
5 volimenes de columna de tampén C que contenia glutatién
20 mM Se dializdé el producto final reunido durante la no-
che frente a tampén C y se guardd en alicuotas a -70°C
Edampl 25 Purificaciédn de FLAG-MLK3 baculovirica
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Se prepard FLAG-MLK3 baculovirica parclalmente
purificada por cromatografia de afinidad con anticuerpos
Se unldé proteina de 15 ml de extracto (19,5 mg de proteina
total) con NaCl 0,1 M adicional sobre una columna de 0,25
ml de anticuerpo peptidico FLAG monoclonal M2 acoplado a
resina de agarosa (Sigma) por carga repetida (tres veces en
total) La resina habia s1do equilibrada con un lavado de 5
volimenes de columna de Tris-HCl 50 mM, NaCl 150 mM, pH 7,4
(IBS), un lavado de 3 voliGmenes de columna de glicina 0,1
M, pH 3,5, sequido de otro lavado con 5 vollimenes de colum-
na con TBS, antes de la cromatografia La proteina recombi-
nante fue primariamente eluida con 5 volumenes de columna
de péptido FLAG (N-Asp-Tyr-Lys-Asp-Asp-Asp-Asp-Lys-C) (SEC
ID N* 18) 0,2 mM en TBS Se guardd la proteina en alicuo-
tas a -80°C antes del ensayo
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Ejemplo 26 Mutante negativo dominante Un mutante negativo
dominante de la familia MLK bloquea la muerte en células
PCl2 diferenciadas tras la eliminacién del factor de areci-
mento de los nervios

Se ha utilizado extensamente la linea de célu-
las PC-12 derivada de un tumor feocromocitoma de rata como
modelo de células neuronales para examinar los fenémenos
moleculares que conducen a la muerte de las neuronas (para
una revisidn, véase Troy y col , Adv Neurology, 1997, 103-
111) El factor de crecimiento de los nervios (“NGF”) indu-
ce a las células PC-12 a diferenclarse en un fenotipo neu-
ronal simpatico (Greene, Cell Biol , 1978, 78, 747-755)
Las células PC-12 diferenciadas con NHG son dependientes de
NGF para su supervivencia y sufren una muerte apoptética
morfolégicamente descrita tras la eliminacién del NGF del
medio de cultivo Se desarrolld un sistema celular para de-
terminar el efecto de los miembros de la familia de kinasas
de linaje mixto sobre la muerte de las células PC-12 des-
pués de retirar el NGF Se transfectaron células PC-12 con
ADNc codificante de un mutante negativo dominante (“DN”) de
MLK-3 usando el sistema de transferencia de lipidos Pfx se-
gin las recomendaclones del fabricante (Invitrogen, Carls-
bad, CA) Se selecciondé un pool estable de transfectante
que expresaba DN-MLK-3 usando sulfato G418 (Mediatech Inc ,
Herndon, VA) Aproximadamente un 30% de las células de es-
tos pools expresan DN MLK3, seglin se determina por inmu-
nohistoquimica. Los pools de células que expresan de forma
estable la kinasa mutante fueron plagqueados sobre placas de
cultivo de tejidos en formato de 96 pocillos revestidas con
poliornitina/laminina (10 pug/ml de cada en solucién salina
tamponada con fosfatos) a una densidad de 2x10' célu-
las/pocillo y se trataron con 100 ng/ml de NGF durante 7
dias Se retiré el medio que contenia el NGF, se lavd la
monocapa celular con solucidén salina tamponada con fosfatos
Yy se substituyd con medio que contenia anticuerpc NGF neu-
tralizante (cat #N6655, Sigma, St Louis, MO) a una dilu-
ciétn final de 1 1 000 durante 1-5 dias. Se cuantificd la
viabilaidad celular mediante un ensayo de viabilidad celular
usando la conversidén de la sal de tetrazolio, MTS, en un
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formazano coloreado, que fue leido a una absorbancia de 570
nm en un CytoFluor 2350 (Millipore, Bed-ford, MA) segiin las
recomendaciones del fabricante (Promega, Madison, WI) Se
rescataron parcialmente los pools estables que expresaban
DN-MLK-3 de la muerte celular causada por la retirada del
NGF (Figura 10)
Ejamplo 27 Ensayo de la actividad enzimitica de la protei-
na MLK recombinante

Con objeto de demostrar que la proteina MLK ex-
presada en el sistema de expresién baculovirico o en el
bacteriano es enzimiAticamente activa, se pueden utilizar
varios formatos de ensayo. lLa proteina MLK puede ser una
construccién de longitud completa o un dominio de kinasa
expresado en un sistema de expresiétn en baculovirus o en
bacterias. El ensayo puede estar basado en anticuerpos, tal
como el ensayo inmunosorbente ligado a enzimas (“ELISA"),
la fluorescencia resuelta en el tiempo (“TRF”) o la polari-
zaclén de la fluorescencia (“FP”) El1 anticuerpo puede ser
monoclonal o policlonal con reactividad hacia fosfoserilna,
fosfotreonina o substrato fosfoespecifico. Alternativamen-
te, se puede usar un método no basado en anticuerpos, tal
como el ensayo basado en gel radiactivo (véase la Figura
11}, el ensayo de precipitacidn con &cido tricloroacético
("TCA*) de multiensayo (Figura 13), el ensayo de proximidad
de centellec (“SPA”), el método de placa instanténea o el
formato de ensayo de filtros de fosfocelulosa (Figura 13)
El ensayo puede estar disefiado para monitorizar la fosfori-
laciétn directa de un substrato o un sistema de ensayo aco-
plado utilizando las kinasas aquas abajo en la ruta de se-
flalizacién El substrato puede ser un substrato especifico,
tal como SEK-1, o0 un substrato relativamente inespecifico,
tal como proteina bdasica de la mielina (“MBP”)
Ejexplo 28 Ensayos de kinasas
(1) ensayo de kinasa basado en gel radiactivo

Se estudié la actividad kinasa de MLK-3 monito-
rizandola incorporacién de 3P a partir de [y-3?P]-ATP en un
substrato de MLK (por ejemplo, SEK-1 muerto con kinasa,
proteina bésica de la mielina) La mezcla de ensayo de 50
pl contenia Tampén A (MOPS 20 mM, pH 7,2, fosfato de PB-
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glicerol 25 mM, EGTA 5 mM, ortovanadato de sodio 1 mM, di-
tiotreitol 1 mM), MgCl, 15 mM, ATP 100 uM, 10 uCi de [y-
32p]-ATP y 0,1 pg de substrato SEK-1 muerto con kinasa
{Stressgen, Inc , se liberd glutatldédn S-transferasa-SEK-1
(GST-SEK-1) unido de perlas de glutatidén-agarosa con gluta-
ti6n 10 mM, pH 8,0) & 25 ug de MBP (Sigma Chemical Co ) Se
inicid la reaccién afladiendo proteina MLK (dominio de kina-
sa o0 preparaclén que contenia tantoc la longitud completa
como el dominio de kinasa) o proteina control Se incubb la
mezcla durante 30 min a 30°C Al final de la reaccién, se
afiadié tampén de muestras reductor 2x Se hirvidé la mezcla
durante 5 min , se cargd en un gel de SDS-PAGE al 12%
(usando MBP como substrato) o en un gel al 8% (SEK-1 como
substrato) Tras la electroforesis, se sect el gel. La
cuantificacién de la incorporacidn de fosfato en el subs-
trato, SEK-1l, fue realizada en un Phosphorimager de Molecu-
lar Dynamics (Sunnyvale, CA} Los resultados de los experi-~
mentos disefiados para mostrar las actividades enzimaticas
de MLK-3 expresada en baculovirus (longitud completa marca-
da con FLAG o dominio de kinasa marcado con GST) usando
GST-SEK-1 muerto con kinasa o MBP como substrato son mos-
trados en las Figuras 11A y 11B
(2) Analisis de transferencia de Western

Se examindé la actividad kinasa de MLK-3 expre-
sada en baculovirus por andlisis de inmunotransferencia La
mezcla de ensayo de 20 pl contenia Tampbn A, MgCl, 15 mM,
ATP 100 yM y 0,1 pg de substrato SEK-1 muerto con kinasa
Se dejd que la reaccidn procediera durante 30 min. a 30°C y
se detuvo después con 10 pul de tampdn de muestra reductor
4x Se separaron las proteinas en un gel de Tris-glicina al
B% y se transfirieron electroforétlicamente a una membrana
Immobilon PVDF. Se incubd la membrana con anticuerpo SEK-1
fosfoespecifico (Thr223) (New England Biolabs, Inc ), se-
guido de IgG de cabra anti-conejo marcada con peroxidasa de
rabano picante (Bio-Rad). La deteccidén de las mandas inmu-
norreactivas fue realizada a través del aumento en la qui-
mroluminiscencia (Amersham) La fosforilaciébn de GST-SEK-1
muerto con kinasa por la proteina FLAG-MLK-3 (preparaclién
en baculovirus que contenia tanto la longitud completa como
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el dominio de kinasa) estd ilustrada en la Figura 12
(3) Ensayo de precipitaclén con é&clido tricloroacético (TCA)
de multiensayo

Se valor6 la actividad kinasa del dominio de
kinasa de GST-MLK-3 expresada en bacterlas usando el ensayo
“en-placa” con Aacido tricloroacético (TCA) de multiensayo
de Millipore descrito por Pitt y col., J. Biomol. Scree-
ning, 1996, 1, 47-51) Los ensayos fueron realizados en
placas Multiscreen Durapore de 96 pocillos (Millipore) Ca-
da 50 pl de mezcla de ensayo contenlan Hepes 20 mM, pH 7,4,
MgCl, 20 mM, MnCl, 20 mM, DTT 2 mM, NasVO, 0,1 mM, 1 puCi de
[y-*?P]-ATP y 30 ug de substrato MBP Se 1nicié la reaccién
afladiendo proteina MLK y dejando proceder durante 15 min a
37°C Se detuvo la reaccidn con 25 pl de TCA al 50% Se de-
736 que las placas se equilibraran durante 30 min a 4°C y
se lavaron luegeo con TCA al 25% helado Se afladid cédbctel de
centelleo a las placas y se determindé la radiactividad
usando un contador de centelleo Wallac MicroBeta 1450 PLUS.
En la Figura 13, se muestra la dosis-respuesta de la pro-
teina frente a la formacién de MBP marcado con >°P
(4) Ensayo de filtros de fosfocelulosa

Se realizé el ensayo de kinasa en 50 pl de mez-
cla de reacciédn que contenia Hepes 20 mM, pH 7,4, MgCl, 20
mM, MnCl, 20 mM, DTT 2 mM, NasVO, 0,1 mM, 1 pCi de [y->?P]-
ATP y 30 ug de MBP Se 1nicié la reaccidn afiadiendo protei-
na MLK y dejando proceder durante 15 min a 37°C. Se detuvo
la reaccidén con 75 yl de é&cido fosférico 75 mM Se cargd
una alicuota de la solucién apagada directamente sobre la
membrana de fosfocelulosa (Pierce). Alternativamente, se
puede usar la placa de multiensayo de fosfocelulosa de 96
pocillos (Millipore) Se lavaron las membranas con H3PO, 75
mM Se eluyd el MBP fosforilado marcado con 3P unido en tu-
bos de recogida afladiendo hidréxido de sodio 1 M Se deter-
miné la radiactividad por contaje de Cerenkov en un conta-
dor de centelleo Beckman (Somerset, NJ) En la Figura 13,
se muestra la formaclén de MBP fosforilado con concentra-
ciones crecientes del dominio de kinasa de GST-MLK-3 expre-
sada en bacterias
Ejempl 29. Ensayo para daterminar la unién de compuestos a

87~
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la familia de MLK reccmbinantes

K-252a (Compuesto III-3, véase la Tabla 4), un
metabolito indolocarbazol de especies de Nocardia, se une a
una variedad de serina/treonina y tirosina kinasas (Angeles
y col , Anal Biochem , 1996, 236, 49-55, Knight y col.,
Anal Biochem , 1997, 247, 376-381). Se usd un ligando de
K-252a tritiado para determinar la unién a MLK-3 de longi-
tud total recombinante humana a partir de una preparacibén
bruta de células infectadas c¢on baculovirus Se marcé
(*H]K-252a especificamente con tritio en las posiciones 3 y
9 a través de un contrato con NEN Research Products (Bille-
rica, MA) y tenia una actividad especifica de 40 Ci/mmol
Se llevaron a cabo reacciones de unién en 1 ml en una placa
de 96 pocillos La mezcla de reacciédn contenia tampdn MOPS
50 mM, pH 7, NaCl 150 mM, MnCl, 5 mM, BSA 1 mg/ml, 1% de
IMSO y [*H]K252a 0,25 nM Se realizaron las muestras por
triplicado con una concentracién de 5 ug/ml de MLK-3 deri-
vada de baculovirus bruta Se definidé la unién no especifi-
ca como la uniédn en presencia de K252a 1,2 pM no marcado y
se restdé de la unién total para dar la unibébn especifica. A
esta diluciétn, un 12-15% de las cuentas totales estaban
unidas no especiflicamente a proteina y un 75-85% de estas
cuentas estaban unidas especificamente a MLK-3 (Figura 14).
Todos los experimentos fueron llevados a cabo durante 2 h a
4°C. Se recogieron los complejos [*H]K252a/MLK-3 en filtros
Whatman GF/C usando un cosechador Brandel, se lavaron con
tampén MOPS/NaCl frio y se contaron en un contador Wallac
Micro Beta Se reallzé un experimento de unié4n en satura-
cién para obtener una Ky para K252a se muestra un ejemplo
de los resultados de uno de estos experimentos (Figura 14).
Se obtuvoe una Ky de 0,89 nM (Limites de confianza 0,2 a
1,5 nM).
Ejemplo 30 Ensayos con células intactas
{A) Sistema de sobreexpresibdn en Cos 7
Materiales

K-252a y los derivados de este compuesto fueron
proporclonados por Kyowa-Hakko Kogyo Co , Ltd (Tokyo, Ja-
pén) (Kaneko y col , 1997) Los compuestos fueron disueltos
en sulféxido de dimetilo (“DMSO”) de grado de cultivo celu-

3%
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lar y guardados en obscuridad a 4°C. Todas las diluciones
de los compuestos fueron realizadas en medio de Eagle modi-
ficado de Dulbecco (DMEM)} que contenia un 1% de seroalbimi-
na bovina. Se compré el anticuerpo hemaglutinina (HA) a
BAbCQO (Richmond, CA). Se comprd el substrato AP-1 (c-jun) a
Promega (Madison, WI) Se compréd [y-32P]JATP (6 000 Ci/mmol)
a Amersham (Arlington Heights, IL)
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Cultivo de células Cos7

Se obtuvieron células Cos7 de rifisn de mono
verde de ATCC, Rockville, Maryland (CRL 1651) y se las man-
tuvo en DMEM que contenia un 10% de suero bovino, glutamina
2 mM, piruvato 1 mM u 50 U/ml de penicilina/es~treptomicina
a 37°C en una atmdésfera de un 10% de CO; y un 90% de aire
Se desprendieron las células Coas 7 para su pase afiadiendo
un 0,25% de trapsina

(1) Sobreexpresién de miembros de la familia
MLK y JNK1 en células Cos7

Se plaquearon células Cos7 a un 80% de con-
fluencia y se transfectaron con 2 ug de cada de construc-
ciones de ADNc utilizando lipofectamina segin las recomen-
daciones del fabricante (Gibco BRL, Gaithersburg, MD) Se
subclonaron un ADNc de longitud completa de MLK-3 o MLK-2
humanas o DLK de ratén o una MLK-1 humana parcial seqin Sse
ha descrito antes y una JNK1 humana marcada con hemagluti-
nina A de longitud completa, amablemente facilitadas por J
Silvio Gutkind (NIH, Bethesda, MD}, en el vector pcDNA3
(Invitrogen, San Diego, CA). Después de una transfeccidn de
48 h, se trataron las células con IMSO al 0,025% o 500 nM
de los compuestos indicados durante 2 h, seguido de lisis
en 0,4 ml de tampdédn Tritén (Tritén X-100 al 1%, cloruro de
sodio 50 mM, Tris 10 mM (pH 7,6), serocalblimina bovina al
0,1%, pirofosfato de sodio 30 uM, fluoruro de sodio 50 mM,
20 pg/ml de aprotinina, fluoruro de fenilmetilsulfonilo 1
mM, vanadato de sodio 1 mM) Se estudid la actividad JINK
del lisado por un ensayo de inmunoprecipitacién/kinasa se-
gin se describe a continuacién

(2) Ensayo de immunoprecipitacién y kinasa con
células enteras

Se midié el lisado de células Cos7 en cuanto a
la concentracién de proteina usando el kit Micro BCA de
Pierce (Rockford, IL) y se i1nmunoprecipitaron cantidades
iguales de proteina con el anticuerpo Ha durante 1 h a 4°C.
Se hizo una pella de los inmunoprecipitados por centrifuga-
c16n en una centrifuga microfuga durante 20 seq , se resus-
pendié en tampén Tritédn y se lavd por centrifugaclén 2 ve-
ces mas, seguido de un lavado final en tampédn Kinasa (Hepes
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20 mM, pH 7,4, MgCl, 20 mM, ditiotreitol 2 mM, vanadato de
sodio 0,1 mM). Se resuspendié el inmunoprecipitado en tam-
p6én de kinasa que contenia ATP 1 pM y 5 uCi de [y-2P]ATP y
substrato (1 pg/muestra de AP-1) y se incubd durante 15
min. a 30°C. Se detuvo la reaccién de la kinasa por adicién
de tampén de muestra reductor (Laemmli, Nature 1970, 227
680-685) Se calentaron las muestras a 80°C durante 5 min
Y Se cargaron en geles de SDS-poliacrilamida al 10% Se se-
pararon las proteinas por electroforesis Se secd el gel y
se realizé la cuantificacién de la radiactividad en el
substrato AP-1 en un Phosphorimager de Molecular Dynamics
(Sunnyvale, CA) Los resultados de experimentos en los que
se coexpresan MLK-3, MLK-2 y DLK con HA-JNK1 y se incuban
en ausencia o presencla de K-252a estdn mostrados en las
Figuras 15A y 15B Por el contrario, un derivado del com-
puesto parental K-252a denominado Compuesto III-3 (véase la
Tabla 4), que es un inhibidor mids selectivo de la kinasa,
no 1interferia con la ruta JNK activada por otras MAPKKK
aguas arriba de JNK, MEKKl1l (Figura 15C)
(B) Ensayo informador de células enteras para JNK activado
por MLK

Los 1ntentos de derivar clones que expresen
constitutivamente la familia MLK no han tenido éxito, lo
que suglere que la sobreexpresién de las MLK puede afectar
a la supervivencia celular (Bergeron y col , Biochem Biop-
hys Res Commun , 1997, 231, 153-155, Nataga y col , EMBO
J, 1998, 17, 149-158) Por lo tanto, al desarrollar un en-
sayo de células enteras para rastrear fenémenos biloquimicos
inducidos por MLK, puede ser necesaria una linea celular
que contenga un sistema de expresiédn inducible de ingenie-
ria genética de la kinasa de interés Por ejemplo, una li-
nea celular PC-12 transfectada con un transactivador con-
trolado por tetraciclina Cuando se transfectan ademas las
células con un gen de interés dirigido por el promotor in-
ducible tetO, la expresidédn de ese gen estid estrechamente
controlada por tetraciclina en el medioc (Shockett y col ,
Proc Natl Acad Sci USA, 1995, 92, 6522).

Para cuantificar la activaciédn de MLK, se puede
medir la fosforilacidén de substratos aguas abajo, tales co-
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mo MEK4, JNK o c-jun, en formatos de miltiples ensayos se-
gin se ha descrito antes Otra aproximacién para cuantifi-
car la activacién de MLK en células enteras es usar una ac-
tividad de enzimas informadoras, tal como el sistema infor-
mador de la c-jun luciferasa comercializado a través del
sistema PathDetect™ (Stratagene, La Jolla, CA). En este
sistema, se transfecta la linea celular inducible por te-
traciclina con dos plasmidos Un plédsmido expresa constitu-
tivamente una fusién del dominio de transactivacidén NH,-
terminal de cJun con el dominio de unién a ADN GAL4 de le-
vaduras (proteina de fusién cJun-DBD) El otro pléasmido
lleva las secuencias codificantes de la luciferasa de lu-
ciérnaga dirigido por cinco repeticiones téndem del sitio
de unién GAL4 Tras al activaciédn de MLK, el substrato
aguas debajo de JNK, la proteina de fusiébn cJun-DBD, se
fosforila, se une a los sitios de unién GAL4 e induce la
transcripcién del gen de luciferasa La lucliferasa es fa-
cllmente estudiada en lisados celulares por adicién de su
substrato (Promega, Madison, WI) y medicién de la quimiolu-
miniscencia
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Ejemplo 31- Asociacién de la inhibicién da los miembros de
al familia MLK con supervivancia de las motonsuronas
Supervivencia de cultivos de médula espinal de rata enri-
quecidos con motoneuronas

Se disecaron médulas espinales de fetos de ra-
tas Sprague-Dawley {(Charles River Laboratories, Wilmington,
MA) de una edad embrionaria (E} de 14,5-15 Se disoclaron
las células de s6lo la porclidén ventral de la médula espinal
Y Se enrigquecieron adin mas en motoneuronas por centrifuga-
cién en un gradiente en etapas de metrizamida al 6,5%, se-
gin se ha descrito previamente (Henderson y col , 1993) y
se analizaron en cuanto a pureza por tincién con anticuerpo
para el receptor de neurotrofina de baja afinidad (IgG-192,
Boehringer-Mannheim) (datos no mostrados) Se sembraron las
células en placas de 96 pocillos previamente revestidas con
poli~l-~ornitina y laminina (5 pg/pocillo de cada) a una
densidad de 6x10' células/cm’ en medio N2 libre de suero
quimicamente definido (Bottenstein y col., 1979, antes ci-
tado) Para separar la unién de los efectos sobre la super-
vivenclia, se hizo la adicibdn de los compuestos a los culti-
vos después de un periodo inicial de uniétn de 1-3 h Se va-
lord la supervivencia neuronal después de 4 dias usando
calceina AM (Molecular Probes, Eugene, OR) en un ensayo de
viabilaidad fluorométrica (Bozyczko-Coyne y col , 1993, an-
tes citado). lLos recuentos microscodpicos de las neuronas
guardaba una correlacién directa con los valores de fluo-
rescencla relativa Resumiendo, se diluydé seriadamente el
medio de cultivo en DPBS (soluciédn salina tamponada con
fosfatos de Dulbecco) y se afladid entonces una concentra-
c1én final de stock de calceina AM 6 UM a cada uno de los
96 pocillos Se 1incubaron las placas durante 30 min a
37°C, seguido de lavados en diluciones seriadas en DPBS Se
ley6é la seiflal fluorescente usando un fluorimetro lector de
placas de Millipore (Cytofluor 2350) a excitacién=485 nm y
emlsién=538 nm Para cada placa, se restd el fondo medio
derivado de los pocillos que recibieron calceina AM, pero
que no contenian células, de todos los valores Se verificd
la linealidad de las seflal de fluorescencla para la concen-
tracién y el tiempo de incubaclén para el rango de densida-
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des celulares en estos experimentos. En la Tabla 3, se
muestra un ejemplo del porcentaje de supervivencia sobre el
control de las motoneuronas en presencia de los compuestos
de ensayo a 250 nM
Supervivencia de las neuronas corticales

Se disecaron las cortezas cerebrales de fetos
de ratas del dia embrionario 18 y se digirileron enzimética-
mente para obtener una suspensidn de células solas Se sem-
braron las células a una densidad de 1,56 x 10°/cm? sobre
placas de cultivo de tejidos de 96 pocillos revestidas de
poliornitina/laminina en medio basal neuronal libre de sue-
ro que contenia suplementos B27 Se revistieron las placas
con una soluciédn de poliornitina/laminina (8 pg/ml de cada
en PBS durante al menos dos horas a 37°C Los dias in vitro
5-7, se expuso a las neuronas corticales a Ab25-35 (20 uM)
en presencia o en ausencia de los compuestos de ensayo Se
prepararon las soluciones stock de Ab25-35 (Sigma, St.
Louis, MO) ( 1 mM) en H;O estéril desionizada-destilada. Se
determiné la supervivencia neuronal relativa a las 48 h de
la adicidén de los péptidos usando lactato deshidrogenasa
(*LDH”) como indicador de la integridad de la membrana
plasmatica/viabilidad celular Se midié la LDH usando el
kit de deteccién de la citotoxicidad (Boehringe-Mannheim,
Indianapolis, IN) segin las instrucciones del fabricante
Los datos son expresados como porcentaje de inhibicibén de
la DLH liberada en relacién a cultivos tratados con Ab25-35
solo

U
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Tabla 3
Férmula { Supervivencia Motoneuronas Células Cos-7
neuronas Supervi- | % Inhibi- DLK MLK3 MLK2 MLK1
corticales vencia cién JNK @] % Inhib % Inhib % Inhib % Inhib
% Control % Control 500 nm JNK @ 500 | JNK @ 500 | JNK @ 500 | JNK @ 500
@ 250 nm @ 250 nm nm nm nm nm
1yt 46,56 300 65 63,73 98, 99 89,67 97,96
1112 47,80 315 88 36,22,42 94, 94 69, 44 92, 64
13 22,54 177 88 20,25 94,93 0 79,29
1 29,39 165 97 58,13,52,8| 84,92,90 0 63,38

10

! E1 compuesto tiene la férmula III en donde 2Z;, Zz, R Yy Rz son H, X es
5 COCH3, YR es OH
2 E1 compuesto tiene la férmula III en la que 2; y Z> son H, X es CO;CH3, R, ¥y
Rz son CHzSCH.CH3, Y R es OH
3 El compuesto tiene la férmula I en donde A;, Az, Riy R3y Rs ¥y Rg son H, By y
B, representan juntos O, R2 es CH:CH:0Ac, Ry es CH;CH;(2-piridilo), y X es CH.
4 E1 compuesto tlene la férmula I en donde A;, Az, Ry, Ry, Rs ¥ Rg son H, B, y
B; representan juntos O, Rz es H, Ry es CHCHz(2~-pirimidinilo), y X es CH:
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Ejemplo 32. Inmunoprecipitacién de la actividad JNK endd-
gena de cultivos de motoneurcnas en ausencia o en presen-
cia de indolocarbazoles o de pairrolocarbazoles fuasionados

Se plaquearon motoneuronas purificadas a una
densidad de 6x10* células/cm’ en pocillos de 16 mm de
diametro Se dej6 que las células se adhirieran durante 2
horas antes del tratamiento. Se trataron las células con
un 0,0125% de DMSO o con 500 nM de compuesto durante 2 h
en medio definido N2 Se lavaron entonces las células con
solucién salina tamponada con fosfatos helada, sequldo de
lisis en 0,4 ml de tampbn Tritén segin se ha descrato an-
tes en el Ejempio 30 Se normalizé el lisado de los cul-
tivos de motoneuronas al nimerc de células y se inmuno-
precipité con un anticuerpo JINK1 (cat # sc-474) comprado
a Santa Cruz Biotechnology (Santa Cruz, CA) Se estudid
la actividad INK de los inmunoprecipitados en presencia
de 3p-ATP y substrato c-jun como se ha descrito ante-
riormente Se comparé el perfil de la actividad inhibaito-
ria de los 4 compuestos de ensayo en motoneuronas y en
células Cos7 que sobreexpresaban DLK, MLK-1, MLK-2 o MLK-
3 (Tabla 3)
Ejemplo 33 Correlacién entre la inhibicién de la activi-
dad JNK inducida por MLK3 en células Cos7 y la actividad
colinacetil transferasa en cultivos embrionarios prima-
rios

Para determinar si1 la inhibicién de la ruta
JNK regulada por estas kinasas guardaba correlacidédn con
los compuestos neurotrdficos, evaluamos el efecto de los
compuestos sobre la actividad JNK en células Cos7 gue so-
breexpresaban HA-JNK y MLK3 Después de un periodo de
tranafeccibn de 48 h, se incubaron las células con los
compyestos a 500 nM durante 2 h, seguido de lisis celu-
lar Se inmunoprecipité el lisado y se midié la actividad
kinasa como se ha descrito previamente Se dan los resul~
tados como porcentaje de inhibicién de la muestra con-
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trol,

de IMSO. Como puede verse por la Tabla 4,
los compuestos que eran activos en cuanto a la actaividad
ChAT de la médula espinal y/o del cerebro anterior bhasal
eran potentes inhibidores de la activacidén por MLK-3 de

JNK

89

Tabla 4

donde el control es la actividad JNK en presencia
la mayoria de

Efecto de los indolo- e indenocarbazoles scbre la
actividad JNK en células Cos7 que scbreexpresan MLK3

Compuesto

Actividad colinacetil
transferasa

% Inhibicién de la
activadad INK {madia)

Médula espinal | Cerebro | MLK3 en células Cos7
antarior
III-1° + + 84
III-22 + + 96
III-3° + + 94
I-14 + + 93
1-2° + + 85
I-3° + + 93,5
I-47 - + 95
1-5° - + 97
1-6° - + 58
1-7° - + 85,5
III1-4 - + 66
I11I-5'2 - + 96
111-7*? - + 54
1-84 + - 89
111-81° + - 94
I111-9'¢ + + 98,5
ITI-10" + - 78
1-91¢ + - 88
1-10"? + - 94
I111-112° - - 92,5
1-11% - + 33

77
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I-122%2 - - 11

1-13%3 - - 1

! Compuesto que tiene la fé6rmula III en donde
21 y 22 son H, X es CO,CH3, R, es NHCONHC;H,, R, es
CH,CH; (2-p1ridilo), Y R es OH

? Compuesto que tiene la férmula III en donde
2, y Z; son H, x es CO:CHa, R1 ¥y R son CHOCH»OCH,CHis, ¥ R
es OH

3 Compuesto que tiene la férmula III en donde
Z, ¥ Z; son H, X es COCH3, Ry y Rz son CHpSCHCHaz, ¥ R es
OH.

‘ Compuesto que tiene la fé6érmula I en donde
A1, Az, Ri, R3 Y Ry son H, B, y Bz representan juntos 0, R2
es CH.CHOH, Rs ¥ Rs son OCH; Yy X es CH:

5 Compuesto que tiene la férmula I en donde
A;, A2, Ri;, Rsy, Rs ¥ R son H, B, y B; representan juntos
O, Rz es CH;CH;OACc, Ry es Br, vy X es CH:

¢ Compuesto que tiene la férmula I en donde
A;, Rz, Ri, Ra, Rs v R¢ son H, B: y Bz representan juntos
O, Rz es CH,CHz0Ac, Ry es CHpCHz(2-piridilo), y X es CH;

7 Compuesto que tiene la férmula I en donde
A;, B2, R;;, Ry, Ry; Rs ¥y Rg son H, B, y Bz representan jun-
tos O, R; es CH,CH;0H, vy X es CH;

. Compuesto que tiene la férmula I en donde
Az, A2; Ri, Rs; Riy Rs ¥ Rg son H, B; y B; representan jun-
tos O, Rz es CH,CH:CH:O0H, y X es CHy

% Compuesto que tiene la férmula I en donde
A, A2, Riy Rz R, Rt Rs ¥ Rs; son H, B; y B2 representan
juntos O, y X es S

1° compuesto que tiene la férmula I en donde
RA;, Az, Ri;, Ra, Ry Rs ¥ Rg son H, B; y B; representan jun-
tos O, R; es CHCHCH:NHCO({4-(OH)Ph), y X es CH;

11 compuesto que tiene la férmula III en don-
de Z;, 22, R; Yy Rz son H, X es CO,(CH;),CHs Yy R es OH
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12 compuesto que tlene la férmula III en don-
de 2;, 22 y R; son H, R; es CH0H, X es CO.CH;, Yy R es OH

13 Compuesto que tiene la férmula III en don-
de 2, y 22 juntos forman =0, R; Yy Rz son Br, X es CO,CHy y
R es OH

¥ Compuesto que tiene la férmula I en donde
RAi, Az, R;, R3, Rs Y R¢ son H, B; y B; representan juntos
0, Rz es H, Ry es CH,CH; (2-pirimidinilo), y X es CH:

15 Compuesto que tiene la férmula III en don-
de Z2; y Z2 son H, R; es Br, Rz es I, X es CO,CH; Y R es OH

1 Compuesto que tiene la férmula III en don-
de Z,, Z2, R; Y R son H, X es CO;CHs Yy R es OH

17 Compuesto que tiene la férmula III en don-
de 2, y 22 son H, R; y Rz son CH,CH>SCHiy, X es COCH3 Yy R es
OH

18 Compuestc que tiene la férmula I en donde
A1, B2, Ri, R2; Ry, Rs ¥ R¢ sen H, B, y B; representan jun-
tos O, Ry es CHCHz(2-piridazinilo), y X es CH;

19 compuesto que tiere la férmula I en donde
A1, Bz, Ri, Ra, Rs ¥ R¢ son H, B, y B, representan juntos
O, Rz es H, Ry, es CH,CH;(2-piridilo), y X es CH;

20 compuesto que tiene la f6rmula III en don-
de 2, Z3, R1 ¥ Rz son H, X es CO,CHs y R es OCHj3

2l Compuesto que tiene la férmula I en donde
Ay, Ay,y Ri, Ry, R4y Rs ¥ Rg son H, B; y Bz representan jun-
tos O, Rz es (CHz)3—-NH-C(=0)-3,5-dihidroxifenilo, y X es
CH;.

22 compuesto que tiene la férmula I en donde
A;, B2, R;;, R, Ry Rs ¥ Rs son H, B; y B; representan jun-
tos 0, R; es benzolilo, y X es CH.

3 compuesto que tiene la férmula I en donde
Ay, B2, Ri, R2, R3, Rs ¥ R¢ son H, B; y B; representan jun-
tos O, Ry es CH=CH-C=N, y X es CH;
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Ejemplo 34° Ensayo da cambio en gel para la activacién de
la MLK

La activacién de las MLK puede conducir a in-
duccién de la transcripclédn de c-jun, dando como resulta-
do un aumento en la proteina c-Jun La mayor cantidad de
proteina ¢-Jun puede ser medida por un ensayo estéandar,
ldentificado como ensayo de cambio en gel Garner y col ,
Nuclelc Acids Res , 1981, 9, 3047-3060, aqui incorporada
como referencia en su totalidad Se incuban oligémeros de
ADN de doble hebra radiomarcados, que codifican para un
sitio de unién a ADN de c-Jun, con un extracto celular
nuclear, seguido de electroforesis en gel de acrilamida y
cuantificacién del ADN radiomarcado cambiado a una més
lenta movilidad Este representa la porcién de ADN que se
une a la proteina c-Jun y es directamente proporcional a
la cantidad de proteina c-Jun en el extracto

La activacién de las MLK puede también indu-
cilr la fosforilaclén de c-Jun Esta puede ser detectada
usando anticuerpos que reconocen especiflicamente la forma
fosforilada de la proteina en sistemas de deteccibdn tales
como, por ejemplo, las transferencias Western o los ELI-
SA
Ejemplo 35 BSupearvivencia de neuronas embrionarias de po-
llo
Materiales

El medio L15 de Lelbovitz, la glucosa, el bi-
carbonato de sodio, la tripsina y los antibibéticos eran
de Gibco. Se prepard extracto de misculo como se ha des-
crito (Henderson y col , Nature, 1983, 302, 609-6l11, aqui
incorporada como referencia en su totalidad) Todos los
demis reactivos eran de sigma, a menos que se indique al-
go diferente
Cultivo celular

Se aislaron las motoneuronas (dia embrionario
5,5) con un método i1nmunoldégico seqgin el procedimiento

/00
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indicado en Bloch-Gallego y col , Development, 1991, 111,
221-232, aqui 1incorporada como referencia en su totali-
dad, con las modificaciones descritas en Weng y col.,
NeuroReport, 1996, 7, 1077-1081, aqui incorporada como
referencla en su totalidad Se sembraron motoneuronas pu-
rificadas en placas de cultivo de tejidos de 35 mm (Nunc)
prerrevestidas con poli-DL-ornitina y laminina (1 ug/ml,
Upstate Biotech) El medio de cultivo era L15 con bicar-
bonato de sodio (22,5 mM), glucosa (20 mM), progesterona
(2x10™® M), selenito de sodio (3x10™" M), conalbimina (0,1
mg/ml), insulina (5 ug/ml), penicilina-estreptomicina y
un 10% de suero de caballo 1lnactivado por calor Se su-
plementd el extracto de misculo a 30 pg/ml Se prepard el
Compuesto III-3 comeo una solucldn stock 4 mM en DMSO y se
guardé protegida de a luz a 4°C. La concentracién final
de IMSO en los cultivos tratados y en los controles era
del 0,125%

Se disecaron os ganglios simpaticos paraver-
tebrales (*SG”, dia embrionario 12 (E12)), los ganglios
de las raices dorsales (“DRG”, E9) y los gangllios cilia-
res (“CG”, E8) de embriones de pollo el dia embrionario
indicadec segin han descrito lindsay y <ol , Dev Biol ,
1985, 112, 319-328, aqui incorporada como referencla en
su totalidad Después de la tripsinizaciédn y de la diso-
c¢laclén, se plaquearon las suspensiones de células ner-
viosas sobre placas de cultivo revestidas de poliorniti-
na-laminina en medio de cultivo Fl4 de Ham suplementado
con un 10% de suero de caballo Inmediatamente después
del plaqueo, se afiadieron factores de supervivencia a las
siguientes concentraciones factor de crecimiento de los
nervios (NGF), 20 ng/ml, factor neurotréfico caliar
(CNTF), 10 ng/ml Los cultivos fueron mantenidos a 37°C y
un 5% de CO; en un ambiente humidificado
Recuento celular

Se plaquearon las neuronas en placas de cul-

~/
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tivo de 35 mm con cuadriculas (Nunc). Se hizo un barrido
de Areas seleccionadas de cada placa que constituian en
conjunto aproximadamente un 10% de la superflcie para de-
tectar la presencia de células con brillo de fase inme-
diatamente después de plaquear y de nuevo después de 48
h, para valorar los porcentajes de supervivencia Se con-
firmé la supervivencia celular por tincidn vital con azul
tripén (no mostrado)
DRG 1ntactos

Se pusieron los ganglios en placas de 96 po-
cillos previamente revestidas con poli-l-ornitina y lam:i-
nina (5 pg de cada/ml de solucién salina tamponada con
fosfatos) en medio N2 libre de suero (Bottenstein y col ,
Proc Natl Acad Sci USA, 1979, 76, 514-517, aqui in-
corporada como referencia en su totalidad) que contenia
un 0,05% de serocalbimina bovina (BSA) y se mantuvieron
durante 48 h a 37°C y un 5% de CO; en un ambiente humidi-
ficado Los ganglios tratados recibieron 250 nM del Com-
puesto III-3 6 20 ng/ml de NGF 2 h después de plaquear.
El1 Compuesto III-3 soporta la supervivencia de las neuro-
nas periféricas embrionarias de pollo de un modo depen-
diente de concentracidn

La retirada del NGF de cultivos disoclados de
neuronas sensoriales de gangllios de las raices dorsales
(DRG) E9 y de neurcnas de ganglios simpaticos (SG) El12
les hace sufrir PCD en 48 h Esto se evitaba por adiclén
de Compuesto III-3 al medio de cultivo en el momento e la
retirada del NGF A 1 uM, el Compuesto III-3 mantenia un
94% de las neuronas SG y un 890% de las neuronas DRG vi-
vas al cabo de 48 h (control tratado con NGF SG 65%, DRG
66%) De forma similar, el Compuesto III-3 promovia la
supervivencia del 76% de las neuronas de los ganglios ci-
liares (CG) dependientes de CNTF al cabo de 24 h (control
tratado con CNTF 67%) En presencla de un 10% de suero,
los efectos de supervivencia del Compuesto III-3 eran de-
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pendientes de la concentracién, alcanzando una meseta a
alrededor de 1 pM para las tres poblaciones neuronales
(F1.g 16A-C) Las neuronas supervivientes mostraban un
extenso crecimiento de las neuritas, con neuritas mis es-
pesas y mas curvadas en comparacidn con lo cultivos con-
trol. (Fig 17E-H) Al cabo de cuatro dias, la actividad
promotora de la supervivencia estaba afin intacta DRG
Compuesto III-3 52%, control tratado con factor de creci-
miento 41%, SG Compuesto III-3 83%, control tratado con
NGF 55%, CG Compuesto III-3 58%, control tratado con
CNTF 50% En condiciones éptimas, los cultivos podian ser
mantenidos con el Compuesto III-3 durante una semana y
durante mas tiempo (no mostrado)
El Compuesto III-3 soporta la supervivencia de motoneuro-
nas embrionarias de pollo de un modo dependiente de con-
centracidn

Las motoneuronas de pollo cultivadas pueden
sobrevivir y proyectar procesos en presencia de extracto
de misculo, mientras que mueren rapidamente en su ausen-
cla En nuestros experimentos, después de 48 h, un 65% de
las motoneuronas sobrevivian en presencia de extracto
muscular, a diferencia del 14% de los controles no trata-
dos En condiciones libres de suero, el efecto de super-
vivencia del Compuesto III-3 era miximo a 300 nM y era
algo superior (79%) al inducido por el extracto muscular
La dependencia de concentraciédn del efecto de superviven-
cia del Compuesto III-3 en este sistema es diferente con
respecto a las neuronas periféricas, ya que concentraclo-
nes del Compuesto III-3 superiores a 300 nM mostraban un
efecto progresivamente reducido (Fig 16A). Esto podria
indicar una sensibilidad particular de las motoneurocnas a
algin aspecto de la actividad del Compuesto 1II-3. Morfo-
l6gicamente, las motoneuronas rescatadas con el Compuesto
III-3 exhiblan cuerpos celulares con brillo de fase y
eran capaces de proyectar largas neuritas, que aparecian
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ligeramente mas espesas que las inducidas por el extracto
muscular (Filg 179 Después de cuatro dias en cultivo, el
56% de las motoneuronas estaban vivas con el Compuesto
III-3, en comparacidn con el 42% del extracto muscular A
300 nM, las neurcnas tratadas con Compuesto III sobrevi-
vian i1n vitro durante al menos una semana (no mostrado)
E1l Compuesto I1I-3 promueve el crecimiento de las neuri-
tas de ganglios de las raices dorsales intactos

Los resultados de los experimentos anteriores
demuestran que el Compuesto III-3 no s6lo promueve la su-
pervivencia de las neuronas embrionarias de los sistemas
nerviosos periférico y central, sino que también da lugar
a un gran crecimiento de las neuritas Muchas de estas
proyecclones parecian ser mds espesas que las provocadas
en presencia de factores de crecimiento (compirese las
Fig 17A-D con las Fig 17 E-H} Este efecto fue también
observado en el crecimiento neuritico provocado en los
ganglios de las raices dorsales embrionarios intactos
cultivados en presencia de 250 nM de Compuesto III-3
(Frg 18C) Las neuritas crecian en respuesta tanto a NGF
(F1g 18B) como al Compuesto III-3, las provocadas por el
NGF eran mucho més finas y mas ramificadas que las que
crecian en presencia de Compuesto III-3, que aparecian
espesas y posiblemente fasclculadas
Ejemplo 36. Tratamiento in vivo
Muerte de las motoneuronas regulada por el desarrollo en
embridén de pollo

El presente ejemplo se describe con detalle
en Glicksman y col , J Neurobiol , 1998, 35, 361-370,
que es aqui i1ncorporada como referencia en su totalidad.
En E6, se practic6é una ventana en la cAscara de huevos de
pollo (Spafas, Preston, CT) y se aplicé directamente ve-
hiculo (5% de Solutol™ HS 15, hidroxiestearato de polie-
tilenglicol 660, BASF Aktiengesellschaft, Ludwigshafen,
Alemania (en solucién salina tamponada con fosfatos, pH
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7,2)) o la dosis especificada de Compuesto III-3 en el
vehiculo sobre la membrana corioalantoidea vascularizada
una vez al dia desde E6 hasta EY, seqin describen Oppen-
helm y col , Science, 1991, 251, 1616-1617, aqui incorpo-
rada como referencia en su totalidad Se sacrificaron los
embriones en E10 y se extrajeron sus médulas espinales,
se fijaron en solucién de Carnoy (10% de &cido acético
glacial/60% de etanol absoluto, 30% de cloroformo), se
procesaron para secciones seriadas en parafina y se tifie-
ron con tionina Se contd cada 20* seccidn de los segmen-
tos lumbares 1-8 sequin criterios previamente descritos
(Clarke y col., Methods in Cell Biology Cell Death,
1995, Schwart & Osborne, Eds , Academic Press, New York,
PP 277-321, aqui incorporada como referencia en su tota-
lidad)
Muerte de las motoneuronas regulada por el desarrcllo en
la rata neconata

Se obtuvieron ratas Sprague-Dawley en periodo
de gestaciétn no cronometrada de Harlan Laboratories (In-
dianapolis, IN) Se inyectdé dilarlamente a los cachorros
hembra de las ratas por via subcuténea (SC) en los miscu-
los blanco del perineo con el Compuesto III-3 en un 5% de
Solutol™ HS 15 o en vehiculo solo comenzando el dia del
nacimiento (Pl) y continuando durante 5 dias (P5) En P10
o P60, los cachorros fueron decapitados, se recogidé la
sangre en tubos capilares heparinizados y se disecaron la
regidn de la médula espinal que contenia el nicleo espi-
nal con dimorfismo sexual del bulbocavernoso (“SNB”) y el
4rea perineal que contenia el bulbocavernoso (BC) y los
misculos elevadores del ano (“LA”) después de perfundir a
los animales con soluciédn salina/formalina Se post-£f136
la regidtn de la médula espinal que contenia el SNB, se
embebié en Paraplast, se secciond a 10 um y se tifid con
violeta de Cresylecht (Nordeen y col , Science, 1985,
229, 671-673, aqul incorporada como referencia en su to-~
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ciones seriadas de la regibén lumbar 5 a sacra 1 de la mé-
dula espinal segin se ha descrito previamente (Nordeen y
col , antes ciltado). Se hizo la enumeracidn microscdHpica
sobre secciones codificadas por un observador ciego a los
grupos de tratamiento. Se corrigieron los recuentos de
motoneuronas en cuanto al tamafio celular y al grosor de
la seccibtn (Konisgsmark, Contemporary Research Methods in
Neuroanatomy, Nauta & Ebbesson, Eds., 1970, Springer-
Verlag, New York, pp. 315-340, aqui incorporada como re-
ferencia en su totalidad) y se hizo el analisis estadis-
tico por el anédlisis de una via de la varianza (ANOVA)
Se post-fi136 la musculatura del perineo, se descalcific)d,
se embebidé en Paraplast, se seccioné a 10 pym y se tifid
con Tricrémico de Milligan Utilizando microscopia de
campo brillante (X250), se 1identificaron positivamente
los misculos BC y LA en hembras normales y en hembras
tratadas con Compuesto III-~3 (405 animales/grupo) tanto
por su localizacidén como por la presencla de fibras es-
triadas. Se trazdé el contorno del tejido muscular de sec-
clones alternas usando un microscopio de proyeccién
(62 5) y se midié el area de la seccidn transversal usan-
do una almohadilla digitalizadora y un sistema de morfo-
metria basado en ordenador (Sigmascan, Jandel Scienti-
fic}) ©Se calculd el volumen muscular tomando el Area to-
tal de la seccidn transversal y multiplicédndola por el
grosor de la seccidédn y se corrigid en cuanto al porcenta-
je de la estructura muestreada.

Se centrifugd la sangre recogida durante 5
min. a temperatura ambiente, se retirdé luego el plasma y
se congeld a -20°C Se midieron los niveles de testoste-
rona en suero (6-7 animales/grupo) por radioinmunoensayo
sigquiendo los procedimientos expuestos en Wingfield ¥y
col , Steroids, 1975, 26, 311-327, aqui incorporada como
referencia en su totalidad

3
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Desdiferenciacién de neuronas motoras induclida por axoto-
mia en la rata adulta

Se hizo una seccidén transversal del nervio
hipogloso izquierdo en el cuello de ratas Sprague-Dawley
hembras adultas (120-180 g) bajo anestesia con Neumbutol
y se aplicaron 50 pul de Compuesto III-3 o su vehiculo (5%
de Solutol™ HS 15) a una pleza de Gelfoam™ (AJ Buck,
Owings Mills, MD) y se envolvid después alrededor del ex-
tremo proximal del nervio transectado Después de 7 dias,
los animales fueron anesteslados y perfundidos con para-
formaldehido al 4% en tampén de Sorenson, fosfato 0,07 M,
PH 7,2 Se extrajo el tallo cerebral y se cortaron sec-
clones coronales seriadas de 40 um de grosor en un crios-
tato (Chiu y col , NeuroReport, 1994, 5, 693-696, aqui
incorporada como referencia en su totalidad) Se proceséd
cada quinta seccibdn para la inmunohistoquimica de la ChAT
seqin se ha descrito previamente (Chiu y col., J Comp
Neurol , 1993, 328, 351-363, aqul incorporada como refe-
rencia en su totalidad) usando una dilucién 1 350 de un
anticuerpo monoclonal anti-ChAT obtenido de Chemicon Las
células que se tefiian claramente por encima del fondo
fueron contadas en secciones teflidas, se expresd el nime-
ro de células enumeradas como la razén del ndmero de cé-
lulas inmunorreactivas con ChAT en el lado axotomizado
del nicleo hipoglosc frente al nimero de células inmuno-
rreactivas en el lado control (no lesionado)

El Compuesto III-3 rescataba las neuronas mo-
toras del embrién de rata de la muerte apoptdtica e in-
hibia una ruta de sefializacién, dando como resultado la
activaclén de JNK1 en estas células {(Maroney y col , J
Neurosci , 1998, 18, 104-111, aquil incorporada como refe-
rencia en su totalidad) Para determinar la actividad po-
tencial in vivo, se valoré el Compuesto III-3 en dos mo-
delos de muerte de neuronas motoras programada regulada
por el desarrollo y en un modelo de desdiferenciacidn in-
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ducida por axotomia en neuronas motoras de adulto En po-
llos, aproximadamente el 50% de las motoneuronas de la
médula espinal sufren PCD durante ES5-10 (Hamburger vy
col., J Neurosci , 1982, 1, 38-55, Purves y col , Body
and Brain A Trophic Theory of Neural Connections, 1988,
Harvard University Press, Cambridge, MA, ambas aqui in-
corporadas como referencia en su totalidad) La aplica-
cién del Compuesto III-3 a la membrana coricalantoidea
durante este periodo evitaba la muerte de las neuronas
motoras de un modo dosis-dependiente (Fig. 19) El1 40% de
las neuronas motoras que normalmente hubleran muerto eran
rescatadas a las dos dosis mas altas estudiadas (2,3 y 7
pg/dia), mientras que el 25% de las neuronas motoras eran
rescatadas a dosis inferiores (1,2 y 1,8 pg/dia) (Fag

19)

Durante la vida perinatal temprana de las ra-
tas hembras (desde el Ultimo estadio embrionario hasta el
dia postnatal (PN) 4), mAs del 50% de las motoneuronas en
el SNB son eliminadas a través de PCD (Breedlove, J Neu-
robiol , 1986, 17, 157-176, aqui incorporada como refe-
rencia en su totalidad) En los machos, las motoneuronas
en este nicleo inervan a los misculos estriados del pene
implicados en los reflejos copulatorios La secreciédn
testicular de los esteroides androgénicos reducen la
muerte de las motoneuronas SNB en los machos y previene
gran parte de la atrofia de los misculos BC y LA inerva-
dos por las neuronas. La administracién de testosterona a
cachorros hembras daba lugar a un nimero totalmente mas-
culino de motoneuronas SNB (Nordeen y col., antes citado)
Yy prevenia la atrofia de los misculos BC y LA (Waiman y
col , Endocrinology, 1941, 29, 955-978, aqui incorporada
como referencia en su totalidad) La administracién dia-
rla SC del Compuesto III-3 (PN 1-5) a ratas hembra ate-
nuaba significativamente la muerte de las motoneuronas
(Flg 20A) El rescate de la muerte de las neuronas moto-
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ras SNB por el Compuesto III-3 se producia a dos dosis
(0,5 v 1 mg/kg al dia) A las dosis maximamente efectivas
de 0,5 vy 1 mg/kg al dia, la administracién del Compuesto
III-3 daba lugar a un aumento del 70% en la supervivencia
de las neuronas motoras, que igualaba al efecto de la
testosterona (Fig 20A). El Compuesto III-3 no alteraba
los niveles plasmAticos de testosterona de las hembras
tratadas La medicién radioinmune de los niveles de tes-
tosterona en plasma en el grupo de 1 mg/kg al dia no dio
ninguna diferencia significativa al compararlos con el
grupo del control de vehiculo (0,016 + 0,008 ng/ml y
0,029 %+ 0,015 ng/ml de error estiandar de la media
("S.E M "), respectivamente).

Para determinar si el tratamiento con el Com-
puesto III-3 era efectivo en el mantenimiento a largo
plazo de la supervivencia de las motoneuronas, se trata-
ron hembras con el Compuesto III-3 (0,5 y 1 mg/kg al dia)
durante el mismo periodo de tiempo PN(1-5) Se sacrificé
a la mitad de los animales del grupo del wvehiculo y de
los dos grupos de tratamiento en PN10 Se mantuvo enton-
ces al resto de los animales sin tratamiento adicional
con el Compuesto III-3 hasta su sacrificio en PN60. Como
se ha observado previamente (Fig 20A), el tratamiento
con el Compuesto ITI-3 daba como resultado un aumento del
70% en la supervivencia de las motoneuronas (Fig. 20B)
Mads ain, el 100% de estas motoneuronas rescatadas eran
i1dentificables morfoldbgicamente 55 dias después del dtlti-
mo tratamiento con el Compuesto III-3 (Fig 20B) 1la in-
hibicién por el Compuesto III-3 de la muerte de las moto-
neuronas durante el periodo neonatal permitia la supervi-
vencia de las motoneurcnas hasta la vida de adulto

A pesar de la clara demostracién y de los
efectos devastadores de la pérdida de neuronas motoras en
las enfermedades humanas de adultos, tales como la escle-
rosis lateral amiotré6fica, las neuronas motoras del adul-
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to en la mayor parte de los modelos animales de lesidén de
motoneuronas son resistentes a la muerte. Sin embargo, la
lesién axonal si resulta en cambios morfoldgicos (Oppen-
heim y col , antes citado), asi como bioquimicos (Oppen-
heim y col., antes citado, Rende y col , J Comp Neu-
rol , 1992, 319, 285-298, aqui incorporada como referen-
cla en su totalidad, Chiu y col , J Comp Neurol , 1993,
328, 351-363, aqui incorporada como referencia en su to-
talidad) en las motoneuronas de adultos que pueden imitar
el cambio degenerativo que precede a la muerte en moto-
neuronas enfermas y en degeneracién Un ejemplo de este
tipo de cambio se produce como resultado de la axotomia
del nervio hipogloso, que inerva la lengua La transec-
cién unilateral de este nervio en la rata adulta daba lu-
gar a la pérdida del 95% de las neuronas motoras hipogléd-
sicas inmunorreactivas a ChAt en el nicleo 1psilateral
después de 7 dias (Chiu y col , NeuroReport, 1994, 35,
693-696, aqul incorporada como referencia en su totall-
dad) La pérdida de inmunorreactividad a ChAT no era per-
manente Cuatro semanas después de la axotomia, el 100%
de las motoneuronas habjian recuperado los niveles control
de inmunorreactividad a ChAT (Borke y col., J Neurocy-
tol , 1993, 22, 141-153, aqui incorporada como referencia
en su totalidad) La inmunorreactividad a ChAT en las
neuronas motoras hipoglésicas contralaterales no estaba
afectada (Chiu y col , antes citado) (Fig 21 y Tabla 5)
Cuando se aplica en Gelfoam™ al extremo
proximal del nervio hipogloso, el Compuesto III-3 atenua-
ba de forma dosis-dependlente la reducciédn de la inmuno-
rreactividad a ChAT en las motoneuronas hipoglésicas 1p-
silaterales valorada 7 dias después de la axotomia La
dosis méximamente efectiva (50 pg) daba lugar a un 40%
mis de neuronas motoras inmunorreactivas a ChAT en compa-
raciébn con el control no tratado axotomizado (Fig 21B y
Tabla 5) Habia una dependencia de la dosis en forma de

i
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campana tanto con la dosis inferior como con la superior,
dando lugar a una mayor Ssupervivencia que en el control
no tratado, pero menor que la conseguida a 50 ug Como
era clerto con el modelo SNB, no hubo pérdida de peso
asociada, mortalidad o daflos tisulares macroscbdpicos en
estos animales a ninguna de las dosis estudiadas

En tres modelos independientes de degenera-
c16n de motoneuronas in vivo, el Compuesto III-3 demostréd
actividad neuroprotectora en la PCD regulada por el de-
sarrollo de las motoneuronas de la médula espinal lumbar
en embraiones (Flg 19), en la muerte sensible a andrdge-
nos de las motoneuronas SNB postnatales (Fig. 20) y en la
pérdida inducida por axotomia de un marcador funcicnal,
la ChAT, en neuronas motoras hipoglésicas de adultos
(Fig 21 y Tabla 5) El Compuesto III-3 era eficaz cuando
se administraba periféricamente por inyeccién SC, cuando
se aplicaba localmente al extremo del corte de un nervio
o cuando se depositaba directamente sobre la membrana co-
riocalantoidea del embrién de pollo Contrariamente a la
molécula parental K-252a, el Compuesto III-3 era aproxi-
madamente cinco veces mds potente en la mediacién de la
supervivencia en cultivos enriquecidos en motoneuronas
(datos no mostrados) y no exhibia actividad inhibitoria
frente a la tirosina kinasa trkA y varlas serina treonina
kinasas (Maroney y col , antes citada, Kaneko y col , J
Med Chem , 1997, 49, 1863-1869, aqui 1incorporada como
referencia en su totalidad)

V /4
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Tabla 5
Efecto del Compuesto III-3 scbre la inmunorreactividad a
la colina acetiltransferasa en motoneuronas hipoglésicas

axotomy.zadas
Motoneuronas positivas a ChAT
Tratamiento | n | Experimental/control % Media/Grupo_
Vehiculo 2 20/544 3,68 4,01
19/437 4,35
3,6 pg ITI-3| 2 55/420 13,10 12, 84*
72/572 12,59
25 ug III-3 | 2 95/597 15,91 19,01+
142/642 22,12
30 pg ITI-3 § 2 188/484 38,684 41,34*
278/637 43,85
100 ug ITI-3| 4 465/920 50, 54 32,61*
235/784 29,98
178/770 23,12
182/679 26,80
20 pg III-3 | 2 99/461 21,48 24,96*
159/559 28,44
simulacro de| 2 350/335 104,48 101,24
operacién
292/298 98, 00

Se afladié el Compuesto III-3 o el vehiculo en
espuma de gel al extremo proximal del nervio hipogloso
inmediatamente después de su transeccién Al cabo de 7
dias, se sacrificé a los animales y se les secclond se-
riadamente a través del nGcleo hipogloso y se inmunotifid
cada quinta secciédn con anticuerpos anti-ChAT Se hicile-
ron los recuentos de neuronas positivas a ChAT en los la-
dos ipailateral {experimental) y contralateral (control)
del nicleo.

* p<0,05, estadisticamente significativo en

"z
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comparaclién con los animales tratados con el wvehiculo
control
Un inhiblidor de la ruta MLK-3 demuestra eficacia in vivo
y bloguea los fendmenocs de fosforilacidn aguas debajo de
MILK-3 en el modelo MPTP

Se administré MPTP a una dosls (40 mg/kg) que
produce pérdida de los terminales dopaminérgicos del es-
triado y los cuerpos celulares en la substancia nigra se
usdé tirosina hidroxilasa como marcador para los termina-
les de los nervios dopaminérgicos en la substancia nigra
El Compuesto III-3 administrado sistémicamente atenuaba
la pérdida de neuronas inmunorreactivas a la tirosina hi-
droxilasa en la substancia nigra después de la lesidn en
MPTP (Fig 22A, Saporito y col , 1999) Como el Compuesto
III-3 es un conoclido i1nhibidor de MLK-3, se midid la ac-
tivacién de un substrato aguas debajo de MLK-3 en ratones
tratados con MPTP Se midieron los niveles de MKK4 fosfo-
rilada usando un anticuerpo especifico de fosfo-MKK4 (New
England Bilolabs, Beverly, MA) que reconoce la forma mono-
fosforllada de MKK4 por inmunotransferencia (Fig. 22B) o
por ELISA (Fig. 22C) La administracié4n de MPTP elevaba
los niveles de MKK4 fosforilada en la substancia nigra en
hasta 5 veces por encima de los niveles control (Fig
22B) Se producian picos de elevaciones a las 4 h de la
administracidén de MPTP y coincidian con los niveles pico
en el SNC de MPP* La fosforilacién de MKK4 mediada por
MPTP era atenuada por pretratamiento con l-deprenilo, lo
que i1ndica que estos sucesos de fosforilaciédn estaban me-
diados por MPP* (Fig. 22C) Mas atn, la fosforilacidn de
MKK4 era parcialmente inhibida por pretratamiento con el
Compuesto III-3 a una dosis (1 mg/kg) que produce protec-
cién frente a la pérdida dopaminérgica nigroestriada in-
ducida por MPTP (Fig 22C) Estos datos demuestran que
MPTP (MPP') activa MKK4, un substrato aguas debajo de
MLK-3 Mids afn, estos datos demuestran que un conocido
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inhibidor de MLK-3 inhibe la activacidén de esta ruta de
kinasa in vivo.
Ejemplo 37 Inflamacién
Induccién de IL-1 y TNF-a por LPS en células THP-1 y
efecto de los indolocarbazoles y de los pirrolocarbazoles
sobre su lnduccidn
Se eligieron células del sistema inmune, ya que muchas
kinasas estédn implicadas en la regqulacién de numerosas
funciones inmunolégicas, por ejemplo la induccién de la
sintesis de citokinas y la induccién de una respuesta
biolégica de las catokinas Una publicacidtn reciente
{Hambleton y col , Proc Natl Acad Sci USA, 1996, 93,
2774-2778, aqui incorporada como referencla en su totali-
dad) mostraba que el tratamiento de lineas celulares de-
rivadas de monocitos con LPS causaba una répida activa-
clén de la actividad JNK Cuando los monocitos entran en
contacto con endotoxinas bacterianas, tales como el lipo-
polisacarido (LPS), producen las citokinas inflamatorias,
IL-1 y TNF-a La inhibicién de la producciédn de estas dos
citokinas puede ser un tratamiento ttil de ciertos tras-
tornos inflamatorios del sistema inmune Estas ciltokinas
pueden ser facilmente medias por kits comerciales de ELI-
SA Diseflamos experimentos para determinar (1) si los in-
dolocarbazoles y los plrrolocarbazoles fusionados pueden
inhibir la sintesis de IL-1 y TNF-a en nuestra linea de
células monociticas THP-1, (2) sl JNK se activa por LPS
en células THP-1 y (3) si1 la activacién de JINK por LPS
puede resultar inhibida por indolocarbazoles y pirrolo-
carbazoles fusionados
Procedimientos experimentales

Se hicleron crecer células THP-1 en medio
RPMI 1640 suplementado con 10% de suero bovino fetal Se
comprd el LPS (E coli serotipo 0111l B4, extraido con
TCA) a sigma y se disolvié en PBS Se compraron los kits
ELISA para determinar IL-1 y TNF-a a Boehringer-Mannheim

4
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Y Se realizaron los ensayos en medio de cultivo de THP-1
segin las directrices del fabricante Se obtuvieron cur-
vas estAndar segiin las directrices con cada ensayo

Se llevaron a cabo los experimentos en placas
de cultivo de 12 poclllos con 1 6 2 ml de células THP-1 a
4x10° células/ml Se 1ndujeron IL-1 y TNF-a mediante la
adicidén de LPS al medio de cultivo y se recogidé el medio
a varios tiempos después para el ensayo de citokinas Se
retiraron las células por centrifugacién y se congelaron
los sobrenadantes a -70°C hasta su estudio Para minim:-
zar los costes, se realizaron los experimentos en culti-
vos por duplicados y se reunieron los sobrenadantes du-
Plicados tras la centrifugacién Cada sobrenadante junta-
do fue estudiado por duplicado Se diluyeron soluciones
stock de indolocarbazoles y pirrolocarbazoles fusionados
en 100% de DMSO hasta las concentraciones deseadas en me-
dio que contenia un 10% de suero bovino fetal o en medio
que contenia 0,5 mg/ml de BSA A menos que se 1ndique
otra cosa, los compuestos fueron afiadidos a las células
THP-1 1 h antes de la adicién del LPS

Se realizaron los ensayos para la activadad
JNK después de i1nmunoprecipitar la proteina JNK de un ex-
tracto de células THP-1 lisadas La pella de células THP-
1 fue lisada sobre hielo durante 15 min en 500 pl de
tampén Frac (Tras-HCl1 10 mM, pH 7,5, NaCl 50 mM, pirofos-
fato de sodio 30 uM, 1 mg/ml BSA, 1% de Tritén-X-100) Se
centrifugd el extracto durante 10 min a 14K y se afiadie-
ron 5 pl de anticuerpo JNK (Santa Cruz) al sobrenadante
Se rotd el extracto durante 60 min. a 4°C, se afiadieron
75 pl de proteina A Sepharose (20% p/v en Frac) lavada y
se roté el extracto durante otros 30 min para unir el
complejo de anticuerpo a la proteina A Sepharose Se lavd
dos veces la proteina A Sepharose con tampén Frac y una
vez con Hepes 20 mM, pH 7,6, MgCl; 20 mM, DIT 2 mM y se
incubdé luego durante 15 min a 30°C en 30 pul de tampdn de

A
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kinasa (Hepes 20 mM, MgCl: 20 mM, DTT 2 mM, 1 ug de c-jun
recombinante y ATP-y-32P 2 uM, 2 uCi. Se finalizé la reac-
cién por adicidn de 10 pl de tampén de carga de gel SDS
4x, se calent$ durante 3 min a 80°C y se analizaron las
proteinas en un gel de SDS al 10% Se sect el gel, se ex-
puso a una placa de Phosphorimager y se analizaron las
bandas radiactivas en un Phosphorimager

Los resultados de los experimentos iniciales
indicaron que el LPS a 2 ug/ml daba el rendimiento maximo
de IL-1 y se usd esta concentracién de LPS en todos los
experimentos a partir de ahi Se determiné el tlempo ma-
x1mo tras la adicién de LPS para obtener el rendimiento
maximo de las citokinas tomando alicuotas de medio para
ensayo a diversos tiempos tras la adicién de LPS El pri~
mer experimento indicd que tanto IL~-1 como TNF-a alcanza-
ban un méximo rendimiento a mencs de 5 h después de la
adicidén de LPS. Como el tiempo de recogida mas temprano
fue de 2,4 h en el primer experimento, se realizdé un se-
gundo experimento comenzandoc las recogidas de medio a los
15 de la adicidén de LPS Los resultados de este experi-
mento, donde sb6lo se estudiaba el TNF-a, mostraron que
alcanzaba un rendimiento méximo a las 3 h de la adicidén
del LPS No se halldé TNF-a significativo en el medio has-
ta los 90 min. después de la adiciédn de LPS

El rdpido alcance del rendimiento maximo in-
dicaba una muy estrecha regulaciétn de la sintesis de las
2 citokinas -raplda sintesis y répida regulacidén a menos
Se trataron cultivos de células durante 30 min antes de
afladir LPS con Actinomicina D, un inhibidor de la sinte-
815 de ARN, o con cicloheximida, un inhibidor de la sin-
tesis proteica. Se recogid medio 3 h después de la adi-
cién de LPS y se estudié el TNF-a Se requiere la sinte-
818 tanto de nuevo ARN como de nueva proteina para la in-
duccién del TNF-a, ya que no se halld TNF-a en el medio
de células tratadas con cualquiera de los inhibidores Se

/6
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realizaron los siquientes experimentos para determinar si
el Compuesto III-3 inhibaria la inducciédn de IL-1 y TNF-
a El Compuesto III-3 i1nhaibia la induccidn tantc de IL-1
como de TNF-a, con valores de CIsyo de 267 nM y 139 nM,
respectivamente Los resultados de estos experimentos
fueron obtenidos con células en medio que contenia un 10%
de suero fetal bovino Como los ensayos con tejido de mé-
dula espinal y tejido de cerebro anterior basal para la
actividad neurotréfica de los compuestos son llevados a
cabo en medio libre de suero (500 pug/ml de BSA), era in-
teresante determinar los valores de la CIsp para la in-
hibicién de IL-1 y TNF-a en medio libre de suero Cuando
se trataron células THP-1 con Compuesto 1III-3 en medio
libre de suero (500 upg/ml de BSA), la CIsy se redujo 10
veces, desde 269 nM hasta 23 nM A menos que se indique
algo diferente, todos los experimentos realizados a con-
tinuacién fueron realizados en medio libre de suero La
inhibicidén por el Compuesto III-3 de la ainduccibébn de IL-1
y TNF-a en células THP-1 sugiere que el Compuesto III-3
podria ser 1Util como agente terapéutico en el tratamiento
de condiclones patolégicas causadas por la producciédn de
cantidades superiores a las normales de estas citokinas.
El shock séptico es una de tales condiciones El shock
séptico estd causado por el crecimiento de bacterias gram
negativas en la circulacién, que, a su vez, liberan gran-
des cantidades de la endotoxina, el LPS El LPS estimula
entonces primariamente a los monocitos y a los macréfagos
para producir grandes cantidades de IL-1 y de TNF-a, que
producen entonces una lesidn tisular masiva y en muchos
casos la muerte

Se estudiaron vario0s compuestos en cuanto a
su capacidad para lnhibir el TNF-a y se compararon con la
capacidad para inhibir la JNK Los resultados son mostra-
dos en la Tabla 6

"N
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Tabla 6
Células THP-1 MLK3 sobreexpresada
en células Cos?
Compuesto | TNF-a CIso nM| JNK % Inh JNK % Inh
500 nM 500 nM

ITI-1 49,5 93,5 83,8
I1I-3 29 93 94
I-2 >5 000 78,5 85
I-3 366 80,5 93,7

I-4 15,5 79,5 95

I-5 514 B89 97,2

I-6 817,5 77,5 57,8

I-7 1 009 74 85,5
III-4 462,5 81 66
ITI-5 4 84,5 96
III-7 590,5 11,5 54
III-8 11,5 51 94
III-10 4 298 48 59
I-10 4 500 62 94
I-11 6686 51 92,5

Efecto del Compuesto III-3 sobre la induccién de IL-2 en
células Jurkat

Se llevaron a cabo experimentos para determi-
nar s1 el compuesto III-3 inhibia la induccién de IL-2 en
células Jurkat
Procedimientos experimentales

Se hiclieron crecer células Jurkat en medio
RFMI 1640 suplementado con 10% de suero bovino fetal E1
TNF-a era de Promega y los anticuerpos anti-CD3 y anti-
CD28 eran de Pharmigen Se realizaron los experimentos
Jurkat en 200 pl en una placa de 96 pocillos. Se midid la
IL-2 con un kit de ELISA comprado a Boehringer-Mannheim.
Se dejd que los anticuerpos para CD3 y CD28 se unieran al

/E
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plastico de la placa de 96 pocillos (18 h en PBS) antes
de afiadir las células Jurkag. Se trataron las células con
los compuestos 1 h antes de afladirlas a la placa revesti-
da de anticuerpos Se usaron los anticuerpos para CD3 y
CD28 para activar los receptores de las células T e indu-
cir la IL-2. Se liber6 IL-2 de las células Jurkat entre 6
h y 24 h después de la iniciacién de la inducciébn (Fig
23A) No se produjo IL-2 constitutivamente (fig 23A
CNT) Se determindé a continuacidén el efecto del Compuesto
III-3 (1 h de tratamiento con Compuesto III-3 antes de la
induccién) sobre la induccién de IL-2 (Fig 23B) Una
concentracién de Compuesto III-3 de 500 nM inhibia la in-
duccién de IL-2 en mAs del 80% (Fig 23B) Se realizé un
experimento de dosis-respuesta mas extenso con el Com-
puesto III-3 y el Compuesto I-4, el cual dio valores de
Clsp de 139 nM para el Compuesto III-3 y de 207 nM para
el Compuesto I-4 (Fig 23C)

Se pretende que cada una de las patentes, so-
licitudes y publicaciones impresas citadas en este docu-
mento de patente queden aqui incorporadas a modo de refe-
renclia en su totalidad.

Como los expertos en la técnica apreclaran,
se pueden hacer numerosos cambios y modificaciones en las
realizaciones preferidas de la invencién sin desviarse
del espiritu de la invencién. Se pretende que todas esas
variaciones queden dentro del alcance de la invencibn

V&
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REIVINDICACIONES

l. Un método para identificar un compuesto
it1l en el tratamientc de la neuropatia periférica del
SIDA, consistente en poner en contacto una célula o ex-
tracto celular que contiene una proteina kinasa de linaje
miltaple con un compuesto y determinar si dicho compuesto
reduce la actividad de dicha proteina kinasa de linaje
mdltiple

2 El método de la reivindicacién 1, donde
dicha proteina kinasa de linaje miltiple es selecclonada
entre el grupoc consistente en kinasa 1 de linaje malti-
ple, kinasa 2 de linaje miltiple, kinasa 3 de linaje mil-
tiple, kinasa portadora de cremallera de leucina, kinasa
portadora de doble cremallera de leucina y kinasa 6 de
linaje mdltiple

3 El método de la reivindicacién 2, donde
dicha actividad proteica es determinada midiendo la acti-
vidad o el estado de fosforilacidédn de un substrato de di-
cha proteina, donde dicho substrato es seleccionado entre
el grupo consistente en JNK1, JNK2, JNK3, ERKl, ERK2,
p36a, p38B, p38y, p385, MEK1, MEK2, MKK3, MKK4 (SEK1)
MEKS, MKK6, MKK7, jun, ATF2, EILKl y el homSlogo en mami-
feros de AEX-3.

4 El método de la reivindicacién 2, donde
dicha actividad proteica es determinada midiendo la acti-
vidad de un substrato de dicha proteina, la cantidad de
un substrato de dicha proteina o el ARNm codificante de
dicho substrato de dicha proteina

5 Un método de tratamiento de la neuropatia
periférica del SIDA, consistente en administrar a un
humano un compuesto que inhibe una proteina kinasa de 1li-
naje miltiple en una sal o diluyente farmacéuticamente
aceptable

6 El método de la reivindicacién 5, donde
dicho compuesto tiene la férmula

/29
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B y anillo F, de manera independiente y cada
uno junto con los atomos de carbono a los que
estan unidos, forman
un anillo aromAtico carbociclico de 6
miembros insaturado en el que uno a tres
adtomos de carbono pueden estar substitui-
dos por atomo(s) de nitrdgeno, o
un anillo aromAtico carbociclico de 5
miembros insaturado, en donde
0 bien un adtomo de carbono estad subs-
tituido con un atomo de oxigeno, ni-
trégeno o azufre,
o bien dos atomos de carbono estan
substituldos con un a&tomo de azufre y
uno de nitrégeno o un &tomo de oxige-
ne y uno de nitrégeno,
Al y A? representan juntos O y B' y B? repre-
sentan juntos O,
R' es H, alquilo de 1 a 4 carbonos (inclusi-
ve), arllo, arilalquilo, heteroarilo y hete-
roarilalquilo, C(=0)R?, donde R’ es alquilo
d3 1-4 carbonos (inclusive) o arilo, preferi-
blemente fenilo o naftilo, -OR'°, donde R!° es
H o alquilo de 1 a 4 carbonos (inclusive), -
CO-NH2, -NR'RY, -(CH:;).NR'R®, donde n es de 1 a
4 (inclusive), o -O(CHz).NR'R?, y donde
o bien R’ ¥y R’ son cada uno indepen-
dlentemente H o0 alquilo de 1 a 4 car-
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bonos (inclusive),

o bien R’ y R® se combinan entre si

para formar un grupo de unién de fér-

mula general - (CHa).-X'-{CH2),-, donde

X' es O, S o CHz,
Rz es H, -S02Rs, -CO2Ry, -CORg, alquilo de 1 a
8 carbonos (inclusive), alquenilo de 1-8 car-
bonos (inclusive), preferiblemente un alque-
nilo de 1-4 carbonos (inclusive), o alquinilo
de 1~-8 carbonos (inclusive), preferiblemente
un alquinilo de 1-4 carbonos (inclusive), o
un monosacarido de 5-7 carbonos (inclusive)
donde cada grupo hidroxilo del monosacérido
estd Independientemente 8in substituir o
substituido por H, alquilo de 1-4 carbonos
(1nclusive), alquilcarboniloxli de 2-5 carbo-
nos (inclusive) o alcoxi de 1-4 carbonos (in-
clusive), ¥y

o blen cada alquilc de 1-8 carbonos (in-
clusive), alquenilo de 1-8 carbonos (inclusi-
ve} o alquinilo de 1-8 carbonos (inclusive)
estd sin substituir,

o bien cada alquilo de 1-8 carbonos (in-
clusive), alquenilo de 1-8 carbonos (inclusi-
ve} o alquiniloc de 1-8 carbonos (inclusive)
estd 1ndependientemente substituido por 1-3
arilos de 6-10 carbonos (inclusive), preferi-
blemente fenilo o naftilo, heterocarilo, F,
cl, Br, I, -CN, -NO,, OH, -OR®, -0(CH,).NR'R®,
-OCOR®, -OCONHR?, O-tetrahidropiranilo, NHa,
-NR'R®, -NR!°COR®, -NR'°CO,R®, -NR!°CONR'R?, -
NHC- (=NH)NHz, -NR!°so,R®, -S(0),R!!, donde R
es H o alquilo de 1-4 carbonos, arilo de ¢—19
carbonos, preferiblemente fenilo o naftilo, o
heterocarilo e y es 1 6 2, -SR!, -CO.RY, -CON-
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R'R®, -CHO, COR’, -CH;OR’, -CH=NNR'R!Z,
-CH=NORY, -CH=NR’, -CH=NNHCH (N=NH)NHz;, -SO;N-
R?R*?, PO(OR'), o OR', donde R es el resi-
duo de un aminocadclido después de eliminar el
grupo hidroxilo del grupo carboxilo, y o bien

R'? y R!® son independientemente H, alqui-
lo de 1-4 carbonos (inclusive), arilo de 6-10
carbonos, preferiblemente fenilo o naftilo, o
heteroarilo, o bien

R'? y R?® se combinan entre si para formar
un grupo de uniédn, preferiblemente - (CHz)z2—X;-
(CHz) 2,
cada uno de Ry, Ry, Rs ¥ Rg son independiente-
mente H, arilo, preferiblemente un arilo de
6~-10 carbonos (inclusive), mas preferiblemen-
te fenilo o naftilo, heterocarilo, F, Cl, Br,
I, -CN, CF3, ~NOz, OH, -ORy, -0O(CHz),NR1Rs,
-OCOR?, -OCONHR®?, NH;, -CH,OH, —-CHOR'¢, -NR'R®,
-NR'COR?, -NR'°CONR’R®, -SR', -S(0)yR'!, donde
y es 1 6 2, -CO:R?, -COR?, -CONR'R®, -CHO,
-CH=NOR'*, -CH=NR?, ~-CH=NNR!'R'2, - (CH2).SR%
donde n es un nimero entero de 1-4 (inclusil-
ve), -(CHz)aS(0)yR?, -CH;SR'®, donde R!® es al-
quilo de 1-4 carbonos (inclusive), -CH,S5-
(0)yR!, -(CH:).NHR'Y, alquilo de 1-8 carbonos
(1nclusive), preferiblemente alquilo de 1-4
carbonos (inclusive), alquenilo de 1-8 carbo-
nos (inclusive), preferiblemente alquenilo de
1-4 carbonos (inclusive), alquinilo de 1-8
carbonos (inclusive), preferiblemente alqui-
nilo de 1-4 carbonos (inclusive), y o bien

cada alquilo de 1-8 carbonos (inclusive),
alquenilo de 1-8 carbonos (inclusive} o al-
quinilo de 1-8 carbonos (inclusive) estd sin
substitulr,
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0 bien cada alquilo de 1-8 carbonos (in-
clusive), alquenilo de 1-8 carbonos (inclusi-
ve) o0 alquinilo de 1-8 carbonos (inclusive)
estd 1ndependientemente substituido como se
ha descrito antes en d)2),

X es o0 bien

un alquileno no substituido de 1-3 carbo-
nos (inclusive), o bien

X es un alquileno de 1-3 carbonos (inclu-
sive) substituido por un grupo R?, prefe-
riblemente OR!°, -SR'°, R!®’, donde R!° es un
alquilo de 1-4 carbonos (inclusive), feni-
lo, naftilo, arilalquilo de 7-14 carbonos

(rnclusive), preferiblemente bencilo, o

bien

X es -CH=CH-, ~-CH(OH)-CH(OH)-, -0O-, —-S-,

-S(=0)-, -S(=0)2-, -C(R'),-, -C(=0)-, -C-

(=NOR'!)-, -C(OR™) (R')-, -C(=0)CHR'S-, -CH-

R*®*C(=0)-, -C(=NOR')CHR'S-, CHR'SC(=NOR")-,

-CHpZ2-, -Z-CHy-, -CH2ZCHz-, donde 2Z es

C (oRY) (R™), 0, S, C(=0), C(=NOR') o NR!,
o
Al y A? juntos son cada uno independientemen-
te H, H, H, -ORY, H, -sR'Y, H, -N(R'Y),, o
juntos representan =S o =NR!!, B' y B? repre-
sentan juntos O, y cada R}, R?, R}, R!, R%, R®
Yy X son como se ha definido antes,

o

A! y A? juntos representan O y B! y B? juntos
son cada uno independientemente H, H, H,
-or!', H, -SR!, H, -N(R!);, o juntos repre-
sentan =S o =NR', y cada R!, R? R3 R% RY,
R® y X son como se ha definido antes

7 El método de la reavaindicacibn 6, donde

Ay, A2, Ry, R3y;, R, Rs ¥y R son H, B; y B; juntos represen-

128



10

15

20

25

117

tan O, R; es CH,CH,OH, y X es CHa.

8 El método de la reivindicacidn 5, donde

dicho compuesto tiene la fé4rmula

donde

el anillo B y el anillo F, de manera indepen-
diente y cada uno junto con los Atomos de
carbono a los que estédn unidos, son seleccio-
nados entre el grupo consistente en
a) un anillo aromatico carbociclico de 6
miembros lnsaturado en el que 1 a 3 aAto-
mos de carbono pueden estar substituldos
por atomos de nitrégeno,
b} un anillo aromatico carbociclico de 5
miembros insaturado, y
c) un anillo aromatico carbociclico de 5
miembros insaturado, en donde
1) o bien un &tomo de carbono esta
substituido con un atomo de oxigeno,
nitrégeno o azufre,
2) o bien dos Atomos de carbono estéan
substituidos con un a&tomo de azufre y
uno de nitrégeno, un atomo de oxigeno
Y uno de nitrégeno o dos Aatomos de
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nitrdgeno,
3) o bien tres Atomos de carbono es-
tén substituidos con tres atomos de
nitrégeno,

R!' es seleccionado entre el grupo consistente

en

a) H, alquilo substituido o no substitui-
do de 1 a 4 carbonos, arilo substituldo o
no substituido, arilalquilo substituido o
no substituido, heteroarilo substituldo o
no substituido o hetercarilalquilo subs-
tituido o no substituido,
b) -C(=0)R’, donde R® es seleccionado en-
tre el grupc consistente en algquilo, ari-
lo y heterocarilo,
c) -OR!, donde R! es seleccionado entre
el grupo consistente en H y alquilo de 1
a 4 carbonos,
d}) -C(=Q)NHz, -NR'R'?, -(CHp) NR'R'?,
- (CHz) g0-R'®, -~O(CH;),0R'® y -0(CHz) NR!'R'?,
donde p es de 1 a 4 y donde
1} o bien R y R'? son cada uno inde-~
pendientemente seleccionados entre el
grupo consistente en H y alquilo de 1
a 4 carbonos,
2) o bien R! y R? forman juntos un
grupo de unién de férmula - (CHz)~X'-
(CHz) -, donde X' es escogido entre el
grupo consistente en -0-, -S- y -CHp-

r

R? es escogido entre el grupo consistente en

H,

alquilo de 1 a 4 carbonos, -OH, alcoxi de

1 a 4 carbonos, -OC(=0)R?, -OC(=0)NR!R!?, -0~
(CHz) pNRMR'?, -0(CH;)oOR'®, arilalquilo substi-
tuido o no substituido de 6 a 10 carbonos y

/%
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heterocarilalquilo substituido o no substitui-

do,

R}, R', R®* y R® son cada uno 1ndependientemen-~
te seleccionados entre el grupo consistente

en

a) H, arilo, heterocarilo, F, Cl, Br, I,
—-CN, CFs, -NO2, -OH, -OR®, -0(CH:) NR!'R'?,
-0C- (=0)R?, -0OC(=0)NR*R’, -OC (=0)NR!'R!?,
-0 (CHz) sOR!?,  -CH0RY®, -NRYR!?, -NR!s-
(=0)2R’, -NR'°C(=0)R’,
b) -CH:OR', donde R es el residuo de un
amino&cido después de eliminar el grupo
hidroxilo del grupo carboxllo,
c) -NR°C(=0)NRYMR*, -CO,R?, -C(=OQ)R%, -C-
(=0) -NR*'R'?, -CH=NOR?, -CH=NR’, - (CH;)pN-
RYMR!?, - (CH;) NHR!' o -CH=NNR’R?, donde RZ
es 1gual a R?,
d)  -S(0)yR*™-(CHz)pS(0)yR?,  ~CH.S(0)yR%,
donde y es 0,1 6 2,
e) alquilo de 1 a 8 carbonos, alquenilo
de 2 a 8 carbonos y alquinilo de 2 a 8
carbeonos, donde
1) cada grupo alquilo, algquenilo o
alquinilo estd sin substituir o
2) cada grupo alquilo, alquenilo o
alquinilo estd substituido con 1 a 3
grupos selecclonados entre el grupo
consistente en arilo de 6 a 10 carbo-
nos, hetercarilo, arilalcoxi, hetero-
cicloalcoxi, hidroxialcoxi, alqui-
loxialcoxi, hidroxialquiltio, al-
coxialquiltio, F, Cl, Br, I, -CN, -
Noz:
~OH, -OR®, -X?(CHp) NRUR!?, -XZ(CH,)pC-
(=0)NRMR'2, -X2(CHy),0C (=0) NR"R!?, -X2-

)27
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(CHz) pCO;R®, -X?(CHz)pS (0} yR®, -X*(CHa)p-
NR!°C (=0) NR'!R!2, -0C(=O)R?, -OCONHRZ,
-O-tetrahadropiranilo, -NR'1R!?, -NR!°-
C (=0) R’, -NR“CO:R’, -NRC (=0) NR“R"Z,
~NHC (=NH) NH,, NR!°S(0),R?, -S(0),R?,
-CO:R?, -C(=O)}NR“R'?, -C(=0)R?, -CH:-
OR'?, -CH=NNR’R®, -CH=NOR?, -CH=NR®,
~CH=NNHCH (N=NH) NH;, -S (=0) ;NR’R*, -P-
(=0) {(OR'%)2, -ORY y un monosacarido de
5 a 7 &tomos de carbono, donde cada
grupc hidroxilo del monosacarido esté
independientemente o bien sin substi-
tuir, o blen substituido por H, al-
quilo de 1 a 4 carbonos, alquilcarbo-
niloxi de 2 a 5 carbonos o alcoxl de
l a 4 carbonos,

X2 es 0, S o NR!?,

R’ y R® son cada uno 1independientemente se-

lecclonados entre el grupo consistente en H,

alquilo de 1 a 4 carbonos, alcoxi de 1 a 4

carbonos, arilalquilo substituido o no subs-

tituldo de 6 a 10 carbonos, hetercarilalquilo

substituido o no substituido, -{CH:) OR!,

- (CHz) OC {=O)NRMR'* y - (CHz) NRR'?2, o R’ y R®

forman juntos o un grupo de unidén de férmula

-CH,-X>-CH;-, donde X? es X? o un enlace,

m y n son cada uno independientemente 0, 1 &

2,

Y es seleccionado entre el grupo consistente

en -0-, -5-, -N(RY)-, -N*(0") (RY)-, -N(OR!)-

y -CHz-,

Z es seleccionado entre el grupo consistente

en un enlace, -0-, -CH=CH-, -S8-, -C(=Q)-,

-CH(OR!?)-, -N(R}°)-, -N(OR!?®)-, CH(NRMR!?)-,

-C(=0)N(RY")~, -N(R)C(=0)-, -N(S(O),R’)~, -N-
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(S (0) WR"'R'*)-, -N(C(=0)R')-, -C(R'R'®)-, -N'-
(07) (R'®)-, ~CH(OH)~CH(OH)- y —-CH(O(C=0)R®)CH-
(oC (=0)R**) -, donde R™ es igual que R’,
R!® y R!®* son independientemente seleccionados
entre el grupo consistente en H, -0OH, -C-
(=0)R', -0(C=0)R?, hidroxialquilo y -CO,R!°,
R!" es seleccionado entre el grupo consisten-
te en H, alquilo, arilo y heteroarilo,
A! v A? son selecclonados entre el grupo con-
sistente en H, H, H, OR?, H, -SR?, H, -N-
(R)2, y un grupo en el que A' y A? forman
juntos un resto seleccionado entre el grupo
consistente en =0, =S y NR?,
B! y B? son seleccionados entre el grupo con-
sistente en H, H, H, -OR?, H, =-SR?, H, -N-
(R®)2, y un grupo en el que B' y B? forman
Juntos un resto selecclonado entre el grupo
consistente en =0, =S y NR?,
con la condicién de que al menos uno de los pares A! y A?
o B! y B2 formen =0
9 El método de la reivindicacién 5, donde
dicho compuesto tiene la férmula

)

donde
Z1 es Hy 22 es Ho Z; y 2; forman juntos =0,
R; es seleccionado entre el grupo consistente
en H, Cl, CH,S0,CHs, Br, CH2S (CHz) 2NHz,
CHzS (CHz) 2N (CH3) 2, CH2S (CH2) ;2NHn-CHs, NHCONH-
CeHs, NHCONHC:Hs, CH2SC:Hs, CHSCgHs, N({CHj)2,
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CHs, CHz0CONHCHs, NHCO2CHa, CH20Cz2Hs,
CHoN (CH3)2, OH, O-n-propilo, CH=NNH-C (=NH)NH;,
CH=N-N- (CHj) 2, CH:S (CH;) ;NH-n-CH,,
CH,OCH,0CH,CH;, CH2S-([3-(1,2,4-triazina)],
CH2CH2SCH3,

D) e l] el

o) o
Cﬂzs-—t‘jm csr—y T A
i RN g PRI o

Rz es seleccionado entre el grupo consistente
en H, Br, C1, I, CH2S {CH2) 2N (CHs) 2,
NHCONHC,;Hs, CHzSC,Hs, CH20CH20CH,CH;, CHzS[3-
(1,2,4-trlazi-na)], CHCHSCH; y CHO0H,

X es seleccionado entre el grupo consistente
en H, CHOH, CH;NH-SerinaH, CO;CHs, CONHCgHs,
CH,NHCO,CeHs, CHoNHCO2CHj, CH2Na, CONHCHs,
CHNH~Glicina, CON({CH;)a,, -CH;NHCO,-, CONHg,
CONHC3H, CH,NH-Serina, CH2SOCHa, CH=NOH,
CH:NH-Prolina, CH.CH; (2-piridilo),
CH=NNHC (=NH) NHz,  CONH- (CHz)0H, CH=NNHCONH;,
CH20COCHy, ~CHz0C(CHa)20-, CH2SCeHs, CH2S0CgeHs,

/32
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COzn~-hexilo, CONHCHa, CO.{CHz).CHj,

ava{] o ®

Y
5 R es seleccionado entre el grupo conaistente

en OH y OCHj3

10 El método de la reivindicacién 9, donde
2, ¥ 22 son H, X es COCHy y R es OH

11 El1 método de la reivindicacibdn 9, donde

10 2, y 2, son H, X es CO.CHs, R; Yy R son CH2SCH,CHs, Y R es

CH

12 El método de la reivindicacién 5, donde
dicho compuesto tiene la férmula

15
donde
Zy es Hy 2 es Ho Z, y Z; forman juntos =0,
R, es H 0 Br,
Rz es H,
20 Ry es H, CHCH=CH2, CHpCH,CH:0H o
e
Y

R, es H, CH,CH=CH» o CH2CH,CH,CH
25
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METODOS PARA MODULAR PROTEINAS KINASA DE LINAJE MOLTIPLE
Y PARA ESTUDIAR COMPUESTOS QUE MODULAN PROTEINAS KINASA
DE LINAJE MOLTIPLE
RESUMEN

Se presentan métodos para identificar com-
puestos que modulan la actividad de una proteina kinasa
de linaje miltiple y promueven la supervivencia celular o
la muerte celular, consistentes en las etapas de poner en
contacto la célula que contiene la proteina de linaje
miltiple con el compuesto, determinar si el compuesto re-
duce la actividad de la proteina de linaje miltiple y de-
terminar s1 el compuesto promueve la supervivencia celu-
lar Se presentan también métodos para identificar com-
puestos que pueden ser itiles en el tratamiento de tras-
tornos neurodegenerativos y/o de la inflamacién. Se pre-
sentan también métodos para modular la actividad de una
proteina kinasa de linaje miltiple, consistentes en poner
en contacto la proteina o una célula que contiene la pro-
teina con un compuesto indeno o indolo de la invencidn
También se presentan métodos de tratamiento de trastornos
neurodegenerativos y/o de la inflamacién

)52
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<110>

<120>
linaje
<130>

<150>
<151>

<150>
<151>

<150>
<151>

<150>
<151>

<160>
<170>
<210>
<211>
<212>
<213>
<400>
1l
Thr

<210>
<211>
<212>
<213>

<400>

Vi
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1

17

BRT

Homo sapiens
1

Cya Gly Gly Ala Thr Cys Cys Ala Cys Met Gly Ile Gly Ala Tyr Tyr
5

10 15

2

23

PRT

Homo sapiens

2

Gly Gly Ala Ala Thr Thr Cys Cys Ala Trp Ala Gly Gly Ala Cys Cys

1

5 10 15

Ala Ser Ala Cya Arg Thr Cys

20
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<210>
<211>
<212>
<213>

<400>

Cys Gly Gly Ala Thr

1

Gly Ala Tyxr Tyr Thr

Ala

<210>
<211>
<212>
<213>

<400>

Gly Gly Ala Ala Thr

1

Gly Trp Cys Cys Ala Ile Ala Cys Arg Thr Cys Ile Ser Trp
25

<210>
<211>
<212>
<213>

<400>

126

3

33

PRT

fomo saplens

3

5 10

20

4

30

PRT

Homo sapiens

4

5 10

20

5

10

PRT

Homo saplens

5

Mat Glu Glu Glu Glu Tyr Mst Pro Met Glu

1

<210>
<211>
<212>
<213>

<400>

5 10

6

24

ADN

Homo sapiens

gtggctgtgc gggcagctcg ccag
24

<210>
<211>
<212>
<213>
<400>

-
21

ADN

Homo saplens
7

gagaccctgg atctegoeget t

21

<210>

2

Cys Cys Arg Thr Ile Cys Ala Tyr Met Gly Ile

15

Ile Gly Cys Ile Gly Cys Ile Met Gly Ile Ala
25

30

Thr Ile Ala Tyr Ile Gly Gly Ala Trp Ala Ile

15

30
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<211>
<212>
<213>

<400>

1

<210>
<211>
<212>»
<213>

<400>

127

9
PRT
Homo saplens

Met Asp Tyr Lys Asp Asp Asp Asp Lys
5

9

27

ADN

Homo saplens

cggatccgtg acaccagtcg gaacctt

27

<210>
<211>
<212>
<213>

<400>

10

28

ADN

Homo sapliens

10

ggaattcacc agtaagctcc agcacatc

29

<210>
<211>
<212>
<213>

<400>

11

33

ADN

Homo sapiens

11

ataattcgtg ctagcgccag agtctagcecg gtg

33

<210>
<211>
<212>
<213>

<400>

ataagcttcc tcagtgcaag tggatcgege ageccctga

39

<210>
<211>
<212>
<213>

<400>

12

39

ADN

Homo sapiena

12

13

e

PRT

Homo sapiens

13

Asp Tyr Lys Asp Asp Asp Asp Lys
1 5

<210>

14
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<211>
<212>
<213>

69
ADN

<400> 14

Homo sapiena

128

ataaagcttc cagaggccat ggactacaag gacgacgatg acaaggcctg cctccatgaa

acccgaaca
69

15
18
ADN

<210>
<211>
<212>
<213>
<400> 15

gacagggcgg
18

16
563
ADN

<210>
<211>
<212>
<213>

<400> 16
gaattcggea
60

gaaccagcgg
120

ccgetgcecag
180

tgattttgeg
240

tegtgettte
300

ggacatcagc
360

gcaccccaac
420

catggagttt
480

agacatcctg
540

ggcaattgtt
583

<210> 17

Homo saplena

ccggetet

Homo saplens

cgagaggact

gtgggcatct

cccggeggeg

gagctcacct

tggatagggg

cagaccatag

atcattgecc

gctcgtggag

gtgaattgqgg

cccatcatce

cgcaggtgte

tccccagcaa

aggaccccag

tggaagagat

atgaggttgc

agaatgttcg

taagaggggt

gacctttgaa

ctgtgcagat

accgcgacct

cggcgacgag

ctacgtgacc

ttgctacecg

tattggcate

tgtgaaagca

ccaagaggce

atgtctgaag

tagagtgtta

tgccagaggq

taagtccage

ggctggtgga

ccgegeageqg

cccattcagt

gggggctttyg

gctcgeccacg

aagctctteg

gagcccaace

tctgggaaaa

atgaactact

aac

ccgggeaget

ccttectcecag

tgttagaaat

ggaaggtcta

accctgatga

ccatgetgaa

tetgettggt

ggattecccee

tacatgatga
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<211>
<212>

194
PRT

<213> Homo

<400>

Asn Ser
1

Thr Gly
Thr Pro
Pro Ser

50

Leu Thr
65

Arg Ala

Asp Pro

Ala Lysa

Gly Val

130

Arg Gly
145

Asp Ile

Leu His
Ser Asn
<210>

<211>
<212>

17

Ala

Gln

Arg

Cys

Leu

Phe

Asp

Leau

115

Cysa

Gly

Asp

18
10
PRT

<213> Homo

<400>

Asn Asp
1

18

Tyr

saplena

Arg Glu
Leu Asan
20

Ser Ala
Tyr Pro
Glu Glu
Trp Ile

a5

Glu Asp

100

Leu Lys

Pro Leu

Val Asn

165

Glu Ala
180

saplens

Lys Asp

Asp Ser
Gln Arg
Phe Ser
Pro Ile

55

Ile Ile
70

Gly Asp
Ile Ser
Mat Leu
Glu Pro
Asn Arg
150

Trp Ala

Ile Val

Gln
Val
Ser
40

Gln
Gly
Glu
Gln
Lys
120
Asn
Val

Val

Pro

129

Val Ser
10

Gly Ile

Arg Cys

Leu Leu

Ile Gly

Val Ala

Thr Ile
105

His Pro
Leu Cys
Leu Ser
Gln Ile

170

Ile Ile
185

Asp Asp Asp Lys Cya

10

Gly Asp Glu

Phe Pro Ser

Gln Pro Gly

Glu Ile Asp
60

Gly Phe Gly
75

Val Lys Ala

Glu Asn Vval

Asn Ile Ile
125

Leu Val Met
140

Gly Lys Arg
155

Ala Arg Gly

His Arg Asp

Gly
Asn
30

Gly

Phe

Lys

Arg
110
Ala
Glu
Ile

Met

Leu
190

Irp

15

Tyr

Glu

Ala

Val

Arg

Gln

Leu

Phe

Pro

Asan

175

Lys

Trp

Val

Asp

Glu

Tyr

80

His

Glu

Arg

Ala

Pro

160

Tyr

Ser

/57



PG = GRUPO A PROTEGER
)
POLYMERICO DE APOYO

SINTESIS GENERAL DE INDENQPIRROLOCARBAZOLES UNibos 7707, 2

96 FI/TO OM

TTRrUL0SN/LDd

Vil



PREPARACION DE PROTECCION, INDENOPIRROLOCARBAZOLES SOLUBLE

g 4 e0 Olle
@ ¢

TsOH, Tolueny
R4

|
%‘IS’ 0 (mms-c)

Et N, DMF

sz/v

9ESr1/T0 OM

LI/TT/10SN/LDd



(9Z 31Ny 133HS 21n111SANS

140

£
o
D = CO0R———— D=CH2OH —— g S g
X0 D = coop 2duedem Om PREPARACION DE INTERMEDIA (V) &
(a) ()4
- 2 D=CH L
(mm—(&dn —— D = CON{OMs)lie Tl DONDE Z ES UN ENLAZE
()
BC. RS Ozonol sis
() nj‘;"_)(on' " /(cn%:/m g")(onf 'GY ~
X 4 —  (CEJn (CHn  pp 0 BB
(Cm CHy N w oy v —
- m 0 b e ™
= = l(ehl R’m' '
T o e g, am B, ABR R
@ CH, 0K R0 1) Base R_0 0oF,R0 (3axvD) o
BN (@™ 2 ommirs T . e
(xx) (xxm) (Cﬂg)m\z /(cn.)n [as tn (a) abowe]
X = halogeno-0Ts, —OMs, ~0Tf (xem)
RO op B ¢ E .
@ XA+ m G B-Y 3
(mm(m/r)m () (‘:ﬂz)m\z /((c;'))“ %
X = halogeno Z = NR® NCOR®, NCO,R®, NSO,R®, E = D or CH(RB)OH g

~0Ts, —OMs, ~OTf 8, 0, 0C(=0)-, NR10C(=0)



(9z 371NY) 133HS FLNLUSENS

G 6

PREPARACION DE INDENOPIRROLOCARBAZOLES UNIDOS

96 +1/T0 OM

TT/FL/N0SN/LOd

19/




(9z 31NY) 133HS 3LNLUSENS

G 7

PREPARACION DE INDENOPIRROLOCARBAZOLES UNIDOS " :

METODO B

K= GR::,QA PROTEGER o8 (m
vt o () (T

cz/L

€ I/TO OM

TRIUL0SN/LDd

e



{9z 3nY) L34S 31NLILSENS

]/¢3

£
°
g
5
G & o
PREPARACION DEL ANILLO B - INDENOPIRROLOCARBAZOLES
SUSTITUTQS UNIDOS
2
N
(3]
i
|
-
3
(=
z
5 i
- '



(sz 31ny) 133HS 31n1l1sans

‘1 & AF“Q. B, & B.=°
or
A kA=0, B &BrHe

G 9

DERIVATIZATION DEL ANILLO E DE
INDENOPIRROLOCARBAZOLES UNIDOS

DuS0, NaCN

cz/6

9EYFI/T0 OM

CIRTU10SN/LDd

Wy




{9z 371NY) L33HS ALNLUSENS

CONTROL PORCENTAJE DE NGF

150

=3

-NGF
+NGF

* ESTADISTICA DIFERENCIA SIGNIFICATIVA ENTRE EL CONTROL
Y DN-MLK-3 EN LA AUSENCIA DE NGF
2-tal anali

sis)

(p<0 06 T—test

gz/0lL

96y F1/T0 OM

CTBHT/IOSTI/LDd

s~



K6

PCT/USU1/24822

WO 02/14836
11/25
o o
= 3 3
B & ¢ a
m e K S
S
N JEN + TN TW-LSD C e
£ D FT-LSD ﬂ i w*
& N ETTROVI f.%ﬁ
exwove « ¥ < £
JE + 100D i =
1oou0)
aaN
& &
M ~
T s
b % &
x E 84
N N
S

T-SIVNIWYAL VSVNDH £- A VIA s
1"MIS-LSO TYNINYIL VSYND

SXTN-9VIA .,xm.’,, riw

SUBSTITUTE SHEET (RULE 26)



L

WO 02/14536

PCT/USG1/24822
1225
G 12
-
5
~
M
-
® S
ﬂ *
w B °
2 B g
= 3 g
-
,....‘. ..5 .,....nf..h..,"
S @ «— GsTSER
. :

SUBSTITUTE SHEET (RULE 26)



N
50000
2
£ somo
! ] -
n{, 10 16 2 %

[6S7-ME-3 g ), /i

gZ/clL

4%



| 19

G H
m ATADURATOTAL |
TMIK3 / [*B]Ee52a X ATADURA NO ESPECIFICADA
[ © ATADURA ESPECIFICADA
Ky = 060 nM
PR o 4614 CPM
N
5

[*H]x252n, nM



WO 02/14536 PCT/US01/24822

15/25

=1 Control
= 500 nM K252a

MLK-3
K-25ha
wor
8.
-
L
‘J
b
“
< L)
Y
<
e
<
-

150
100
50
0

1onuo) | turjuiey
POPRIY INF %

SUBSTITUTE SHEET (RULE 26)



/57

— 16/25
:
28
83
08
75
—
—
O
N
Sy x
: _m
|
£
o L
e 229 8 8 L
(omeazouy prog)
Lunoy TINt

SUBSTITUTE SHEET (RULE 28)

01

PCT/USU1/24822

02

02

HA-JNK



WO 02/14536

PCT/USIN/24822

17/25
—o— COMPUESTO -3
® NGF 20 NG/ML
s« Ffﬂjﬂ O NO FACTOR
100 7 T
Bo—
¥y
F
80 -
5 ot
:E 40-
Wi,
agzo %
0— |7}/_/ | |
0 01 1 10
COMPUESTO II-3, uM
—e— COMPUESTO II-3
FlG 768 |= Mr 2 x/n
DRC O NO FACTOR
100 T~
80_
ELIE,
-
£ -
&
55 20-
0_ ?/f// ] 1
0 01 1 10

COMPUESTO | T3, uM

SUBSTITUTE SHEET (RULE 26)




1S5
WO 02/14536 PCTIUSD124822
18/25
—e— COMPUESTO II[-3
m CNTF 10 NG/ML
e 7 f.g" b 56’ O NINGUN FACTOR
100 L
7
80
3
;‘§ 80- :
(%]
=
e
[
& E 20 -
B o
0 i
~177 | |
0 01 1 10
COMPUESTO I3, uM
-o— COMPUESTOIII-3S
m MEX 30uM
77t §7 16D O RINGUNFACTOR
100 T—%<
80
gg 60 - }
§ 40-‘
i 20- :
B2 |
llll | f

]
0 01 1 10
COMPUESTO IH-3, uM

SUBSTITUTE SHEET (RULE 26)




PCT/US(1/24822

WO 02/14536

2

19/25

SUBSTITUTE SHEET (RULE 28)




=1
/53

WO 02/14536 PCT/US01/24822

i
o

, o e

Control

"

SUBSTITUTE SHEET (RULE 26)




WO 12/14536 PCT/USO1/24822

S ]
= 1
| G, 19
22 L
EE 00, *p <001
E g *p < 000
L A IR TR TRYRT
Doss, ug/day
100 ()
75 -
7l 204

N{MERO DE SNB
MOTONEURONAS
2
]

vehicle 005 01 06 1
Compound II-S, mg/kg/day

NUMERO DE SNB
MOTONEURONAS

mg/kg
femals  Compowmd M-8 Compound -3
TRATAMIENTO DURANTE PNO-PNS

SUBSTITUTE SHEET (RULE 26)




| WO 02/14536

ChAT+ Motoneuronie
Experimental/Control (%)

22/25

iy
9 NI NS L PR

whie 36 25 60 100 200
Comp -3
(1g)

SUBSTITUTE SHEET (RULE 26)

PCT/USHI/24822

#G 24

I, 218

G 210

s7



WO 02/145836
23/25
Substantia Nigra TH Positive Cell Counts

x 900 =

o "] )
.é \ _— *
JE 250 = 'I:" s ':",. :

a [ » -.j —— -‘q“ Y ..\.;:\.'

E s B YT Loy ™ AR

o v % - .~ , »
:EE ﬂ.-_.-\i' 's-.- “ ¢

C Vehicle 003 08
Dose II-3, mg/kg/day

*| INDICA DIFERENCIAS ESTADISTICAS (P< 0 05) DE MPTP - CONTROLA LOS VEHICULOS

MPTP (hrs)
4 24 48 96

Control

43- -“---—----p_m4

L

43_ e SR e Y Sm e e me MKK4

2=
2 5
238
g
=
0% 24 48 96
Time Post—-MPTP

SUBSTITUTE SHEET (RULE 26)

PCT/USO1/24822

716 224

)58




/59
w0 02/14536 PCT/USO1/24822
24 / 25
NIGRA SUBSTITUTA
MPTP (40 mg/kg)
o ma
-%' E g (mg/kg, sc)
8 £ 3 o1 10 10
|G 2

500
0 ——
E 400 - ]
(17 ]
]
& 300
o
g 200 -
< 100 - :

C V Deprenyl 01 10 100
-3, mg/kg
N=5/group (MPTP)
P <005

ANOVA post-hoc Dunnett's test

SUBSTITUTE SHEET (RULE 26)




/60
WO 02/14536 PCT/USU1/24822
25 /25
« 03
% o 234
0
2
150
FG 278
]
y:
O Comirol 10 100 500 1000
COMPUESTO II-3, nM
o — FG 23
1050
Eg 507 - Cmpd II-3 139 nM
" 25 \ * Cmpd 1-4 207 nM .
0 .
~25 I T I f

0 1 4 3 4
Log (nM) Concentrauon

SUBSTITUTE SHEET (RULE 26)




For recen ing Office use onls

PCT Imematonal Applicsuon No
REQUEST

Imemational Filmg Date

The undersigned requests that the present
Intzrustions| spplication be processed

according to the Patent Cooperntion Treaty Applicant’s or agent's file reference ||

Name of receivmg Office and "PCT Internationa) Apphcation®

fif desireds 112 characvers maximum: CEPH 1437

Bax ho.1 TITLE OF INVENTIONM

METHODS FOR MODULATING MULTIPLE LINEAGE KINASE PROTEINS AND SCREENING COMPOUNDS WHICH MODULATE
MULTIPLE LINEAGE hINASE PROTEINS

Box Mo 11 APPLICANT . T118 pETSON 14 Bls0 InveNtOr

Name and address /Faumh: name folinwnd iy preen mume for o lopel enity: full officd desypuation. The miivers syet Telephone No

swhale povial code and ngme of conmery  Thae comury of s aukdress suecated w this Box o the sl 's Suee (oo cowry)

of resadevy of mv Sionr of resiimee » subicsed beiox; Facsimile No

CEPHALON INC

1435 Brandywine Parkway Teleprnter o

VWest Chester Pennsy lvanis 19380
Apphcmt $ registration No with the

uUs Office J

I State rehar o, cownry s of nationahm us State rer o, amewrys of residence us
This person 1s apphcamt A all designated  __ all denpnawed Sunes except  ___ the United States __ the States indicazed 1
for the purposes of Swies the United States of Amenca of Amenca onh the Supplememal Box
llnx No. 111 FLRTHER APPLICANTS AND/OR (FLRTHER) INVENTORS

Name and address Fuwsh nawer fisflowed by green s for o fegel ey full offical desgmosan  The aulivess snnt This person 1s

anchale povel ¢ ok wed e of cowry  The cosmtry of i oxkiness sudsrstedd o1 this Bux o the applicsst 3 Sxty 110 cinmryy

of resadence if no e of resdence B suliated beion.; applicant onh

MARONEY Anna

96 brook Lane . epphicam and inventor

Media Pennn lvania 19043 N MVeEnior onlh 7 s cherd-Aus

us t muwkedd obs mut fill  edrn, )
Apphicam s regisiraiuon No with the
Office

State frher 1, cuswry) of nationalm State rikas », comwmy of residence

Thispersonisapphicam ___alidesignated  ___ all desipnated Sties except ™ ___ the United States — the Sutes mdicated m
flhepuof _ States the United States of Amenca of Amenica only ___the Supplemental Box

Fi pplicants and/or (further) inventors are indicated on a contimusnion sheet. |

Bex No IV AGENT OR COMMON REPRESENTATIVE. OR ADDRESS FOR CORRESPONDENCE

The person wdemified below 13 hereby /has been appomied to act on behalf
licant(s) before the Imemational Authonues as

Nomes and address  rFomh mawe fSdkrnad by prvn s for @ begad ooy, fiul? efficaal despmation. T wdkdress Telephone No  (215) 568-3100
mnt o fimde pestal code el e of oy

Facaimile No  (219) 568-3439
MILLER Suzanne E. LEGAARD Paul K-

WOODCOCh WASHBURN KURTZ MACKIEWICZ & NORRIS LLP Telepnnter No.
One Liberty Place  46th Floor
Philsdelplie. Pennsylvania 19103 US Agent s registration No. with the Office

— Address for correspondeace Mark th chwck-box where 50 sgent or comeson repressmxuve whes been sppouned and the spece sbove 18 vaed nssd to idica &
mcidrews 1o which correspoadence should be st

Form PCT/RO/101 (first sheery{March 2001 repnint Juh 2001) See Notes 10 the request form

/6/



Sheas No, i

Conln-ﬂn lf llll No. m rumm.-numm m (FUII.'I'IIEII IN\'ENTOI.\

| Name and address Failv e fallowed by grven ame for ¢ lepal enty, full offices! despuoton. The misvess st
meimie possal ende aud rmans of coveury T cosvury of the axldress sudwangd m thex Box 1 vt epplesnt's Siate (14 coumtry) of
rexuience if mo Sy of resadence o usheased below. s

| WALTON hevin M
6 Rock Rudge Dnve

| Old Savbrook. Commecucin 06475
us

Thss person 18
- 2pphcant onlv
— applcam and inventor l

A mvemor only s/ i chrck-bm
o sardesd, do ol fil] o below 4

Applhicant s regisranon No. with
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Bozx MNo. V' DESIGNATION OF STAT Mark the applicable che.  .oxes below ot least one musy be marked

The following designarions sre hevetr made under Role 4 (a)

Reglous! Pameat

XX AP  ARIPO Pawst GH Gamn GM Gambia KE henys. LS Lesotho, MW Malawn, MZ Mazarbeque SD Sudan, SL Swerrs Leone SZ Swaziland TZ
Unuted Republic of Tanxmvia. UG Uganda, ZW Zimbairey and sy other Smte which is a Comracting State of the Harare Pretocol and of te PCT

XX EA Eorusian Patent AM Armenis. AZ Azerbeljen, BY Belarus, hG hyrgyzrm. KZ haxskesn, MD Republic of Moldova. RU Russian Federmtion. TJ
Tejikistan. TM Turkmenstan. and any other Ste wiich is a Contractmg State of the Enrasipn Patent Convention and of the PCT

XX EF Ewvpean Pmem AT Awsma, BE Beipiom. CH & LI Swharriand and Liechtenstzin, €t Cvpris. DE Germany Dh Denmark. ES Spain. F1 Frland. FR
Franee GB Uniwed hingdom, GR Greees 1E Ireland, IT Iy LU Luxembourg, MC Monaco, NL Netherlands. PT Porrugal, SE Sweden. TR Turken
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dempnations which would be permitied under the PCT except any designation(s) indicated 1 the Supplemental Box as being excluded from the
sxope of this sutement. The spplican declares that those addrtional desiguations sre subject to confirmation end that sny designation which 12 net
confirmed before the expiration of 13 months from the priority date 1s to be regarded ss withdrawn bv the applicant st the exprration of that tme
lunit (Confirmation of a desigration consists of the filing of a notice specifiing that designation and the payment of the designation and
confirmation fess Confirmation must reach th recerving Office within the 15-month time limu,)
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Box No. V1 PRIQRITY CLAIM

Sheer No. i

earhicr spplication(s) 18 herein clmmed

Fihng Dme Number Where earlier applcanon 13
of carher apphcstion of carlier
fkeryrmomths prwey application national regional international application
application spplication * recening Office
Country regional Office
item (1) 11 August 2000 09/637 034 Us

{11 08 00)
fvem (2)

lem (3)

item (4)

item (5)

Further pniotity claims are mdicated in the Supplemental Box

The recerving Offiee Is requesied w prepare and tressmit to the Inerastvon] Buresu & certifled copy of the eacher spplicaton(s) fanh 1f the curder opplacarem wa filed
with the Qffice shich for the paopose of the mtvrsonnal appinsews o th weerving Qffice) lemified shove a2 nem(s)
_(dinems) X nems! —mems2 __nems3 __ memsd __mems3  __ other sec Supplemenml Box

® Where the eeriier application s on ARIPO opplicalion. mdicam wi isaxt one country. party to the Faru Comvension for the Prosechon of budustrial
Property or one \fember of he W orld Trode Orgencation for whick that warimr application was Aled (Rule 4 10¢bit1)}

Box No. VI INTERNATIONAL SEARCHING AUTHORITY

Chelee of Interastionsl Searching Autherity (15A) /i reo ar more favernm s Seorchmp Astiewvnr ure competent in corvy owt the mivmatawgd soarch, midscaty the
Awtiewwy chenen the iwn-lerer code mey be wed)

ISA/EP

Reguest v nse results of earlier seareh reference to that search ({f o gavriser srarch has been carried out by or requesied from ihe Insermosional
Searching Awhoripy)

Date (day/month/vear) Number Coumtn for regional Office}

I Box No VIl DECLARATIONS

| The following declarations arc contained in Bexes Nos VIII (1) 1o (v) tmark the applicable
check-bazes below and indicate in the rght column the number of each nvpe of declarationy

Number of

Box No. VII (1) Declaration as 1o the identity of the inventor

Box No Vil{u)  Declaration as to the appheant 5 enttlement, as 2t the international
filing date. to appl) for and be granted a patent

Box No. VIl ()  Declaration as to the spplhicamt s entitlement. as at the international
filing date. to claym the pnorhty of the earhier application

BoxNo VIi(iv) Declaramon of inventorshup {onh for the purposes of the desagnation
of the Unlted Smtes of Amenca)

Bax No. VII{v)  Declarsnon as to non~-prejudicial disclosures or exceptions 10 lack of
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Box Neo. VIII{Il) DECLARATION ENTITLEMENT TO AFFLY FOR AND BE GRANTED A PATENT ‘ /6 é

The declaration must conform 10 the siandard wording provided for i Section 212 swe Motas 1o Boxes Nos VIl Vifis to 1 in general
and the specific hoses 1o Bax Me. YViIfil) If this Bax is nor used thuy sheat should rot be included in the request ,

| Declaration as 1o the applicant s entitlemen as at the international filing date, to spply for and be granted a patent (Rules 4 [7(u) and
| 51bus 1{uXn), m a case where the declarstion under Rule 4.17(v) 13 not appropnme

Cephalon. Inc 13 extitled 1o apply for and be granted a patent by virtue of the following
an assigmment from |

MARONEY Anna of 696 Meadowbrook Lane, Mcdia, Perasylvana 19063 10 CEPHALON INC dazed 18 Msy 2001 :

WALTON Kevm of 6 Rock Rudge Dnve. Old Saybrook. Connecticut 06475 to CEFHALON INC dated 25 My 2001 ‘
| DIONNE. Crg A. of 106 Victoria Court. Downington. Pennsylvama 19335  CEPHALON INC dated 18 May 2001

NEFF Nicols of 59 Todmorden Dnve, Wallmgford, Pennsylvania 19086 to CEPHALON INC dxed 16 May 2001
| KNIGHT Emest.Jr of 2604 Calibogue Club, Hiton Head Island. South Carokna 29928 1o CEPHALON INC dated 17 May 2001 i
| GLICKSMAN Marcie A. of 6 Chesverford Terrace, Winchester Massachusens 01890 to CEPHALON INC dated 17 May 2001 :

and recorded m the Unites Suates Patent and Trademark Office on June 6, 2001 on Resl 011642 Frame 0601-0623
This declaration is made for the purposes of all designanions bat the United Surtes.

__ This Declarstion 1s contmued on the followmg sheet. "Contmuaton of Box Na _VIII(ii)©®
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Box No. IX CHECK LIST LANGUAGE OF FILING / é ?_-
This miemational applicsnaon contains Thus mtemazional application is accompanied by the following Number |
fsemy(s) /mark the appheable checl-baxas below and indicate in ofnuems
{m) the following number of night colvmn the mumber of each iem) \
sheets in paper form ‘
request (including 1 X Feecalculation sheet 1
declarathon sheets) ?
2 __ Onpnal separmie power of attomey
descniption (excludmg ‘
sogquence histing part) 22 |3 __ Ongnal general power of snomev
clums 9 | 4 X Copyof general power of stiomney reference number |
if mmy 1 !
shatract 1 !
5 . Swemem explaining lack of ngnature i
drewmgs 2 :
Sub-total number of sheety 125 | 6. __ Pnorny document(s) identified n Box No VI as nem(s) i
sequence listing part of 7 — Tmoslation of untenationsl apphicanen mio (language) :
description facrual numbsr !
of sheets If filed in paper form £ _ Separmsndications conceming depomited microorganism 5
whather or not also filed in or other biologeal matermal
compuler readable form
3ee 1By below) —4 |9 _ Sequence listing in computer resdsble form (indicaie also :
tvpe and number of camners (diskete CR ROM. CD-R or |
Total number of sheets 129 other)) |
(b) sequence lisung part of descrpnon in Gy Cops submitted for the purpose of ntemational [
computer readable form search under Rule 13ter only (und not as part of
the internauonal appleaton)
() _ onh {under Section 301{a)1) (n) _ (Only where check-bazes (bifl} or (b)1ii) 15 marked
n left column; addihonal copies meluding. where
(1) _ maddrion to being filed in paper applicable the copv for the purposes of internanonal
form (under Section 801(a)Xn)) search under Rule 130
(m)_ Together with releant statement as 1o the denury
Type and number of carriers (diskette. of the copv or copies with the sequence Lisung part
CD-ROM CD-R or other) on which the mennoned m left column
sequence |1 sting part is comaning
fadditional copees to be indicored under item
9rll) in right column) 10 X  Other (ipecifi) tramsmitial return-receipt posteard
Figure of the drawings which Langusge of filing of the
should accompam the abstract 0 miemetional application ENGLISH

Boxho X SIGNATURE OF APPLICANT AGENT OR COMMON REPRESENTATIVE

\ext fo coch sipmenwre suhowie te mae of the perem agamg and the capotiy m wiock the pevsn s f Lach capursn. & st alvenn fraii reoshing the reques).

|t

LEGAARD PaufK 0

| 1 Date of actial receipt of the purported intemational application 2 Dmwings

3 Cotrested dute of actual receipt due to Imer buz timely received recaved
| papers or drawings completmg the purported intermanional application

4. Duie of imely receipt of the requured -_
rorrecions under PCT Article 1102)

3 Intemational Searching Authonty 6 _ Transmial of search copy delayed
specified br the applicamt ISA/ until search fec 15 pmd

For Internanonal Bureau use only

not recewved

Dae of receipt of the record copy
by the Intemational Buremn
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SEQUENCE LISTING

<110> Cephalon, Inc
Maronaey, Anna
Walton, Kevin M
Dionne, Craig A
Naff, Nicola
Knight, Jr , Ernest
Glicksman, Marcie A

<120> Methods For Modulating Multiple Lineage Kinase Proteins And
Screening Compounds Which Modulate Lineage Kinase Proteins

<130> CEHP1989

<150> 6&0/097,9680
<151> 1558-08-26

<150> 09/376,894
<151> 1995-08-18

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

<150> PCT/US501/24822
<151> 2001-08-08

<160> 18

<170> PatentIn version 3 2

<210> 1

<211> 17

<212> PRT

<213> Homo saplens

<400> 1

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

Thr

<210> 2

<211> 23

<212> PRT

<213> Homo sapiens

<400> 2
Gly Gly Ala Ala Thr Thr Cys Cys Ala Trp Ala Gly Gly Ala Cys Cya
1 5 10 15

Ala Ser Ala Cys Arg Thr Cys
20

<210> 3

<211> 33

<212> PRT

<213> Homo sapiens

<400> 3

Cys Gly Gly Ala Thr Cys Cys Arg Thr Ile Cys Ala Tyr Met Gly Ile
1 5 10 15
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Gly Ala Tyr Tyr Thr Ile Gly Cys Ile Gly Cys Ile Met Gly Ile Ala
20 25 30

<210> 4

<211> 30

<212> PRT

<213> Homo sapiena

<400> 4

Gly Gly Ala Ala Thr Thr Ile Ala Tyr Ile Gly Gly Ala Trp Ala Ile
1 5 10 15

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

<210> 5

<211> 10

<212> PRT

<213> Homo sapiens

<400> 5

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

<210> &

<211> 24

<212> DRNA

<213> Homo sapiens

<400> 6
gtggctgtge gggcagetcg ccag 24

<210> 7

<21l1> 21

<212> DNA

<213> Homo sapiens

<400> 7
gagaccctgg atctcgeger t 21

<210> B

<211> 9

<212> PRT

<213> Homo sapiens

<400> 8

Mat Asp Tyr Lys Aap Asp Asp Asp Lys
1 5

<210> §

<211> 27

<212> DNA

<213> Homo sapiens

*a

<400> 9
cggatccgtg acaccagtcg gaacctt 27

Page 2



<210> 10

<211> 28

<212> DNA

<213> Homo sapilens

<400> 10
ggaattcacc agtaagctcc agcacatc

<210> 11

<211> 33

<212> DNA

<213> Homo sapiens

<400> 11
ataattegtg ctagcgccag agtctagecg gtg

<210> 12

<211> 35

<212> DNA

<213> Homo sapiens

<400> 12
ataagcttcc tcagtgcaag tggatcgcgc agcccctga

<210> 13

<211> 8

<gl2> PRT

<213> Homo sapiens

<400> 13

Asp Tyr Lys Aap Asp Asp Asp Lys
1 5

<210> 14

€211> &5

<212> DNA

<213> Homo saplens

<400> 14
ataaagcttc cagaggccat ggactacaag gacgacgatg acaaggcctg cctcocatgaa

acccgaaca

<210> 15

<211> 18

<212> DNA

<213> Homo sapiens

<400> 15
gacagggcgg ccggctcet

<210> 16

<211> 583

<212> DNA

<213> Homo sapiens

<400> 16
gaattcggca cgagaggact cgcaggtgtc cggcgacgag ggctggtgga cegggcagcet

gaaccagcgg gtgggcoatct tccccagcaa ctacgtgacc ccgogcagcg ccttctccag

ccgcrgecag cccggeggeg aggaccecag ttgcotacccg cccattcagt tgttagaaat
Page 3
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tgattttgeqg
tcgtgettte
ggacatcage
gcaccccaac
catggagttt
agacatcctg
ggcaattgtt
<210> 17

<211> 194
<212> PRT
<213> Homo
<400> 117

?an Ser Ala

Thr Gly Gln

Thr Pro Arg
as

Pro Ser Cys
50

Leu Thr Leu
65

Axg Als Phe

Asp Pro Asp

Ala Lys Leu
115

Gly Val Cys
130

Arg Gly Gly
145

Asp 1le Leu

Leu His Asp

gagetcacet
tggatagggg
cagaccatag
atcattgcee
gctegtggag
gtgaattggg

cccatcatec

tggaagagat
atgaggttge
agaatgttcy
taagaggggt
gacctttgaa
ctgtgcagat

accgcegacct

tattggcatc
tgtgaaagca
ccaagaggec
atgtctgaag
tagagtgtta
tgccagaggg

taagtccagc

gggggerteg
gctcgecacy
aagctetteg
gagcccaace
tctgggaaas
atgaactact

aac

sapiens

Arg

Leu

20

Sar

Tyr

Glu

Trp

Glu

100

Phe

Lau

Pro

vVal

Glu
180

Glu

5

Asn

Ala

Pro

Glu

Ile

Asp

Ala

Lys

Leu

Asn

165

Ala

Asp

Gln

Phe

Pro

Ile

70

Gly

Ile

Met

Glu

Asn

150

Trp

Ile

Ser

Arg

Ser

Ile

55

Ile

Asp

Ser

Leu

Pro

135

Arg

Ala

Val

Gln

Val

Ser

40

Gln

Gly

Glu

Gln

Lys

120

Asn

val

Val

Pro

val

Gly

25

Arg

Leu

Ile

Val

Thr

105

His

Leu

Leu

Gln

Ile
185

Ser

10

Ile

Cys

Leu

Gly

Ala

Ile

Pro

Cys

Ile

170

Ile

Gly

Phe

Gln

Glu

Gly

15

Val

Glu

Asn

Leu

Gly

155

Ala

His

Asp Glu

Pro Ser

Pro Gly

45

Ile Asp

Phe Gly

Lys Ala

Asn Val

Ile Ile

125

Val Met
140
Lya Arg

Arg Gly

Arg Asp

Page 4

Gly

Asn

30

Gly

Phe

Lys

Ala

Arg

110

Ala

Glu

Ile

Met

Leu
190

ggaaggtcta
accctgatga
ccatgctgaa
tetgettggt
ggattccocce

tacatgatga

15

Tyr Val

Glu Asp

Ala Glu

vVal Tyr-
a0

Arg His
95

Gln Glu

Leu Arg

Pro Pro
160

Asn Tyr
175

Lys Ser

240
300
360
420
480
540
583

*a,



Ser Asn

<210> 18

<211> 10

<212> PRT

<213> Homo sapiens

<400> 18

Asn Asp Tyr Lys Asp Asp Asp Asp Lys Cya
1 5

10

Page 5
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r ATENT COOPERATION TREA

Attn Mller, Suzanne E OR THE DECLARATION

One Liberty Place
46th Floor (PCT Rule 44 1)
Philadelphia, PA 19103

UNITED STATES OF AMERICA

e
172

From the INTERNATIONAL SEARCHING AUTHORITY PCT
To

NOTIFICATION OF TRANSMITTAL OF
:{Oggggg'; EtIS’HBURN KURTZ MACKIEWICZ THE INTERNATIONAL SEARCH REPORT

CEPHALON, INC

Date of mading
(ayfmontyearl  1/10/2002
Apphcant's or agent's file reference
CEPH-1553 FOR FURTHER ACTION Ses paragraphs 1 and 4 below
Imamanonal appiication No international fiing date
PCT/US 01/ 24822 (daimonthiyssr)  (08/08/2001
Applcant

1 [X] The apphcant s herepy notified that the Intamational Search Report has been estabiished and Is transmitad herewrth

Filing ot amandments and statement under Article 10:
Tha appiicant s entitied If he &0 wiahes to amend the clalmas of the intemazional Appicaton (see Ruie 48)

When? The time fimit for filing such amendments ls normally 2 months from the date of transmital of the
international Search Report- however for more detalis. sae the notes on the accompanyng sheet.

Where? Drecty tothe  intemnational Bureau of WIPO
34 chemin des Colombotes
121t Gendva 20 Switzeriand
Fascimile No (41-22) 740 14.35

For more detalled instructions soe the notes on the accompanying sheet.

2 D The appilcant 18 hereby notitied that no inmmatonal Saarch Rapart will ba established and that the declaration undsr
Artcie 17(2)(a) 1 that effect is ranamitted herewith

3 D With regard 1o the protest against payment of (an) additional fea{s) under Rule 40.2. the appiicant 1s notfied that.

D the protest together with the decsion thereon has baen tranamitted 1o the international Bureau togethar with the
applicants request 1 forward the texts of both the proiest And the aaclsion thereon 1o the designad ONices

[[] nodeciaion has been macde yat on the protest the appiicant will be notified as soon as a deciuon 1 made

4 Further action{s)* The applicant Is reminded of the following:

Shorty after 18 montha from the pnority daw the international application wik be publishad by the intemational Bureau
If the appiicant wishas I avoid or postpone publication a notice of witharawal of the Inernational appircation or of the
priority ciskm must reach the inemational Bureau as provided In Rules S0bls 1 and BONS.3, reapactively before the
compietion of the technical preparations for imemational publication

Within 19 months from the priority dae a demand for iIntermnational pretiminary sxarmnation must be fied If the applicant
wihes 10 QOSIPONS the antry inkd the natonal phase until 30 monthe from the priority date (In some Ofhces aven lamv)

Wiinin 20 manths from the pricrity daie the applicant must perform the prescribed acts for antry into the national phaee
befora afl designated Officas winch have not bean elactad In the demand or n a lawr slecton within 19 months from twe
priarity date or could not be alacted because they are not bound by Chapter |l

Name and maiing addross of tha international Ssarching Authorlity | Authorized officer

European Patent Oflice P B 5318 Patentiaan 2
NL-2280 KV Rijewijk Joannes Vergoosen
Tel (+31-70) 340-2040 Tx 31851 eponi
Fax (+31-70) 340-3016

Form PCTRSAZ20 (July 1998)
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wOTES TO FORM PCT/18A/220 ‘g@-

174

Thess Notes are misnted to gve the bas nstrushons concemng the filng of amencments under atiie 15 The
Notes are based on the requesements of the Patart Cooperation Treaty the Reguishons and the Admmmtrative inatrustions
under that Treaty in case of ducrapancy between thess Noles and those requrements the iatier are sppiicabis For more
detmied niormabon ses aiso the PCT Apphoant's Gusde a publaston of WIPO

inthesa Nates Arbde “Ruls and Sachon refer in theprovisoms of the PCT the PCT Reguilshons and the PCT
Admnsiratvve iratrectons respechvely

INSTRUCTIONS CONCERNING AMENDMENTS UNDER ARTICLE 19

The appiicant has afler having recsived the nlemshonsl search eport one oppartunily to amend the clasms of the
intsmabonsl appic bon & shoud howsver be emphaszed that snes all parts of the viemabonal apphoshon (dams
desorpbon and drawings) may be amended durmg the intlemational prelmnary sxammahon procedure  there & wsuslly
no nesd i fis amendments of the clama under Artols 19 sxpept where 9.9 the appiioant wants the lalter in ba publnhed
for the purposss of provwsional protection or has andther reason for amanding the clsma before intemabonel pbulcation
Furthermomne 2 should be emphasizad that provwsonal protechon = avaiiable in some Blates only

Wit parts of the inlemationsl application may be amended?
Undar Artals 19, only the olasms may be amended.
Durmyg the niemational phase, the sisims may aleo be smenaed (or further amendsd) under Article 34 before

the intemalonal Prelimenary Examireng Authorily The desconpbon and drawngs e amended under
Article 34 belore the intemnabonal Exammning Authority ey ovly

Upon enbry nto the nabonal phase, sl pasts of the ntesmakonsl sppiicalion may be amended under Aricle 28
or whare spphoable, Article 41

Whan? Withmn 2 monthe from the dale of ramamital of the miemalionsl search report or 16 morths rom the pnority
deie whichever kme st sxpres lster E should be noted, however that the amendmants will be conmdered
a8 having been recervad on tsne U they are recsrved by the intsmatonsal Buresu giier the exprabon of the
appheable trme Emit but bafore the completion of the technal preparatons lor ntamalional pubhoaion

(Rude 48 1)

Whare not to flle the amendmanty ?

The amemimants may only be fled with the infemateonal Buresu and nat with the mosnving Offios or the
intematonal Searclung Authorty (Fade 44.2)

Whaere A demand or intamational prelimmary sxarmanation has been s flled, ses below

How? Elther by sanceling one or more eniwe cdame, by adding one or more new alams or by amanding the text of
ane or more of the daime as fled

A replacement shae! must be sutveilted for sach shest of the cems wisoh on account of an amendment or
amandments, diffars from the shest ongnally Bed

All thm elaxns sppearng on & replacement sheel must be numbsered in Arsiee rumersls Wheme s clam »
earpeiied, no remanberng of the ather clasve & required. in all cases where dasns are renumbaered, thay must
e renumband conssoulively (Admnsiraive natrunbons, Seclon 205(b)).

The amendmants must be made in the language in which the intermational applicatien is o be published.

Whal documents must/mey secompany the smendments’?

Latser (Saction 208(b)) 2

The amercmants must be submitied with = letier

The istier will not e publshed with the intemalional applastion and the enended deims 1t shouid not be
conhaed with the “Statemnent undar Arhele 18({1)" (see below, uncer "Siatament under Astole 19(1)").

The laiter must be in English or French, at the cholos of the spplicant. However, If the langusge of the
imemational application is Engliah, the lattar must be in Engiish if the lsnguage of the international applicstion
is Franch, the lutier must be In Franch.

i

Noins o Form PCTABAZ20 (frat sheat) (January 1994)



NOTES TO FORM PCT/ISA/220 (continued) and

The lslter must ndiosis the differensss between the clmma ss Sled and the clams as amended R must
parbouier ndicate In connechon with sach clam appeanng n the mtemabonal sppheabon (it beng undemtood
tnat wientoal ndioabhons aonosmng several clasms may be grouped) whether

{) theclam » unchanged,

@) the clamm m canoelied;

(i) the olum = new

{(w) the olasn replasss oM or more olasms & filed

) the olam » the resull of the divesen of & clarm s Blad.

The following sxampiss Hustraie the menner in whish amendments must be axplained In the
socompanying letier

1 [Whem originally thers were 48 clarms and after amendmant of soma alzsms there are 51}
*Clams 110 29 31 32 34, 35, 37 io 42 replaned by amended elasme besnng the same numben
olama 30 33 aned 36 unshanged new clanm 48 %0 51 added

2 [Where ongmnally there were 15 clasms and after amendment of all dlaima there are 11
“*Clasms 1 to 15 repiaced by amersied dams 1 1o 11 !

3 M-uTulmeMdﬁnndhmwnmﬂmmﬂnnﬁm
now olaima)
“Claimas 1 10 6 and 14 unshanged- slama 7 to 13 cancelied, new alarms 15 16 and 17 added. or
“Ciams 7 tv 13 cancelied; new clamma 15 18 and 17 added; all ather cimms unchanged.

4. [Where various konda of amenciments are macdle]
*Clamma 1 10 unchanged; claima 11 10 13 18 and 19 cancelied slame 14, 15 snd 18 repiaced by amendsd
olam 14 slem 17 subdivided nto amanded ciairs 15 18 and 17 new olaims 20 and 21 added *

"Biatewment under articls 19({1)" (Ruls 40.4)

The smendmants may be accompareed by a statement explasng the amendments el ndiesiing any mpast
m“’mnwmahmﬂhammmhm-ﬂmﬂ
The sistement will be publshed with the nismabenal applastion and the amended dlairy,

& must be In the ienguags in which the lemnational apppliostion s to be published,

R rrust ba bned  not exoeeding 500 wands if n English er  translsied inta English

1 should not be confused with and doas nol repiace the leter iInchoxbng the dfisrences betwesn the clarms
a8 fiad and a8 smendiad 1 must be Bed on & separste shest and must be dentiliad as such by a mading,
pwiarably by ussng the words "Bigiement under Artmie 19{1)

A may not conlan ey disperaging sommenis on the stiamationg) asarch report or the relevanss of oitations
mmummum melevant o a gven clom contaned n the mtemabonal asarch
report may be made enly m econnaclion with an amendment of thal elasm

Conssyuence ¥ a dumand for Intermationsl prelifninery sxamination hes slremdly boen fed

Mm;‘mhmmm ot the same e of fiing the amendments with the
irdemahonal Bureau also lie & copy of such amendments with the intemational Prelmnary Examemg
Authronily {(see Fule 82.2(g), first senitence)

Comnssquence with regard to trensistion of the Inlernstional application for entry irio the national phase

The spphoant’s stiention m drasm 0 the fact thal where upon aniry mio the nations] phase a transisbon of the *
dlarme s snended under Arisle 18 may have io be rreshad to the deugnatecd/slecind Offisss, ratead of or
m ackiibon ba, the tramlation of the clanms e fled.

wumhmdcmww set Volune Il of e PCT Appiiaant’s 4

Motea to Form PCTASAZE] (sscond shest) (January 1904)



rATENT COOPERATIONTRE Y 2%

PCT /7

INTERNATIONAL SEARCH REPORT

(PCT Anicle 18 and Rules 43 and 44)

AOPIEATIS of agents fl relerence FOR FURTHER N TAGNZ20) s whl 83 whars &ppicatie 1 5 bouow
CEPH-1553 ACTION ]

Inematonal appkcaton No Imemationai fling aae (aayymonirvyaar) (Earlvest) Prionty Data (aaysmontn/year)
PCT/US 01/ 24822 08/08/2001 11/08/2000

Appicant

CEPHALON, INC

Thia Intemational Search Repon has besn preparad by this international Ssarching Authority and ls transmitied to the applicant
according to Articie 18 A copy m being tranamitted i the Intemational Buresu

Thia Intemanonal Search Report consists of a totwl of 4 shests.
m itis aiso accompanied by a copy of each pnor art decument cited in this report.

1 Basle of Uw report

a With regard to the lenguage, the intamational ssarch was camed out on the basls of the mtemational application in the
language In which It was fled uniass otherwise indicated under this item

O

the intemational search was casmiad out on tha baas of a transiation of the intemational appiication fumished 10 this
Authority {Rule 23.1{b})

b  With eegard to any nuclestide snd/or amino acld ssquence disciosed in the Insmatonal apphcation the mtemational saarch
was carmisd out on the basis of the sequencs listing

contmamed n the nematonal application in written form

filed together with the international apphcation n computer readabie form
fumshed subsscuanty to this Authority in writtan form

fumishad subsequenty to this Authority in computer readble form

the statemnant hat the subssquently fumishad witten asquence listing does not go beyond the dlisciosure In the
Intemational application as fied has been fumished.

:hammthtunmmnmmnmmpuurWeMmmnﬁnlmmthnmmmuum
um

Cartain claims were found unsaarchable (See Box |
Unity of invention s laciing (so8 Box 1)

O O 00O0O&HE

4 WIth regard 1 the title,
[C]  the wxtis approved as submitied by the applicant.
[X] e wxthas been establisned by tis Autority to read as folows
ODULATING MULTIPLE LINEAGE KINASE PROTEINS

§ With regand 1o the abatract, .

[X] the wxtis approved as submitted by the appiicant. d

the text has been estabished according to Rule 38.2(b) by this Authority as it appsars in Box Il The applicant may
within one month from the dais of mahing of this Intemational ssarch report submit comments o this Authority

6 The figure of the drawings 1o be publishad with the absiract is Figure No -
[[] as suggestsd by the appicant. [] Noneorthe figures.
[X] becauss the appiicant talied o suggest a figure
[] because mis igure better characterizes the invention

Form PCTASA/210 {tirst shaet) (July 1088)



L™ R wihe ANl P W i « - ap '"
wonal Appheation No

| PCT/US 01/24822

A_CLABSIFICATION OF NATTER
IpC 7 Cl201 48 501N33/68

Accordmng o Imemahona! Patent Classication {IPC) or 1o both national classdicanon and IRC

i

Mmimum documentaiion Saarcned (ciasadicanon sysiam olowed by classcalion Symbois)

IPC 7 Cl2Q GOIN

Documenmahon sarchad other Than MINETUM COCUMBNIANON 10 tha avant thal such dOCUMSNES Ane ACIUGSA © the haias SEACHED

Eleciromc axla base consufiad turng tha  (ntamational saarch {(name of daia Dase and. where praciical. saarch 1enms usad)
EPO-Internal, WPI Data

C DOCUMENTS CONSIDERED TO RE RELEVANT

Category | Caanon of document. wah nacation  whare appropnmis of Ine reievan passages Relevant 1o aam No

X WO 00 13015 A (CEPHALON INC) 1-12
9 March 2000 (2000-03-09)
the whole document

X WO 99 58982 A (LIU YA FANG) 1-12
18 November 1999 (1999-11-18)
the whole document

X US 5 756 494 A (KANEKO MASAMI ET AL) 1-12
26 May 1998 (1998-05-26)
abstract

P.X WO 00 47583 A (CEPHALON INC) 6-12

17 August 2000 (2000-08-17)
the whole document

m Furthor documents are lisied in the continuation &f box C

D Paian tamidy members are baled in annax

Specal calegones of C2ed documents

A dgocument deimng the general stule of the an winch = not
ConmAn 10 be of PETRCULAY NNSVENCY

E earier cocument tat published on or afier the imtamatonal
fing dals

L documam wiwch may throw doubls on pronty dﬂntl)
which B cisd 1o astubiish fhe pubbcaiion dels of another
Ctanon or oiher specal rason (ag spacthad)

*(r documsn relermng 10 80 Oral desciosum usa. axhibdion or

"T" Rler documanl pubkshed sher the mmnﬂﬂlpﬂl
or pnontv dae and not in confiict with the  apphcabon but
chied 1o undersand the prmaipla or heaty undariyng e

X documsnt of pasculsr elevancs the ciumed invanfion

cannol be conqxiared novet or cannol be consdiersd 0
TvoiME 3N MVenivg siep when the document i laken slone

be consxiared to mvoive an svenive siep when 1he
documan B combmed with one or mom olhar such docu—

ofhar means manis, such comiunahon bamng obvioum 1o & parson sialied
P'uum-mnm-mupurnnumumumnnnlqunnnn i ihe ant
inlgv than the pronty dale clalmed & documenl membar of Ihe aame patent famly
Date of tha aciual compigtion of the nismational saarch Date of maiing of ha miamaional sasrch repert
14 October 2002 21/10/2002
Name snd maling acciress of the ISA Authonzad ofcer
Europaan Palent Ofica, P B. 3518 Palendlaan 2
Ta ToaTT0h 02000, Te. 31 651 apo i
Fax (3170 343016 we Moreno, C

Form PCTASAR 10 (mcona snest) (July 1963

page 1 of 2
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| Ir Jional Apphicauon No

| PCT/US 01/24822

&

C.{Continuation} DOCUMENTS CONSIDERED TO BE RELEVANT

PAKs, TAKs, and tpls upstream regulators
of the ¢c-Jun amino-terminal kinases?"
CURRENT OPINION IN GENETICS & DEVELOPMENT
CURRENT BIOLOGY LTD, XX,

vol 7, February 1997 (1997-02), pages
67-74, XP00Q867511

ISSN 0959-437%

the whole document

Cawgory { Caauon of cocurnent wilh inczCcalion whera appropnaie of the reldvant passages Faisvani (0 claim No ’} ?
X US 5 705 511 A (HUDKINS ROBERT L ET AL) 6-12

6 January 1998 (1998-01-06)

the whole document
A FANGER G R ET AL  "MEKKs, GCKs, MLKs, 1

Farm PCTABAZ210 {conhnuation of seaing Snet) Gy 1003)

page 2 of 2
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emanonal appicaton N M
INTERNATIONAL SEARCH REPORT PCT/US 01/24822

/
Box| Observations where certain claims were found unsearchabie (Continustion of item 1 of first sheet)

This International Searcn Report has not been estabiished in respect of certain claims under Arhicle 17(2)(a) for the foliomng reasons

1 m Claims Nos

becauss they reiats to subject matisr not required to be ssarched by this Authonty namely

Although claim 5 1s directed to a method of treatment of the human/animal
body, the search has been carried out and based on the alleged effects of the
compound/composition

2 Dcumsm

because they relate to paris of the Intemnauonal Appilication that do not comply with the prescnbed reguirements to such
an sxient Mat no meaningiul intematbonal Search can be carried out

3 D Clasms Nos

because they are dependent clalms and ame not drafted in accordance with the second and third sentences of Rule 6 4(a)

Box B Obssrvations where unity of nvention is lacking (Continuation of itam 2 of first sheet)

This international Searching Authority found multipis Inventions In this namatonal application as follows

1 As sl required acditional ssarch fess wera timeiy paid by the applicant, this intemnational Search Report covars al
ssarchable clams

2 D As 2l saarchable claims could be asarched without effort justifying an additional fae this Authority did not mvite payment
of any acdmonal lea

3 As only some of the required acdciiionsl search tees ware timaly paid by the applicant. this Intamatonal Search Report
covers only those claims for which fess wens paid, specifically ciaxns Nos.

4 Dmmmmm-m by the applicant. Consequently this imernational Saarch Report Is
restricted 10 the Invention first mentoned in the claime- It Is coverad by claims Nos.

L 1%

Remark on Protest Dmommm“nmmuwuw:m

D No prolest accompanied the payment of acditional saarch fees.

Form PCT/ISA/210 (continuaton of first sheet (1)) (July 1968)
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1AL SEARLE REFVARI

Information en patent familly membaers

v tronsl Appiicauon No

| PCT/US 01/24822

¥

Patent document Publicavon Patent famiy Pupicanon

citad In S8arch report date mambar(s) aat I/gkj

W0 0013015 A 09-03-2000 AU 5679399 A 21-03-2000
BG 105360 A 31-10-2001
BR 9913190 A 11-12-2001
CA 2339539 Al 09-03-2000
CN 1314999 T 26-09-2001
¥ 4 20010701 A3 17-04-2002
EP 1105728 Al 13-06-2001
HU 0103079 A2 28-12-2001
JP 2002523780 T 30-07-2002
NO 20010389 A 02-04-2001
PL 346246 Al 28-01-2002
TR 200100589 T2 23-07-2001
WO 0013015 Al 09-03-2000

WO 9958982 A 18-11-1999 CA 2331680 Al 12-11-1999
EP 1078268 Al 28-02-2001
JP 2002514767 T 21-05-2002
US 2002058245 Al 16-05-2002
W0 9958982 Al 18-11-1999
Us 2002006606 Al 17-01-2002

US 5756494 A 26-05-1998 US 5621100 A 15-04-1997
Us 5461146 A 24-10-1995
AT 218571 T 15-06-2002
AU 704314 B2 22-04-1999
AU 3951695 A 23-05-1996
BR 9509480 A 30-09-1997
CA 2203767 Al 09-05-1996
DE 69526956 D1 11-07-2002
EP 1125938 Al 22-08-2001
EP 0788501 Al 13-08-1997
JP 10510514 T 13-10-1998
NZ 295871 A 28-09-2001
WO 9613506 Al 09-05-1996
us 5741808 A 21-04-1998
Us 5621101 A 15-04-1997
AT 162111 T 15-05-1997
AT 196142 T 15-09-2000
AU 675236 B2 30-01-1997
AU 4688193 A 14-02-1994
BR 9306789 A 08-12-1998
CA 2140824 Al 25-01-1994
DE 69310178 D1 28-05-1997
DE 69310178 T2 25-09-1997
DE 69329397 D1 12-10-2000
DE 69329397 T2 15-03-2001
()] 4 651754 T3 27-10-1997
DK 768312 T3 11-12-2000
EP 0651754 Al 10-05-1995
EP 0768312 A2 16-04-1997
EP 1002534 Al 24-05-2000
ES 2101331 T3 01-07-1997
ES 2151629 T3 01-01-2001
GR 3023817 T3 30-09-1997
HU 71239 A2 28-11-1995
JP 8501080 T 06-02-1996
KR 276008 Bl 15-12-2000
NO 950242 A 07-03-1995

a

Fom PCTASAZ210 (oatent Ly srnex) Ly 1982)

page 1 of 2
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inlormation on pstent family members

| PCT/US 01/24822

Patent document Publicavon Patant family Publicaton
atad 1n saarcn report date membar(s) ante M
US 5756494 A NO 990542 A 05-02-1999

N2 254662 A 26-11-1996
NZ 286198 A 29-06-2001
PT 768312 T 30-03-2001
WO 9402488 Al 03-02-1994
WO 0047583 A 17-08-2000 AU 3360400 A 29-08-2000
BG 105890 A 28-06-2002
BR 0008056 A 09-04-2002
CN 1350537 T 22-05-2002
EP 1165562 Al 02-01-2002
HR 20010583 Al 31-08-2002
NO 20013887 A 11-10-2001
TR 200102338 T2 22-07-2002
Wo 0047583 Al 17-08-2000
Us 5705511 A 06-01-1998 US 5594009 A 14-01-1997
us 5591855 A 07-01-1997
us 5475110 A 12-12-1995
AT 211472 7 15-01-2002
AU 705306 B2 20-05-199%
AU 3998695 A 06-05-1996
BR 9509348 A 04-11-1997
DE 69524882 D1 07-02-2002
DE 69524882 T2 12-09-2002
DK 785938 T3 22-04-2002
EP 1088823 Al 04-04-2001
EP 0785938 Al 30-07-1997
ES 2170812 T3 16-08-2002
FI 971479 A 11-06-1997
JP 2001509775 T 24-07-2001
NO 971677 A 11-06-1997
NZ 296244 A 25-11-1998
NZ 332253 A 28-07-2000
PT 785938 T 28-06-2002
Wo 9611933 Al 25-04-1996

Fosm PCTABAZ210 (patent lamely srmax) Chay 19800
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P,



3%

-3
LE-
i o 8
Oé‘ H} ;I g rE"
i o
(=4 A a1t ro I
58 S 3 GRS B
; o :‘;'l’ J:_) E';-
§n o 3 - 3]
i3
=
'—IIOODCOCK WASHBURN KURTZ MACKIEWICZ _I
& NORRIS LLP
Attn Miller, Suzanne E
One Liberty Place ~
46th Floor p
Philadelphia, PA 19103 b
UNITED STATES OF AMERICA
\‘I
[} v
\
Date n/m/zotil »

L



ATENT COOPERATION T Y i

From the

INTERNATIONAL PRELIMINARY EXAMINING AUTHORITY

To

SUZANNE E MILLER
WOODCOCK WASHBURN KURTZ MACKIEWICZ &
NORRIS LLP

ONE LIBERTY PLACE  46TH FLOOR
PHILADELPHIA PA 19103

- — ——

JUN 1 4 2002

PCT

NOTIFICATION OF RECEIPT

OF DEMAND BY COMPETENT INTERNATIONAL

PRELIMINARY EXAMINING AUTHORITY

(PCT Rule 593(¢) and 61 1(b) first sentence
and Admmigrative Instructions Section 601¢a))

s

/83

Date of mailing
(davinontrres) ] () .o 2007

Applicant s or agent s file reference

IMPORTANT NOTIFICATION

Apphean
CEPHALON INC

CEPH-1553
Internatronal applicanon No International filing dare Maylﬂr{_afhgrj_ Priormy date (dav/month/vear)
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METHODS FOR MODULATING MULTIPLE LINEAGE KINASE PROTEINS
AND SCREENING COMPOUNDS WHICH MODULATE MULTIPLE
LINEAGE KINASE PROTEINS

FIELD OF THE INVENTION

The present mvention 18 directed, m part, to methods for modulating members of the
multiple lineage kinase (MLK) family, methods for identifying compounds which modulate
a multiple lincage kinase protein and erther promote cell survival or promote cell death,
methods for identfying compounds which may be useful in the treatment of
neurodegenerative disorders and/or mflammation, and methods of treating neurodegenerative
disorders with compounds which inhibat a multiple lineage kinase protemn.

BACKGROUND OF THE INVENTION

The MLK family compnses a group of proteins in which the protemn sequence of the
kinase domains of the farmly members closely resemble the MAPKKKs but have greater
smuilarity to each other than to other MAPKKKs MLK farmly members comprise a portion
of very complex kinase cascades such as, for example, the stress-signaling cascade, which
mvolves modulation of, mrer alia, the c-Jun N-termmal kinase (JNK), which 1 tum
modulates, mter aha, transcnption factors mcluding c-Jun, ATF2, and ELK-1 JNK 1s
descnibed in U S Patents 5,534,426, 5,593,884, 5,605,808, and WO 95/03324, each of which
18 mcorporated herein by reference m its entirety

The MLK family includes, i part, the following groups 1) multiple hneage kinase 1
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(MLK1), 2) multiple hineage kimase 2 (MLK2), 3) multtple lmeage kinase 3 (MLK3), 4)
leucine zipper bearng kinase (LZK), 5) dual leucine zipper bearing kinase (DLK), and 6)
muttiple lineage kinase 6 (MLK6) MLKI has & catalythc doman simalar to both kinases
specific for Tyrand Ser/Thr Dorow, eral , Eur J Blochem ,1993, 213,701-710 MLK2 also
has a catalytic domain simular to both kinases specific for Tyr or Ser/Thr Dorow, et al , Eur
J Biochem., 1993, 213, 701-710 MLK2 15 also known as MST Katoh, er al., Oncogene,
1995, 10, 1447-1451 MLK3 comprnises a protem that, mn addition to the kinase doman,
contains two leucine zappers with an adjacent carboxy-terrmnal basic region, and a proline nnich
region. Ing, etal , Oncogene, 1994, 9, 1745-1750 MLK3 15 also known as SPRK (Gallo, ef
al,J Biol Chem , 1994, 269, 15092-15100), and PTK!1 (Ezoe, ef al , Oncogene, 1994, 9,
935-938) LZK 1saleucine zipper beaning kinase Sakuma, et al , J Brol Chem ,1997,272,
28622-28629 DLK has a kunase domamn and two putative leucine zipper motifs Holzman,
etal ,J Biol Chem., 1994, 269, 30808-30817 DLK 1s also known as ZPK (Reddy, et al ,
Biochem. Biophys Res Comm ,1994, 202,613-620) and MUK (Huray, et al , Oncogene, 1996,
12,641-650) Members of the MLK family ere also described 1n, for example, U S Patents
5,676,945, 5,554,523, WO 93/15201, Canadian Patent 2,148,898, Diener, ef al , Proc Natl
Acad Sc1 USA, 1997, 94, 9687-9692, DeArzpurua, et al ,J Biol Chem., 1997, 272, 16364-
16373, Tung, et al., Oncogene, 1997, 14, 653-659, Sells, et al , Trends in Cell Biol , 1997, 7,
161-167, Mata, et al ,J Blol Chem ,1996, 271, 16888-16896, Hurey, et al , J Biol Chem,
1997, 272, 15167-15173, Fan, et al , J Biol Chem , 1996, 271,24788-24793, Bloumn, et al ,
DNA and Cell Biol., 1996, 15, 631-642, Pombo, et al , Nature, 1995, 377, 750-754, Kefer,
etal , EMBO J , 1996, 15, 7013-7025, Hu, et al , Genes & Dev , 1996, 10, 2251-2264, Su, et
al ,EMBOJ ,1997, 16, 1279-1290, and Dorow, et al., Eur J Biochem., 1995, 234, 492-500
Recently, another MLK-related kinase was 1dentified 1n the EST database The DNA
sequence of this clone, MLLKS6, 18 described by seven overlapping entnes Thenr clone ID
numbers are 1007489, 1460085, 510915, 666323, F5555,482188 and 178522, the sequences
of each which are incorporated herein by reference m their entirety  Each of the references
cited 1n the present paragraph 18 incorporated herein by reference 1 its entirety

Recently, stable expression of ZPK has been shown to reduce the prohiferahve capacity
of NIH 3T3 fibroblasts as measured by a colony formation assay Bergeron, et al , Brochem
Biophys Res Comm., 1997, 231, 153-155 Bergeron, et al , however, failed to provide any
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data showing that ZPK modulated the actrvity of a ZPK substrate or whether ZPK promoted
cell death.

Expression of a construct encoding Myc-MLK2 m Swiss 3T3 cells has been shown to
lead to apoptosis epproximately 20 hours after imection. Nagata, et al , EMBO J , 1998, 17,
149-158

Applicants have dsveloped numerous mdolo and indeno compounds whuch, mter alia,
inhibit cell growth associated with hyperproliferative states and mhbit death i a vanety of
embryomec cultures, such as dorsal root ganghon, stnatal, supenor cervical gangha and
motoneurons US Patents 5,475,110, 5,591,855, 5,594,009, 5,461,146, 5,621,100,
5,621,101, 5,705,511, and 5,756,494, each of which 1s asmigned to the essignee of the present
apphication, and each of which 18 mcorporated herein by reference 1n its entirety  Compounds
recited m U S Patent 5,705,511 having formula G are referred to m the present application
as having formulaI Apphicants have also shown that motoneuron apoptosis 18 inhibited by
a denvative of K-252a, an indolocarbazole which also modulates the stress-signahing cascade
Maroney, et al , J NeurosclL, 1998, 18, 104-111, whuch 18 incorporated heremn by reference
1 1ts enfirety

Due to the inadequacies of screemng compounds which modulate members of the
stress signaling cascade and promote erther cell death or cell survival, there continues to be
a need for new, selective methods of screeming compounds In addition, there continues to
be a need for screening assays for therapeutics which may be useful 1n treating inflammation
and neurodegenerative disorders The present mnvention 18 directed to these, as well as other,
important ends

SUMMARY OF THE INVENTION

The present invention provides methods for identifying compounds which modulate
ectivity of a multrple lineage kinase protein and promote cell survival compnsing the steps
of contacting the cell containmng the multiple lmeage kinase protemn with the compound,
determiming whether the compound decreases activity of the multiple lineage kinase protem,
and determumng whether the compound promotes cell survival

The present invention also provides methods for identifying compounds which
modulate acthvity of a nmltiple hineage kinase protem and promote cell death compnsing the

y&
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steps of contacting the cell contaiming the muthple hineage kinase protemn with the compound,
determimng whether the compound imcreases activity of the multiple lineage kinase protein,
and determumng whether the compound promotes cell death.

The present mvention also provides methods for 1dentifying compounds which may
be useful m treatmg neurodegenerative disorders compnmng contacting a cell or cell extract
contamming a multiple lineage kmase protem with the compound and detsrmuning whether the
compound decreases activity of the multiple ineage kanase protein.

The present invention also provides methods for 1dentifying compounds winch may
be useful 1n treating mmflammation compnsing contacting a cell or cell extract contamning a
multiple lineage kinase protein with the compound and determiming whether the compound
decreases activity of the multiple lineage kanase protemn.

The present mvention also provides methods for treating a mammal having or
suspected of having a neurodegenerative disorder compnsing admimistening to said mammat
& compound which inhibits or reduces multiple lineage kinase protein activity

The present mmventon also provides methods for treatng a mammal having
inflammation comprnising admimistering to saxd mammal a compound which mhibits or
reduces muttiple hneage kinase protein activity

The present invention also provides methods for modulating the activity of a multiple
hnage kimase protein compnsing contacting the protein or a cell contmiming the protein with
a compound having formula II
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wheremn

nng B and ning F, independently, and each together with the carbon atoms to wiuch
they are attached, are selected from the group consisting of
an unsaturated 6-membered carbocyclic aromatic nng m which from 1 to 3
carbon atoms may be replaced by nitrogen atoms,
en unsaturated S-membered carbocyclic aromatic ning, and
an unsaturated 5-membered carbocyclic aromatic nng 1 which erther
one carbon atom 18 replaced with an oxygen, nitcogen, or sulfur atom,
two carbon atoms are replaced with a sulfur and a mitrogen atom, an
oxygen and a mirogen atom, or two mtrogen atoms, or
three carbon atoms are replaced with thres mitrogen atoms,
R! 13 selected from the group consisting of
H, substituted or unsubstrated alkyl having from 1 to 4 carbons,
substituted or umsubshtuted aryl, substituted or unsubstituted arylalkyl,
substituted or unsubstituted heteroaryl, or substituted or unsubstituted
beteroarylalkyl,
-C(=O)R?®, where R? 15 selected from the group consisting of alkyl, aryl
and heteroaryl,
-OR!%, where R'® 15 selected from the group conmisting of H and elkyl
having from 1 to 4 carbons,
-C(=O)NH,, NRVR", (CH :)I;N'R_IIRI!’_(C'H’)PORW' O(CH ,)POR“' and
-O(CH),NR'"R™?, wherem p 1s from 1 to 4, and wherem erther
R" and R are each mdependently selected from the group
consisting of H and alkyl having from 1 to 4 carbons, or
R" and R together form a linking group of the formula
+CH,),-X'<(CH,),~, wherein X! 15 selected from the group consmisting
of -O-, -S-, and -CH,-,

R? 15 selected from the group consisting of H, alkyl having from 1 to 4 carbons, -OH,
alkoxy having from 1 10 4 carbons, -OC(=O)R’, -OC(=O)NRVR™, -O(CH,NRVRY, -
O(CH,),OR", substituted or unsubstituted erylalkyl having from 6 to 10 carbons, and
substituted or umsubstifuted heteroarylalkyl,
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R, R4, R* and R® are each independently selected from the group consisting of

H, aryl, heteroaryl, F, Cl, Br, L, -CN, CF,, -NO,,-OH, -OR’, -O(CHp),NR"R",

-OC(=0)R’,-OC(=O)NR’R’, -OC(=O)NR'R?, -O(CH,),0R", -CH,OR", -NR"'R",
-NR"S(=O),R’, -NRIC(=O)R’,

-CH,OR™, wheremn R 15 the residue of an amuno acid after the hydroxyl group

of the carboxyl group 1s removed,

-NR”C(“O)NR"R", _C()‘Rz' -C(=O)R=, -C(=0)NR"R“, -CH=N0R2,

-CH=NR’, (CHy),NR"'R", (CH,) NHRM, or -CH=NNR’R* wherein R** 15 the same

as R?,

-8(0),R* (CHp),S(0),R?, -CH,S(0),R"* wherein y 15 0,1 or 2,
alkyl having from 1 to 8 carbons, alkenyl baving from 2 to 8 carbons, and

alkynyl having 2 to 8 carbons, wherem

each alkyl, alkeny], or alkynyl group 18 unsubstituted, or

each alkyl, alkenyl, or alkynyl group 1s substituted with 1 to 3 groups
selected from the group consisting of aryl having from 6 to 10 carbons,
heteroaryl, arylalkoxy, heterocycloalkoxy, hydroxyalkoxy, alkyloxy-alkoxy,
hydroxyalkylthio, alkoxy-alkylthio, F, Cl, Br, I, -CN, -NO,, -OH, -OR®,
-X*(CH 1),N'R."R", -X‘(CH,),C(=0)NR"R", -X’(CH,),OC(=0)NR"R“,
-X*(CH,),CO,R®’, -X?*(CH,),S(0),R’, -X*CH,),NR"“C(=O)NR!'R",
-OC(=O)R’, -OCONHR?, -O-tetrahydropyranyl, -NR''R", -NR¥C(=O)R®,
-NR°CO,R’, -NR°C(=0)NR"'R2, -NHC(=NH)NH;, NR”’S(O),R’, -S(O),R’,
-CO,R?, -C(=0)NR''R?, -C(=O)R?, -CH,0R", -CH=NNR?R**, -CH=NOR?,
-CH=NR’, -CH=ENNHCH(N=NH)NH,, -S(=0),NR?R*, -P(=0)(OR®),,-OR¥,
and a monosaccharide having from 5 to 7 carbons wheremn each hydroxyl
group of the monosacchande 15 mdependently either unsubstituted or 1s
replaced by H, alkyl having from 1 to 4 carbons, alkyicarbonyloxy having
from 2 to 5 carbons, or alkoxy having from of 1 to 4 carbons,

X2150, S, or NRI®,

R?and R? are each independently selected from the group consisting of H, alkyl having
from 1 to 4 carbons, alkoxy having from 1 to 4 carbons, substituted or unsubstituted arylalkyl
having from 6 to 10 carbons, substituted or unsubstituted heteroarylalkyl, {CH,),OR", -
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(CHp),0C(=O)NR"R", and -(CH,),NR"'R", or R’ and R* together form a hnking group of
the formula -CH,-X*-CH,-, wherem X° 13 X? or a bond,

m and n are each independently 0, 1, or 2,

Y 15 selected from the group conmsting of -O-, -S-, -N(R!%)-, -N*(O)R'%)-, -N(OR'%)-,
and -CHp-,

Z 15 selected from the group consisting of a bond, -O-, -CH=CH-, -S-, -C(=0)-, -
CH(OR™)-,-N(R*)-, -N(OR")-, CH(NR"'R"*)-, -C(=O)N(R"")-, -NR")C(=0)-, N(S(O), R’)-,
-N(S(0),NR"'R"%)-, -N(C(=O)R"")-, -CR"R")}-, -N(O)(R")-, -CH(OH)-CH(OH)-, and
-CH(O(C=O)R)CH(OC(=0)R®A)-, wheremn R* 1s the same as R®,

R and R are mdependently selected from the group conmstmg of H, -OH, -
C(=0)R",

-O(C=O0)R’, hydroxyalkyl, and -CO,R",

R 15 selected from the group consishing of H, alkyl, aryl, and heteroaryl,

A and A2 are selected from the group consisting of H, H, H, OR?, H, -SR2, H, -N(R?),,
and a group wherem A'! and A? together form a mozety selected from the group consising of
=0, =8, and =NR?,

B' and B? are selected from the group consisting of H, H, H, -OR?, H, -SR?, H, -NR?),,
and & group wherein B! and B? together form a moiety selected from the group consisting of
=0, =S, and =NR?, .

with the proviso that at least one of the pairs A! and A?, or B! and B, form =0

The present invention also provides methods for modulating the activity of a multiple
linage kinase protem compnsing contacting the protein or a cell contaimng the protem with
a compound having formula Il
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Z,18H and Z, 15 H or Z, and Z, together form =0,

R, 15 selected from the group consistmg of H, Cl, CH,S0,C,H,, Br, CH,S(CH,);NH,,
CH,S(CH,),N(CH,),, CH,S(CH,),NH,n-C,H,, NHCONHCH;, NHCONHC,H,, CH,SC.H;,
CH,SCH;, N(CH,),, CH;, CH,OCONHC,H;, NHCO,CH;, CH,0C,H,, CH;N(CHj;),, OH, O-
n-propyl, CH=NNH-C(=NH)NH,, CH=N-N(CH,),, CH,S(CH,),NH-n-C,H,,
CH,0CH,0CH,CH,, CH,S[3-(1,2,4-tnazine)], CH,CH,SCH,,

CH25—© H—'NNH—%Q O cms—(@
Cst(O)——{’ :> CHzS(0 N . s_é:@

— /=Y /\

N NH CH=N—N\_| CH=N—N O

CH>S
CHSC
T v | anmon{0)

—
CH=—=N—N NCHs CH2CH2CH>—N 0

R; 18 selected from the group consisting of H, Br, Cl, I, CH,S(CH,),N(CH;),,
NHCONHC,H,, CH,SC;H,, CH,0CH,0CH,CH;, CH,S[3-(1,2,4-tnazne)], CH,CH,SCH,,
and CH,OH,

X 18 selected from the group consisting of H, CH,OH, CH,NH-SenneH, CO,CH,,  *
CONHCgH,, CH;NHCO,CH,, CHNHCO,CH,, CH;N;, CONHC;H,, CH;NH-Glycme,
CON(CH,),, -CH;NHCOy-, CONH,, CONHC,H,, CH,NH-Serme, CH,SOCH,, CH=NOH,  §
CH,NH-Prohne, CH,CH,(2-Pyndyl), CH=NNHC(=NH)NH,, CONH(CH,).OH,
CH=NNHCONH,, CH,0COCHj, -CH;OC(CH;),0-, CH,SCgH,, CH,SOCH;, CO,n-hexyl,
CONHCH,;, and CO,(CH,);CHj, or one of the followmg formulas
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an d

R 1s selected from the group consisting of OH, and OCH;
The present inventon also provides methods of modulating the activity of a multple

linage kinase protein compnsing contacting the protemn or a cell contaming the protein wath
& compound having formula IV

AR
v
wherein
Z,18 H and Z, 1s H or Z, and Z, together form =0,
R;ws HorBr;
R;18H,

R; s H, CH,CH=CH,, CH,CH,CH,0H, CH,;CH7CH— N O

]

R, 18 H, CH,CH=CH, or CH,CH,CH,0H.

BRIEF DESCRIPTION OF THE DRAWINGS

For the purpose of illustrating embodiments of the preseat mvention, there are shown
in the drawings certain features It should be understood, however, that this mnvention 13 not
Immited to the precise embodmments shown.

Figure 1 18 a schematic drawmg showng a general preparation of bndged
mdenopyrrolocarbazoles

Figure 2 15 a schemahc drawing showing a gencral preparation of bndged
indenopyrrolocarbazoles

1990
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Figure 3 1s a schemabc drawmg showing a preparation of resm-boumd
indenopyrrolocarbazoles

Figure 4 13 a schematic drawmng showimng the preparahon of protected, soluble
indenopyrrolocarbazoles

Fagure 5 1s a schematic drawing showing the preparation of mtermediate V

Figure 6 1s a schemahc drawmng showimng the preparaton of bndged
indenopyrrolocarbazoles using method A

Figure 7 13 a schematic drawing showmng the preparahon of bndged
mdenopyrrolocatbazoles using method B

Figure 8 18 a schematic drawing showing the preparation of B ring-substituted bndged
mdenopyrrolocarbazoles

Figure 9 1s a schematic drawing showing the denvahzation of the E ring of bridged
indenopyrrolocarbazoles

Figure 10 shows a graph of two scparate experiments depicting the amount of viable
neuronally differentiated PC-12 cells remaining after 5 days of culturing 1n the absence of

NGF Results are expressed as percent of NGF control within each group (vector control 1n
the absence of NGF, =12, all other groups, n=3) The difference between vector control and
stable pools of cells expressing a domunant negative MLK-3 mutant 1n the absence of NGF
15 statistically sigmficant as determined by a two-sided T-test (p<0 05)

Figure 11A shows the phosphorylation of lanase-dead GST-SEK-1 by baculovirus-
expressed FLAG-MLK-3 (mixture of full-length and kmmase domain) using a radioactive gel-
based assay

Figure 11B shows 2P-labeled phosphorylated myehn bame protein product formed as
a result of a kinase reaction catalyzed by baculovirus-expressed FLAG-MLK-3 (muxture of
full-length and kanase domam) or GST-MLX-3 kinase domatn,

Figure 12 13 an immunoblot analysts showmg the phosphorylation of kinase-dead GST-
SEK-1 by baculovirus-expressed FLAG-MLK-3 (muxture of full-length and kinase domain)
as detected by a phospho-specific SEK-1 antibody

Figure 13 shows the phosphorylation of myelin basic proten by bactenally-expressed
GST-MLK-3 kinase domain using the (o) multiscreen tnchloroacetic acad precapitation assay,
or the () phosphocellulose membrane method.
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Figure 14 shows a saturation binding curve of PHJK252a mcubated with lysate of
MLK-3 baculovirus infected ingect cells

Fagure 15A shows the amount of P-labelled c-jun 1n an immumoprecipitation/kinase
reactton from cells overexpressing MLK-3, MLK-2 or DLK and treated with exther 0 025%
DMSO (control) or 500 nM K-252a.

Figure 15B shows a graph quantfying the percemt activity remamming in
mmmunoprecipitate/kinase reactions from samples descnbed n FIG 15A. Columns represent
the average of duplicate samples where the error ber indicates the range of the mean.

Figure 15C shows the amount of *P-labelled c-jun m an immumopreciprtation/kinase
reaction from cells overexpressing HA-JNK1 alone or with MEKXK( at vanious amounts of
cDNA es indicated and treated wath exther 0 025% DMSO (control) or 500 nM of Compound
I-3 (see, Table 3) Columns represent the average of duplicate samples where the esror bar
indicates the range of the mean,

Figure 16 shows that Compound II-3 promotes neuronal survival in a concentration-
dependent fashion Dissociated neurons were cultured from sympathetic ganghia (SG) (A),
dorsal root gangha (DRG) (B), cihary gangha (CG) (C), and motoneurons (MN) (D), 1n the
presence or absence of the mdicated tropluc factors Cells were counted 48 h after plating as
described in matenals and methods Data represent means + SD of triplicate or quadruphcate
deterrmnations Shown 18 one of three experniments

Figure 17 shows phase-contrast micrographs of cultures of E12 DRG (A, E), E9
sympathetic (B, F), E8 cihary (C, G) and E5 5 motor neurons (DD, H) after 48 h 1n culture (24
h for cihary neurons) in the presence of the respechive neurotrophic factor (20 ng/ml NGF for
sympathetic and sensory neurons 10 ng/ml CNTF for ciliary neurons, 30 yug/ml muscle extract
(MEX) for motoneurons (A-D) or 1n the presence of 1 pM Compound ITJ-3 (E-H) Bar=200
pm.

Figure 18 shows a photomicrograph of dorsal root gangha explants m vitro  Explants
from chuick DRG (E9) were plated 1n 96-well plates medium contaiung 0 05% BSA  After
a2 h attachment period, additions were made (A) control DMSO, (B) 20 ng/ml NGF, (C) 250
oM Compound ITI-3 Forty-eight h later, medum was removed and explants were fixed with
4% paraformaldehyde 1n phosphate-buffered saline

Figure 19 shows the mmmber of chick lumbar motor neurons surviving on E10 after

vet
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daily treatment (ES5-9) with specified doses of Compound ITI-3 Presented data are the mean
+S D of 5-6 anmals/treatment group The reported expermment was repeated two tumes
The data are from one representative expermment and represent one side of the lumbar
column. *p<0 01, **p <0 001, Stdent t test between Compound III-3 and control groups
with Bonferrom: correction

Figure 20 shows the number of motor neurons in the female rat spinal mucleus of the
bulbocavernosus (SNB) surviving on PN10 or PN60 after daily treatment (PN1-5) with
Compound III-3, or control vehicle (5% Solutol™) On PN10 (A, B) or PN 60 (B), rats
were sacrificed and the region of the spinal cord contaming the SNB was dissected and
processed for histology, Cresylecht violet-stamed motor neurons were then counted m serial
section of the lumbar 5-sacral 1 region of the spmal cord as described previously
(Wingfield, et al , Steroids, 1978, 26, 311-327) Expermnental data are the means +
S EM from 4-8 anmmals/treatment group

Fagure 21 shows loss of ChAT mmmmnoreactivity after hypoglossal axotomy 1n the
adult rat after treatment with Compound III-3 Photomicrographs of the hypoglossal
micleus after transection of the hypoglossal nerve and treatment with (A) vehicle solution
along (5% Solutol™) and (B) 200 ug of Compound III-3 applied at the sne of the
transection (C) Number of ChAT-unmunoreactive hypoglossal motor neurons after
treatments described 1 (A) and (B) above Results are expressed as the percentage of
ChAT-mmunoreactive motor neurons with 100% defined as that mumber of ChAT-
mmunoreactive motor neurons In the contralateral, unlesioned hypoglossal micleus

Figure 22 shows mhibation of the MLK-3 pathway demonstrates in vivo efficacy and
blockage of phosphorylation events downstream. Figure 22A shows mcrease of substantia
migra tyrosine hydroxylase immunoreactive neurons after MPTP lemion upon systematic
admumistration of Compound ITI-3 Figure 22B 1s arepresentative immunoblot showing MPTP
induced increase 1n levels of phosphorylated MKK4 Figure 22C depicts a representative
immunoblot and ELISA showing attenuation of MPTP induced phosphorylated MKK4 1n the
presence of Compound I1I-3

Figure 23 shows the induction of IL-2 1n Jurkat cells Figure 23A shows the ttme
course of IL-2 induction. Figure 23B shows mhubition of IL-2 induction by Compound HI-3
Figure 23C shows mhibrtion of IL-2 mduction by Compound ITI-3 and Compound I-4

.‘l
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DESCRIPTION OF PREFERRED EMBODIMENTS OF THE INVENTION

As employed above and throughout the disclosure, the following terms, unless
otherwise indicated, shall be understood to have the following meanings

"Apoptosis" refers to a specific morphological form of cell death charactenzed by
fragmentation of cells and thewr nucle: into membrane-bound particles Apoptosis can be
tnggered by, for example, treatment with apoptosis-inducing compounds such as etoposide,
staurosporine, fumor necrosis factor-e, ceramide, and the like, or by conditions such as x-
mradistion.

The term "cell death” refers to death of cells by apoptosis, necrotic, or other means
widely known to those skilled i1n the art. "Cell death" can be characterized, for example, as
a decrease 1n total cell numbers of cells or a decrease m cell viability compared to untreated
control populations of cells Compounds which "promote ceill death” result mn a decrease in
cell numbers or a decrease m cell viability as compared to control populatons In contrast,
compounds which "promote cell survival” result in an increase 1n cell numbers or cell
viabzhty, or which slow or reduce the rate of cell death.

The terms "reacts selectively” or "binds specifically” descnibe compounds which
physically or chermcally mteract directly with an MLK protemn. In contrast, compounds
which do not "react selectively” or "bind specificaily” may effect protemns downstream or
upstream of the MLK protein, and thus may effect the activity of MLK protems, but do not
physically or chemcaily mteract directly with an MLK protem.

The term "modulates” refers to mcreasing or decreasing an activity of a particular
protein or substrate thereof

The present invention 18 directed, 1n part, to methods for idenhfying compounds which
modulate actvity of a MLK protemz and promote either cell survival or cell death.
Compounds which result in mcreased MLK protein activity may promote cell death, whereas
compounds which result in decreased MLK protein actvity may promote cell survival

The MLK protein can be any protein 1dentified as belonging to the MLK class of
protemns Preferably, the MLK protemn s selected from the group consisting of MLK 1, MLK2,
MLK3 (SPRK, PTK1), LZK, DLK (ZPK, MUK), and MLK6 which are described above In
preferred embodiments of the invention, the methods 1dentify compounds whach directly

205
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mnteract or bind wath the MLK protein as deternined by binding assays, kanase assays, or other
equivalent assays

In order to 1dentify compounds which modulate MLK protein activity and promote cell
survival or cell death, a cell or cells contmmng the MLK protemn 1s comtacted with the test
compound. The contacting can take place in buffers or media well known to those sklled in
the art. Alternately, the contacting can take place m vivo, 1n which an animal, such as, for
example, a mouse or other smtable ammal known to those skalled m the art, 18 contacted by
admimstermg a pharmaceutical compositon compnsing the test compound and
pharmaceutically acceptable salt, carrier, or diluent. In addition, varying numbers of cells and
concentranons of test compounds can be used Whether the test compound mcreases or
decreases activity of the MLK protein 1s determined In addmon, whether the test compound
promotes cell survival or cell death 1s also determined.

The cells which are contacted with the test compounds can be any mammalian cell
Preferably, the cell 15 a neuronal cell Preferably, the cell 1s involved 1n a neurodegenerative
disease For purposes of the present mvention, a "neurodegenerative disease," a
"neurodegenerative disorder,” and a "neurodegenerative condition” are interchangeable and
are used to descnbe any disease or disorder involving neuronal cells or cells involved 1n the
neuronal system, including, but not imited to, Alzheimer’s disease, motor neuron disease,
amyotrophic lateral scleromis, Parkinson’s disease, cerebrovascular disease, ischemic
condrtons, AIDS dementia, epilepsy, Huntington’s disease, and concussive or penetrating
mjunes to the brain or spmal cord.

MLK protein activity can be determined by a number of techmques For example,
MLK activity can be determined by measuring the activity of a substrate of the MLK protein.
Such substrates are well known and readily discernable to those skilled m the art. Preferably,
the substrate 13 a member of the mitogen activated protein kinase kinase faxmly or mitogen
activated protein kinase farmily or substrates further down the pathway which includes, but 1s
not limsted to, a protemn selected from the group consisting of INK1, JNK2, JNK3, ERK1,
ERK2, p38a, p38pB, p38y, p388, MEK1, MEK2, MKK3, MKK4 (SEK1), MEKS, MKKS6,
MKK?7, jun, ATF2, ELK1, and the mammalian homolog of AEX-3, and also general
substrates of Ser/Thr protemn kinases such as myehn basic protein (MBP) Reagents and
methods for measuning the activity of the substrates are also known to those skilled in the art.

.‘l‘
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The presence of MLK can also be determined by measurmg the amount of the MLK protein
or mRNA encoding the MLK protein. Reagents, meuding antibodies and ohigonucleonde
probes, as well as methods of measuring the amount of DNA or protein, including Northem
and Western blots, are well known to those sklled 1n the art. MK protemn activity can also
be determuned by an in vitro kinase assay Jn vitro kinase assays are well known to the skilled
artisan. Other techmques for measurmg protem activity are known to those skilled in the art
and are mtended to be covered by the present invention. Thus, one slalled m the art can
determine whether the test compound modulates, 7 ¢, mcreases or decreases, MLK protemn
achvity

Whether or not the test compound promotes cell survival or cell death can be
determined 1n a number of ways Preferably, promotion of cell survival or cell death 1s
determined by using cells at nsk of dymng and comparing the amount of cells which were
contacted with the test compound and remain alive with the amount of celis which were not
contacted with the test compound and remam ahive Preferably, the cells are primary
embryonic motoneuron cells which are pre-programmed to die. Pnmary embryonic
motoneuron cells are descnibed 1n Maroney, ef al , J Neurosc: , 1998, 18, 104-111, which 1s
mcorporated herein by reference in its entirety  Primary embryonic motoneuron cells will die
unless rescued by the test compound Thus, a greater number of hiving motoneuron cells in
the population of motoneuron cells treated with the test compound as compared to the number
of motoneuron celis 1n the population of motoneuron cells which were not treated with the test
compound 18 mmdicative of a test compound which promotes cell survival In contrast, a lesser
number of living motoneuron cells 1n the population of motoneuron cells treated wath the test
compound as compared to the number of hving motoneuron cells i the populaton of
motoneuron cells which were not treated with the test compound is indicative of a test
compound which promotes cell death,

In apother embodiment of the mnvention, normal cells, or wild-type cells, are converted
to be cells at nsk of dying by overexpressing the MLK protem, as desenbed below 1n the
Examples, and then contacted with the test compound Cells overexpressing MK proteins
may die unless rescued by the test compound Overexpression of MLK protemns can be
accomphshed using vectors capeble of expressing the particular protein mside a cell
Expression vectors are well known to those sklled in the art. In addsion, methods of
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prepanng expression vectors are also well known to those skilled in the art. Expression
vectors which express any of tie MLK proteins can be prepared 1 a manner simular to those
descnbed 1n the Examples A greater number of hiving cells m the population of
overexpressing cells treated with the test compound as compared to the number of iving cells
in the population of overexpressing cells which were not treated wath the test compound 1s
mdicative of a test compound wiich promotes cell survival In contrast, a lesser number of
hving cells i the populahon of overexpresming cells treated with the test compoumd as
compared to the number of living cells m the population of overexpressing cells which were
not treated with the test compound 13 indicative of & test compound which promotes cell death

In another embodiment of the mvention, promotion of cell survival 1s determined by
observing or measuring a decrease m spoptomis Cytoplasmme shrnnkage and muclear
condensation are associated with apoptosis Thus, one sklled mn the art can measure a
decrease 1n spoptosis by measuning or observing a decrease in cytoplasmic shrinkage and/or
nuclear condensation In addition, one skilled 1n the art can measure apoptosis by employing
conventional staining techmques

In other embodiments of the mmvention, normal, wild-type neuronal cells can be used
to 1dentify compounds which promote cell death. Normal neuronal cells wall survive unless
they are induced to die by the test compound. A lesser number of hiving cells m the
population of normal cells treated with the test compound as compared to the number of living
cells 1o the population of normal cells winch were not treated with the test compound 1s
mdicative of a test compound which promotes cell death. In contrast, a greater or equal
number of living cells 1 the population of normal cells treated with the test compound as
compared to the number of living cells 1n the population of normal cells winch were not
treated with the test compound 15 not indicatrve of a test compound which promotes cell death

The present invention 15 also directed, 1 part, to methods for modulating the activity
of an MK protem comprising contacting the protemn or a cell containing the protein with a
compound having formula G (denoted formula I heremn) set forth m US Patent No
5,705,511, which 15 assigned to the essuignee of the present application and 13 incorporated
heremn by reference 1n its enturety

The present mnvention 18 also directed, 1n part, to methods for modulating the activity
of an MLK protemn compnsing contacting the protem or a cell contaming the protein with a

v
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compound having formula IIl below

wherein

Z,13 H and Z, 1s H or Z, and Z, together form =0,

R, 15 selected from the group consisting of H, Cl, CH;SO,C,H;, Br, CH,S(CH,),NH,,
CH,S(CH,),N(CHj;),, CH,S(CH,);NH, n-C,H,;, NHCONHCH,, NHCONHC H,, CH,SC,H,,
CH,SC¢H,, N(CH;),, CH;, CH;,OCONHGC, H,, NHCO,CH,;, CH,0C;H,, CH,N(CH;);, OH, O
n-propyl, CH=NNH-C(=NH)NH,, CH=N-N(CH,),, CH,S(CH,);NH-n-C,/H,,
CH,0CH,0CH,CH,, CH,S[3-(1,2,4-tnazine)], CH,CH,SCH;,

N— — N-
CHpS— - NE CH=NNH—Z CHy @

N— N
H
CHp N—" X
D o )
c
CHSCH, CH:N_NC e NC)
N /=N /
— N CPN—N 0 'S
CERS(O p ca—N—N_ IL 4
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and

R, 15 selected from the group consistng of H, Br, Cl, I, CH,S(CH),N(CH;),,
NHCONHG;H;, CH,SCH,, CH,OCH,0CH,CH,, CH,8[3(1,2,4-tnazine)}, CH,CH,SCH,,
and CH,OH,

X 18 selected from the group consisting of H, CH,OH, CH,NH-SenineH, CO,CH,,
CONHCH,, CH;NHCO,CcH,, CH,NHCO,CH;, CH;N;, CONHC,H,, CH,NH-Glycme,
CON(CH,),, -CH,;NHCO,-, CONH,, CONHC;H,, CH;NH-Serne, CH,SOCH,, CH=NOH,
CH,NH-Prohne, CH,CH,(2-Pyndyl), CH=NNHC(=NH)NH,, CONH(CH,),0H,
CH=NNHCONH,, CH,0COCH,, -CH,OC(CH,);0-, CH,SCH,, CH,SOC,H,, CO,n-hexyl,
CONHCH,, and CO,(CH,),CH,, or one of the following formulas

G-=NNH—€: CON/_\O CHZSO_@

H e/

R 18 selected from the group consisting of OH, and OCH,

In preferred embodiments of the invention, Z, and Z, are H, X 18 CO,CH,, R, 1s
NHCONHC,H,, R, 1s CH,CH,(2-Pyndyl), and R 1s OH In other preferred embodiments of
the mvention, Z,and Z, are H, X 1s CO,CH,, R, and R, are CH,OCH,0CH,CH,;, and R 1s OH,
or Z,and Z, are H, X 1s CO,CH,, R, and R, are CH,SCH,CH,, and R1s OH, or Z,, Z,, R, and
R, are H, X 1s CO,CH;, and R1s OH, or Z,, Z,, R,, and R, are H, X 1s CO,(CH,),CH,, and R
18 OH, or Z,, Z,, and R,, are H, R, 138 CH,0H, X 1s CO,CH,, and R 18 OH, or Z,, and Z, are
H, R, and R, are H,S[3-(1,2,4-tnaznne)), X 1s CO,CH,, and R1s OH, or Z,, and Z, are H, R,
18 Br, R; 181, X 1s CO,CH;, and R 18 OH, or Z,, and Z, are H, R, and R, are CH,CH,SCH;, X
18 CO,CH,, and R 1s OH, or Z,, Z,, R, and R, are H, X 1s CO,CH,, and R1s OCH,, or Z, and
Z, together form =0, R, and R, are Br, X 18 CO,CH,, eand R 1s OH.

The present invention 18 also directed, 1n part, to methods for modulating the activaty
of an MLK protemn comprsing contacting the protem or a cell contaiming the protemn with a
compound having formula Il below-
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wherem
ring B and ring F, independently, and each together with the carbon atoms to which
they are attached, are selected from the group consmisting of
a) an unsaturated 6-membered carbocychic aromatic nng m which from 1 to 3 carbon
atoms may be replaced by mtrogen atoms,
b) an unsaturated 5-membered carbocyclic aromatic ring, and
c) an unsaturated S-membered carbocyclic aromatic nng i which either
1) one carbon atom 15 replaced with an oxygen, nitrogen, or sulfur atom,
2) two carbon atoms are replaced with a sulfur and a mtrogen atom, an oxygen
and a mtrogen atom, or two nitrogen atoms, or
3) three carbon atoms are replaced with three nitrogen atoms,
R! 1s selected from the group consisting of
a) H, substituted or unsubstituted alkyl having from 1 to 4 carbons, substituted
or unsubstrtuted aryl, subshituted or unsubstituted arylalkyl, substituted or

unsubstituted heteroaryl, or substituted or unsubstituted heteroarylalkyl, L
b) -C(=O)R’, where R? 15 selected from the group consistng of alkyl, aryl and ,
heteroaryl, ' f

c) -OR", where R 13 selected from the group consisting of H and alkyl
having from 1 to 4 carbons,

d) -C(=O)NH,, -NR"R"?, (CHp),NR"R"%,(CH,),OR", {(CH,),OR" and



WO 0214536 PCT/US01/24822

-20-

-O(CH,),NR"R", wherem p 15 from 1 to 4, and wheremn exther
1) R" and R" are each independently selected from the group
consisting of H and alkyl having from 1 to 4 carbons, or
2) R" and R? together form a Linking group of the formula
~(CH,),-X'(CH,),~, wherein X! 13 selected from the group consisting
of -O-, -8-, and -CHy-,

R? 15 selected from the group consisting of H, alkyl having from 1 to 4 carbons, -OH,
alkoxy having from 1 to 4 carbons, -OC(=0)R’, -OC(=O)NR!'R"?, -O(CH,),NR!'R", -
O(CH,),OR", substrtuted or wnsubstituted arylalkyl having from 6 to 10 carbons, and
substifuted or unsubstituted heteroarylalkyl,

R3, R*, R’ and RS are each independently selected from the group consisting of

) H, aryl, heteroaryi, F, Cl, Br, 1, -CN, CF,, -NO,,-OH, -OR?,

-O(CH ,),NR“R", -OC(=0)R®,-OC(=O)NRR’, -OC(=O)NR"R?,

-O(CH._),OR“', -CH,OR'", -NR'R™, -NR'*S(=0),R’, -NR¥C(=O)R®,

b) -CH,ORM, wheremn R 13 the residue of an amino acid after the hydroxyl

group of the carboxyl group 1s removed,

c) -NRC(=0)NR'"RZ, -CO,R?, -C(=O)R?, -C(=O)NR"R", -CH=NOR?,

-CH=NR’, {CH,),NR"R®, {(CH,),NHR", or -CH=NNR’R?* wherein R* 1s

the same as R?,

d) -§(0),R? -(CH,),8(0),R®, -CH,S(O),R" wheremn y 15 0,1 or 2,

¢) alkyl having from 1 to 8 carbons, alkenyl having from 2 to 8 carbons, and

alkynyl having 2 to 8 carbons, wheremn
1) each alkyl, alkenyl, or alkynyl group 1s unsubstituted, or
2) each alky}, alkenyl, or alkynyl group 18 substituted with 1 to 3
groups selected from the group consisting of aryl having from 6 to 10
carbons, heteroaryl, arylalkoxy, heterocycloalkoxy, hydroxyalkoxy,
alkyloxy-alkoxy, hydroxyalkylthio, alkoxy-alkylthio, F, Cl, Br, I, -CN,
-NO,, -OH, -OR’, -X*(CH,),NR"'R"?, -X*(CH;),C(=O)NR"R",
-X¥CH,),0C(=O)NR''R”, -X¥(CH,),CO;R?, -X{CH,),S(0),R’,
“X(CH),NR"C(=O)NR! 'R12, _OC(=O)R’, -OCONHR?,
-O-tetrahydropyranyl, -NRUR2, .NRYC(=O)R’, -NR'CO,R’,
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-NR¥C(=0)NR!'R”, -NHC(=NH)NH,, -NR!°S(O),R’, -S(0O),R?,
-COR?, -C(=O)NR'R2, -C(=0)R? -CH,OR", -CH=NNRR,
-CH=NOR?, -CH=NR’, -CH=NNHCHN=NH)NH,, -S(=0),NR*R?*,
P(=0)(OR"),, -ORY, and a monosacchande having from 5 to 7
carbons wheretn each hydroxyl group of the monosacchande 1s
independently esther unsubstituted or 1s replaced by H, alkyl having
from 1 to 4 carbons, alkylcarbonyloxy having from 2 to 5 carbons, or
alkoxy having from of 1 to 4 carbons,

X315 0, S, or NR®,

R7 and R® are each independently selected from the group consisting of H, alkyl having
from 1 to 4 carbons, alkoxy having from 1 to 4 carbons, substituted or unsubstituted arylalkyl
having from 6 to 10 carbons, substituted or unsubstituted heteroarylalkyl, {(CH,),OR", -
(CH,),0C(=O)NR"'R", and (CH,);NR"R®, ar R” and R® together form a lmking group of
the formula -CH,-X?-CH;-, wheremn X? 18 X? or a bond,

m and n are each mdependently 0, 1, or 2,

Y 18 selected from the group consisting of -O-, ~8-, -N(R'¥)-, -N*(O)(R'")-, -N(OR™)-
, and -CH,-,

Z 1s selected from the group consisting of a bond, -O-, -CH=CH-, -8-, -C(=0)-, -
CH(OR")-, -NR "), -N(OR"’)-, CHNR""R ), -C(=O)NR")-,-NR")C(=0)-,-N(S(O),R")-,
-N(S(O),NR""R")-, -N(C(=O)R"")-, -CR"R)-, -N*(O')}(R"°)-, -CH(OH)-CH(OH)-, and
-CH(O(C=O)R*)CH(OC(=0)RA)-, wherean R** 1s the same as R?,

R' and R'¢ are independently selected from the group consisting of H, -OH, -
C(=O)R",

-O(C=O)R’, hydroxyalkyl, and -CO,R",

RY 13 selected from the group consisting of H, alkyl, aryl, and heteroaryl,

A! and A? ere selected from the group consisting of H, H, H, OR?, H, -SR?, H, -N(R,,
and a group wheremn A' and A? together form a mosety selected from the group consisting of
=0, =S, and =NR?,

B! and B? are selected from the group consisting of . H, H, -OR?, H,-SR3, H, -N(R?),,
and a group wherem B' and B? together form a mosety selected from the group consmisting of
=0, =8, and =NR?,
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with the proviso that at least one of the pairs A! and A? or B! and B?, form =O
The present mmvention 15 also directed, m part, to methods for modulating the acthivity

of an MLXK protein comprsing contacting the protein or a cell containing the protem with a
compound having formula IV below

IV
wherein
Z,1s Hand Z, 1s H or Z, and Z, together form =0,
R;1sHorBr;
R,13H,

/~ \
R, 1s H, CH,CH=CH,, CH,CH,CH,0H, CH2CH2CH—N 0

]

R, 1s H, CH,CH=CH,; or CH,CH,CH,0OH

In preferred embodiments of the mvention, R, Ry, R,, Z,, and Z, ere H and R, 15
CH,CH=CH, In other preferred embodiments of the invention, R, 1s Brand R,, R, R,, Z;,
and Z, are H, or R, Ry, Z,, and Z, are H and R; and R, are CH,CH=CH,, orR,, R;, Ry, Z,,
and Z; are H and R, 15 CH,CH=CH,, or R,, R;, Z,, and Z, are H, and R, and R, are
CH,CH,CH,OH, orR;, Ry, R,, Z;, and Z, are H, and R; 18

CH72CH2CH>—N 9

The present invention also provides methods for :dentifying compoimds which may
be useful 1n tresting neurodegeneratrve disorders comprising contacting a cell or cell extract
contmmnimg a multiple hineage kinase protemn with the compound and determiming whether the
compound decreases activity of the multiple limeage kinase protein. The cells, and extracts
therefrom, mclude those described above Compounds which are found by the present
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methods (7 € , those compounds which inhibit or reduce the activity of a multiple hneage
kanase protein) may be useful to treat neurodegenerative disorders The protein 1s preferably
selected from the group consisting of multiple hneage kinase 1, mulhple hneage kanase 2,
multiple lineage kinase 3, leucine zipper beanng kinase, dual leucine zipper bearing kinase,
and multiple hineage kinase 6 The cell 15 contacted i vitro orinvivo  Preferably, the protemn
actrvity 18 determmed by measunng the activity or phosphorylation state of a substrate of smd
protemn. Preferably, the substrate 13 selected from the group consisting of INK 1, INK2, JNK3,
ERKI1, ERK2, p38a, p38p, p38y, p385, MEK1, MEK2, MKK3, MKK4 (SEK1), MEKS,
MKK6, MKXK 7, jun, ATF2, ELK1, and the mammahian homolog of AEX-3, as well as general
Ser/Thr substrates, such as, for example, myelin basic protern (MBP) The protem activity
may also be determined by measuring the activity of a substrate of the protemn, amount of a
substrate of the protem, or mRNA encoding the substrate of the protein. Protein activity may
also be determined by an 1 vifro kinase assay or binding assay Cells are preferably primary
embryonic motoneuron cells, cefls which overexpress a multiple lineage kinase protein, ora
neuronal cell, but can be any cell or extract therefrom Preferably, compounds which directly
bmnd the multiple Iineage kinase protem are 1dentified, as deseribed above

The present mvention also provides methods for identifying compounds which may
be useful 1n treating mflammation compnsing contacting a cell or cell extract containing a
multiple lineage kinase protein with the compound and determuming whether the compound
decreases activity of the multiple lieage kinase protein. The cells, and extracts therefrom,
mclude those descnibed above Compounds whuch are found by the present methods (r.e,
those compounds which mhibit or reduce the activity of a muitiple lineage kinase protein)
may be useful to treat nflammation The protemn 18 preferably selected from the group
consisting of multiple ineage kinase 1, multiple hneage kinase 2, multiple lineage kinase 3,
leucine zipper bearing kinase, dual lencme zipper bearing kinase, and multiple lineage kinase
6 The cell 1s contacted 7 vifro or in vrvo  Preferably, the protem actrvity 18 determined by
measuning the activity or phosphorylation state of a substrate of smid protemn. Preferably, the
substrate 13 selected from the group consisting of INK1, INK2, INK3, ERK1, ERK2, p38a,
p38p, p38y, p383, MEK1, MEK2, MKK3, MKK4 (SEK1), MEKS, MKK6, MKK7, yun,
ATF2, ELK1, and the mammalian homolog of AEX-3, as well as general Ser/Thr substrates,
such as, for example, myelin basic protein (MBP) The protem achivity may also be
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determined by measuning the activity of a substrate of the protein, amount of a substrate of
the protein, or mRNA encoding the substrate of the protem. Protemn activity may also be
determined by an m vifro kinase assay or binding assay

Cells are preferably pnmary embryomc motoneuron cells, cells which overexpress a
multiple hneage kinase protemn, or a neuronal cell, but can be any cell or extract therefrom.
Cells also mclude, but are not hmited to, those nvolved in mflammation such as, for example,
lymphocytes, macrophages and other white blood cells well known to those skilled in the art.
Preferably, compounds which directly bind the multiple lineage kinase protein are 1dentified

The present invention also provides methods for treating a mammal having or
suspected of having a neurodegenerative disorder comprising adnumstening to the mammal
a compound which inhibits or reduces multiple lineage lanase protemn activity A compound
which inhibats or reduces multiple lineage kinase protemn activity mcludes, but 18 not limited
to, compounds having formulal, I, ITI, and IV Preferred compounds melude those described
above with respect to the method for screeming compounds which modulate the activity of a
multiple lineage kinase protemn and either promote cell survival or cell death. A preferred
mammal 1s a humen. An mndrvidual may be suspected of having a neurodegenerativg disease
if the individual has symptoms of a particular neurodegenerative disease, 18 1 a high-nsk
group, or has a family history of a neurodegenerative disease

The present mvention also provides methods for treating a mammal having
inflammation comprising admmstering to saixd mammel a compound which mhibits or
reduces multiple lineage kinase protein activity A compound which mhibits or reduces
multiple lineage kinase protemn activity includes, but 18 not hmited to, compounds having
formula I, I1, ITl, and IV  Preferred compounds include those described above with respect
to the method for screeming compounds which modulate the activity of a multiple lineage
kinase protem and exther promote cell survival or cell death. A preferred mammal 1s a human.

The contacting with compounds having formulas I-IV can take place mn buffers or
media, which are well known to those skilled 1n the art. Alternately, the contacting can take
place by admmstration of a pharmaceutical composition containing the test compound and
a pharmacentically acceptable salt, carrier, or diluent to a suitable animal or mammeal, such
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as, for example, a mouse or other suitable ammal known to those skilied 1n the art In
addition, verymg numbers of cells and concentrations of compounds can be used. The cells
which are contacted wath the test compounds can be any mammahan cefl Preferably, the cell
15 a neuronal cell Preferably, the cell 15 mvolved 1n a neurodegenerative disease, such as, for
example, Alzheimer’s disease, motor neuron disease, amyotrophic lateral sclerosis,
Parkinson’s disease, cerebrovascular disease, 1schemic conditions, AIDS dementia, epilepsy,
Huntington'’s disease, and concussive or penetrating mjunes to the brain or spnal cord
Compounds having formula I, and methods of making the same, are descnbed nU S Patent
5,705,511, whach 1s mcorporated herein by reference n its entirety Compounds having
formula III, and methods of makmg the same, are descnibed :1n U S Patents 5,741,8098, 5,
621,100, 5,621,101, 5,461,146, end 5,756,494, and WO 97/46567, each of which 1s
mncorporated herein by reference mn its entirety Compounds having formula I'V, and methods
of making the same, are descnbed 1n US Patents 5,741,8098, 5, 621,100, 5,621,101,
5,461,146, and 5,756,494, and WO 97/46567, each of which 13 imncorporated herein by
reference 1n 1ts entirety

Compounds having formula II include diasteriomers and enantiomers around the
carbon atoms to which the substituents R?, R, and R* are attached

Preferred bndged mdenopyrrolocarbazoles are represented by formula I

In some preferred embodiments of the compounds of formula I, R' 1s H  In further
preferred embodiments, R?, 1s H, hydroxyl, or substituted or unsubstituted alkyl
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In other preferred embodiments, R*, R, R%, and R* are independently H, substituted
or unsubstituted alkyl, halogen, substrtuted or unsubstituted alkoxy, substtuted or
unsubstituted amino, or substituted or unsubstituted aryl In further preferred embodiments,
R? and R® are ndependently H, or substituted or unsubstriuted alkyl

In some preferred embodiments, Y1s O In further preferred embodiments Z 15 a bond,
O, 8, or substituted or unspbsttuted N  In still further preferred embodiments, m and n are
independently 1 or2 In some especially preferred embodiments, Y 18 O, Z 15 a bond or O,
and m and n are independently 1 or 2

In further preferred embodiments, A'A? and B'B? are =0 or H.H

In some especially preferred embodiments, R', R, RS, and R’ are each H, Y1s=0, n
15 1, A'A? and B'B? are =0 or H.H, R? 15 H, OH or lower alkyl, R? 15 H or substituted alkyl,
R? and R? are each H or alkoxy, with methoxy being preferred, Z 15 a bond or O, and m1s 1
or2

Some especially preferred embodiments of the compounds of formula II are
compounds I1-1, II-2, [I-3, [I-4a, [I-4b, II-5, I1-6, 11-7a, I1-7b, II-8, 11-9, 11-10, II-11, and I}-12
set forth 1n Table 1, mifra

The compounds represented by fornmula 1 are heremafter referred to as Compound (II)

As used herein, the term "carbocyclic” refers to cyclic groups in which the nng portion
1s composed solely of carbon atoms The terms "heterocyclo” and "heterocyclic” refer to
cychc groups in which the nng portion incindes at least one heteroatom such as O, N, or S

Asused berein, the term "alkyl" means a straight-chamn, cyclic, or branched alkyl group
having 1 to 8 carbon atoms, such asmethy), ethyl, propyl, 1sopropyl, butyl, 1sobutyl, sec-butyl,
tert-butyl, pentyl, 1soamyl, meopentyl, 1-ethylpropyl, hexyl, octyl, cyclopropyl, and
cyclopentyl The alkyl moiety of alkyl-contmiming groups, such as alkoxy, alkoxycarbonyl,
and alkylaminocarbonyl groups, has the same meaming as alkyl defined above Lower alkyl
groups, which are preferred, are alkyl groups as defined above which contain 1 to 4 carbons
The term "alkenyl" 1s intended to include strmighi-chain or branched hydrocarbon chains
having st least one carbon-carbon double bond Examples of alkeny! groups include ethenyl
and propenyl groups As used herein, the term "alkynyl" 1s mtended to mchude straight-chamn
or branched hydrocarbon chains having at least one carbon-carbon triple bond. Examples of
alkynyl groups mclude ethynyl and propynyl groups
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The acyl mozety of acyl-contamning groups such es acyloxy groups 1s intended to
include a strmght-chain or branched alkanoyl group having 1 to 6 carbon atoms, such as
formyl, acetyl, propanoyl, butyryl, valeryl, prvaloyl or hexanoyl

As used herein the term "aryl” means & group having 6 to 12 carbon atoms such as
phenyl, biphenyl and naphthyl Preferred aryl groups include unsubstituted or substituted
pheny! and naphthyl groups The term "heteroaryl” as used heremn denotes an aryl group 1n
which one or more nng carbon atom 1s replaced by a betero (1 e , non-carbon) atom such as
0O,NorS Preferred heteroaryl groups mclude pyndyl, pynmdyl, pymolyl, fizyl, thienyl,
imdazolyl, triazolyl, tetrazolyl, quinolyl, 1soquunolyl, benzommdazolyl, thinzolyl, pyrazolyl,
and benzothnazolyl groups

The term "aralky]" (or "arylalkyl") 1s mtended to denotes a group having from 7 to 15
carbons, consisting of an alkyl group that bears an aryl group Examples of aralkyl groups
mclude benzyl, phenethyl, benzhydry! and naphthylmethyl groups

Alky!] groups and alky] moiehes contamed wrthin substituent groups such as aralkyl,
alkoxy, arylalkoxy, hydroxyalkoxy, alkoxy-alkoxy, hydroxy-alkylthio, alkoxy-alkyltio,
alkylcarbonyloxy, hydroxyalkyl and acyloxy groups may be substituted or unsubstituted. A
substituted alkyl group has 1 to 3 mdependently-selected substituents, preferably hydroxy,
lower alkoxy, lower alkoxy-alkoxy, substituted or unsubstituted arylalkoxy-lower alkoxy,
substituted or unsubstituted heteroarylalkoxy-lower alkoxy, substituted or unsubstituted
arylalkoxy, substtuted or unsubstiited heterocycloalkoxy, halogen, carboxyl, lower
alkoxycarbonyl, nitro, amino, mono- or di-lower alkylamino, dioxolane, dioxane, dithuolane,
dithyone, foran, lactone, or lactam.

Substituted aryl, substituted heteroaryl and substituted aralkyl groups each have 1 to
3 independently-selected substituents that are preferably lower alkyl, hydroxy, lower alkoxy,
carboxy, lower alkoxycarbonyl, nitro, ammo, mono- or di-lower alkylamino, and halogen.

Heterocychic groups formed with a mtrogen atom mclude pyrrohdinyl, pipendinyl,
pipendino, morpholinyl, morpholmo, thiomorpholino, N-methylpiperazinyl, mdolyl,
1so1ndolyl, imidazole, mudazoline, oxazolme, oxazole, tnazole, thiazoline, thiazole, pyrazole,
pyrazolone, and tniazole groups Heterocyclic groups formed wath an oxygen atom includes
furan, tetrahydrofuran, pyran, and tetrahydropyran groups

"Hydroxyalkyl" groups are alkyl groups that have a hydroxyl group appended thereto

v’
A1



10

15

20

25

30

WO 02/14536 PCT/US01/24822

-28-

Halogens include finorme, chiornne, bromine and 10dine

As used herem, the term "heteroarylalkyl” means an arylaklyl group that contains a
heteroatom. The term "oxy™ denotes the presence of an oxygenatom Thus, "alkoxy™ groups
are alkyl groups that are attached through an oxygen atom, and "carbomyloxy” groups are
carbonyl groups that are attached through an oxygen atom.

The term "heterocycloalkoxy™ mesms an alkoxy group that has a heterocyclo group
attached to the alkyl mozety thereof, and the term "arylalkoxy" means an alkoxy group that
has an aryl group attached to the alkyl moiety thereof The term "alkylcarbonyloxy" means
an group of formula -O-C(=0)-alkyl

As used herem, the term "alkyloxy-aikoxy” denotes an alkoxy group that contains an
alkyloxy substtuent attached to 13 alkyl moiety The term "alkoxy-alkylthio” means an
alkylthno group (1 e , a group of formula -S-alkyl) that contamns an alkoxy substituent attached
to 1ts alkyl moiety The term "hydroxy-alkylthio” means an alkylthio group (1 ¢, a group of
formula -S-alkyl) that contains a hydroxy substtuent attached to 1ts alkyl moiety

As used herein, the term "monosacchanide" has 1ts accustomed meanng as a simple
sugar

As used herein, the term "amino acid” denotes a molecule contamning both an ammo
group and a carboxyl group Embodiments of amno acids include e-emuno acids, 1€,
carboxylic acids of general formula HOOC-CH(NH,)-(side chamn)

Side chans of amuno acids include naturally occurnng and non-naturally ocourning
moiches Non-naturally occurming (1 ¢ , unnatural) amino acid side chains are moieties that
are used 1n place of naturally occyrnng amino acad side chams 1n, for example, armino acid
analogs See, for example, Lehmnger, Biochemistry, Second Edrion, Worth Publishers, Inc,
1975, pages 73-75, incorporated by reference heremn.

Preferred @-amino acids include glycine, alamine, proline, glutamic acid, and lysine,
having the D configuration, the L configuration, or as a racemate

The sidechains of further representative a-amino acads are shown below m Table 1

Table 1
CH,- HS-CH,
HO-CH,- HO,C-CH(NH,)-CH,-S-S-CHp
CH-CH,- CH,-CH,
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HO-C:H,~CH,- CH,-S-CH,-CH,-
_ CH,-CH,-S-CH,-CH,-
HO S : > CHe HO-CH,-CH,-
H CH,-CH(OH)
HO,C-CH,-NHC(=0)-CH,-

-

HO,C-CH,-CH,-
NH,C(=0)-CH,-CH-
(CHy),-CH-
(CH,);-CH-CH,-

/N CH,;-CH,-CH;-

H,E/)—C"a' H;N-CH,-CH,-CH;-
H;N-C(=NH)-NH-CH,-CH,-CH,-
H,N-C(=0)-NH-CH,-CH,-CH,-
CHy~CH,-CH(CH,)-
CH,-CH,-CH,-CH,-

Jm. H,N-CHy-CH;-CH,-CHy

In some preferred embodiments, substituent groups for the compounds of formula II
mclude the residue of an amino acid after removal of the hydroxyl mosety of the carboxyl
group thereof, 1 ¢ , groups of formula -C(=0)-CH(NH,)-(side chain)

Functional groups present on the compounds of formula II may contmn protecting
groups For example, the amino acid sidechain substituents of the compounds of formula I
can be substituted with protecting groups such as benzyloxycarbonyl or +~butoxycarbonyl
groups Protecting groups are known per se as chemucal functional groups that can be
selectively appended to and removed from finctionalities, such as hydroxyl groups and
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carboxyl groups These groups are present i a chemical compound to render such
fimctionality mnert to chermcal reaction conditions to which the compound 15 exposed. Any
of a vanety of protectng groups may be employed with the present mnvention One such
protecting group 15 the benzyloxycarbonyl (Cbz, Z) group Other preferred protecting groups
according to the invention may be found m Greene, T W and Wuts, P GM., "Protective
Groups in Orgamc Synthesis” 2d. Ed , Wiley & Sons, 1991

The bndged indenopyrrolocarbazole compounds have evidenced important functional
pharmacological activities which find utility 1n a vanety of settmgs, mcluding both research
and therepeutic erenas These denvatives are useful as therapeutic agents The activities of
the compounds show positive effects on the function and/or survival of trophic factor
responsive cells Effect on the function and/or survival of trophic factor responsive cells,e g,
cells of a neuronal lineage, has been demonstrated using any of the following assays (1)
cultured spinal cord choline acetyltransferase ("ChAT") assay, or (2) cultured basal forebrain
neuron ChAT activity assay

As used heremn, the term "effect” when used to modify the terms "function" and
"survival” means a positive or negative alteration or change An effect which 1s posrhive can
be referred to herein as an "enhancement” or "enhancing™ and an effect which 1s negative can
be referred to herem as "mhibition” or "mhibitng."

As used herein, the terms "enhance” or "enhancing” when used to modify the terms
"finchon" or "survival®” means that the presence of a bndged mdenopyrrolocarbazole
compound has a positive effect on the funchon and/or survival of a trophic factor responsive
cell compared with a cell in the absence of the compound For example, and not by way of
limtahion, with respect to the survival of, e g , a cholinergic neuron, the compound would
evidence enhancement of survival of a cholinergic neuronal population at nsk of dymng (due
to, ¢ g , 1njury, a disease condihion, a degenerative condstion or natural progression) when
compared to a cholinergic neuronal population not presented with such compound, 1f the
treated population has & comparatively greater peniod of fimctonality than the non-treated
population.

As used heremn, "mhibit" and "mhibition” mean that a specified response of a
designated matenal (e g , enzymatic activity) 18 comparatively decreased in the presence of
a bndged indenopyrrolocarbazole compound.
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As used heremn, the term "trk" refers to the family of high affinty neurotrophin
receptors presently compnsing kA, trkB, and #rkC, and other membrane associated proteins
to which a neurotrophin can bind

As used herem, inhibihon of VEGFR mmplies utility m, for example, diseases where
angiogencais plays important roles, such as cancer of solid tumors, endometriosis, diabetic
retinopathy, psonasis, hemangioblastoma, as well as other ocular diseases and cancers

Inhibrtion of trk implies utality 1n, for example, diseases of the prostate such as prostate
cancer and bemgn prostaie hyperplasia, and treatment of inflammatory pan

Inhibition of Platelet Dentved Growth Factor Receptor (PDGFR) implies utility m, for
example, various forms of neoplama, theumatoid arthntis, pulmonary fibrosms, myelofibrosis,
abnormal wound healing, diseases with cardiovascular end points, such as atherosclerosis,
restenosis, post-angioplasty restenosis, etc

As used heren, the terms "cancer” and "cancerous” refer to any malignant prohiferation
of cellsinamammal Examplesinclude prostate, bemgn prostate hyperplasia, ovanan, breast,
bramn, lung, pancreatic, colorectal, gastric, stomach, solid tumors, head and neck,
neuroblastoma, renal cell carcinoma, lymphoma, leukemta, other recognized malignancies of
the hematopoietic systems, and other recogmzed cancers

As used herein the terms "neuron,” "cell of neuronal lineage" and "neuronal cell”
mclude, but are not kmuted to, & heterogeneous population of nenronal types having singular
or muitiple transmitters and/or singuiar or multiple functions, preferably, these are cholmergic
and sensory neurons As used heremn, the phrase "cholinergic neuron™means neurons of the
Central Nervous System (CNS) and Penpheral Nervous System (PNS) whose
neurotransmitter 18 acetylcholine, exemplary are basal forebramn, striatal, and spinal cord
neurons As used herein, the phrase "sensory neuron" mcludes neurons responsive to
environmental cues (¢ g, tempersture, movement) from, e g, skn, muscle and joints,
exemplary 1s a neuron from the dorsal root ganglion

A "trophuc factor-responsive cell," as defined heren, 13 a cell whichincludes areceptor
to which a trophuc factor can specifically bind, examples mclude neurons (e g , cholmergic
and sensory neurons) and non-neuronal cells (e g , monocytes and neoplastic cells)

The bndged indenopymolocarbazole compounds described herein find utility 1n both
research and therapeuhc sethngs i, for example, mhbriion of enzymatic actvity For

a9
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example, 1n a research environment, the compounds can be used m the development of assays
and models for further enhancement of the understanding of the roles that mmhibshon of
senne/threonine or tyrosine protem kinase (e g, PKC, frk tyrosine kinase) play in the
mechamstic aspects of the associated disorders and diseases. In a therapeutic setting, the
compounds which inhibit these enzymatic activities can be used to imnhibit the deletenous
consequences of these enzymes with respect to disorders such as cancer

Asthe Examples below demonstrate, mhibition of enzymatic activity using the bnndged
mdenopyrrolocarbazole compounds can be determined using, for example, the foliowing
assays

1 trkA Tyrosine Kimase Activity inlubition assay,

2 Inhubrion of NGF-stunulated trk phosphorylation in a whole cell preparation,

3 Vascular Endothehal Growth Factor Receptor (VEGFR) kinase inhubition
assay,

4 PKC Activity inlubstion assay,

5 PDGFR mhibition assay

The disclosed bndged mndenopyrrolocarbazole compounds can be used to enhance the
function and/or survival of cells of neuronal lineage 1n a mammal, e g, a human. In these
contexts, the compounds can be utilized individually or with other fused pyrrolocarbazoles
and/or mdolocarbazoles, or 1n combination with other beneficial molecules which also
evidence the ability to effect the function and/or survival of a designated cell

A vanety of neurological disorders are characterized by neuronal cells which are dying,
myured, funchionally compromised, undergoing axonal degeneration, at nsk of dying, etc
These disorders include, but are not imited to  Alzheimer's disease, motor newron disorders
(e g amyotrophic lateral sclerosis), Parkinson's disease, cerebrovascular disorders (e g.,
stroke, ischaesm:a), Huntington's disease, AIDS dementia, epilepsy, multiple scleross,
penpheral neuropathies (e g , those affecing DRG neurons 1n chemotherapy-associated
penipheral neuropathy) including diabetic neuropathy and AIDS penpberal neuropathy,
disorders induced by excitatory amino acids, end disorders associated with concussive or
penetrating mjunes of the bramn or spinal cord.

ChAT catalyzes the synthesis of the neurotransmitter acetylcholine, and 1t 18 considered
an enzymatic marker for a functional cholmergic neuron. A functional neuron 15 also capable
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of survival Neuron survival 1s assayed by quantrtation of the specific uptake and enzymatic
conversion of a dye (e g , calcein AM) by living neurons

Because of therr vaned utilities, the compounds descnibed herein, including those
compounds :dentified by the methods described herein, find uhlity 1n a variety of settings
The compounds can be used 1n the development of 1 witro models of neuronal cell survaval,
functon, 1dentificaton, or for the screeming of other synthetic compounds which have
activihes samilar to that of the compounds described herein, or compounds 1dentified by the
methods descnbed herein. The compounds described herein, as well as those identified using
the methods descnibed heremn, can be utilized 1n a research environment to investigate, define
and determne molecular targets associated with functional responses For example, by
radiolabelling a brndged indenopyrrolocarbazole compound, or a compound identified by the
methods described herein, associated with a specific cellular function (e g , mitogenesis), the
target entity to which the denvative binds can be identified, 1solated, and purified for
charactenization.

The compounds, those described herein as well as those 1dentified by using the
methods described herein, are useful, inter alia, not only for enhancing trophic factor-induced
activities of trophic responsive cells, e g , chohnergic neurons, but also may function as
survival promoting agents for other neuronal cell types, e g , dopaminergic or glutamatergic
Growth factor may regulate survival of neurons by signaling cascades downstream of the
small GTP binding proteins that include, but are not limated to, ras, rac, and cdc42 (Denhardt,
Biochem J, 1996, 318, 729) Specifically, activahon of ras leads to phosphorylation and
acthvation of extracellular receptor-activated lkanase (ERK), which has been linked to
brologncal growth and differentiation processes Stmulation of rac/cde42 leads to an increase
m activation of JNK and p38, responses that are associated with stress, apoptosis, and
mflammation. Although growth factor responses are pnmanly via the ERK pathway,
affecting these latter processes may lead to alternative mechamsms of neuronal survival which
may mumjc growth factor enhancing survival properties (Xaa etal , Science, 1995, 270, 1326)
The compounds may also function as survival promoting agents for neuronal and non-
neuronal cells by mechamisms related to, but aiso distinct from, growth factor mediated
survival, for example, mhibition of the INK and p38 pathways which may lead to survival by
imhntion of apoptotic cell death processes

P
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The present compounds are useful in the treatment of disorders associated with
decreased ChAT activity or the death, injury to spmnal cord motoneurons, and also have utility
1, for example, diseases associated with apoptotic cell death of the central and peripheral
nervous system, immune system and m inflammatory diseases.

The compounds described herein may also find utihty in the treatment of disease states
mvolving mahignant cell proliferation, such as many cancers

The pharmaccuticaily acceptable salts of the compounds described heremn, as well as
those compounds idenhfied by the present methods, mnclude pharmaceutically acceptable acid
additon salts, metal salts, ammonium salts, orgamc amimne addition salts, and amino acid
addrtion salts Examples of the acid addrtion salts are inorgamc acid addition salts such as
hydrochlonde, sulfate and phosphate, and orgamc acid addition salts such as acetate, maleate,
fumarate, tartrate, citrate and lactate, examples of the metal salts are alkali metal salts such
as hthium salt, sodium salt and potassium salt, alkalme earth metal salts such as magnesium
salt and calcium salt, aluminum salt, and zinc salt; examples of the ammonrum saits are
ammonium salt and tetramethylammonium salt, examples of the orgamc amme addition salts
are salts with morphohine and pipendine, and examples of the amuno acid addition satts are
salts with glycine, phenylalamine, glutamic acid and lysine

Compounds provided herein, including those 1dentified by the present methods, can
be formulated mto pharmaceutical composihons by admuxture with pharmaceutically
acceptable nontoxic excipients and camiers  Such compositions can be prepared for use in
parenteral admimstration, particularly 1n the form of hqud soluhons or suspensions, or oral
admmstration, particularly in the form of tablets or capsules, or intranasally, particularly in
the form of powders, nasal drops, or aerosols, or dermally, via, for example, trans-dermal
patches

The composition can be convemently admimstered 1 umt dosage form and may be
prepared by eny of the methods well known m the pharmaceutical art, for example, as
descnibed 1 Remuington's Pharmaceutical Sciences (Mack Pub Co, Easton, PA, 1980)
Formulstons for parenteral admmustration may contain as common excipients stenle water
or saline, polyalkylene glycols such as polyethylene glycol, oils and vegetable ongm,
hydrogenated naphthalenes and the hke In parhcular, iocompatible, biodegradable lachde
polymer, lactide/glycolide copolymer, or polyoxyethylene-polyoxypropylene copolymers may
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be useful excipients to control the release of the active compounds Other potentially useful
parenteral delivery systems for these active compounds mnclude ethylene-vinyl acetate
copolymer particles, osmotic pumps, implantable mnfusion systems, and hposomes
Formulations for inhalation admimstration contain as excipents, for example, lactose, or may
be aqueous solutions contaiming, for example, polyoxyethylene-9-lauryl ether, glycocholate
and deoxycholate, or oily solutions for admimstration 1n the form of nasal drops, or as a gel
to be applied mntranasally Formulations for parenteral admumstration may also mclude
glycocholate for buccal admminisiration, a salicylate for rectal admmstraton, or citric acid for
vaginal admmstration. Formulations for trans-dermal patches are preferably hipophilic
emulsions

The compounds of tlus mnvention can be employed as the sole active agent mn a
pharmaceutical composition. Alternatively, they can be used in combination with other active
ingredients, e g , other growth factors which facihtate neuronal survival or axonal regeneration
mn diseases or disorders

The compounds of the mvention and pharmaceutically acceptable salts thereof can be
admimstered orally or non-orally, e.g., as an omtment or an injection  The concentrations of
the compounds of this mvention 1n a therapeutic composition can vary The concentration
will depend upon factors such as the total dosage of the drug to be admimstered, the chemical
charactenistics (eg, hydrophobicity) of the compounds employed, the route of
admimstration, the age, body weight and symptoms of a patient, etc  The compounds of this
invention typically are provided m an aqueous physiological buffer solution contaiming about
0 1 to 10% w/v compound for parenteral admumstration. Typical dose ranges are from about
1 pg/kg to about 1 g/kg of body weight per day, a preferred dose range 15 from about 0 01
mg/kg to 100 mg/kg of body weight per day, and preferably about O 1 to 20 mg/kg once to
four times per day A preferred dosage of drug to be admmustered 1s hkely to depend on
vanables such as the type and extent of progression of the disease or disorder, the overall
health status of the particular patient, the relative biological efficacy of the compowmd
selected, and formulation of the compound excipient, and 1ts route of admunmistretion.

The compounds of the invention, mcluding test compound and compounds identified
by the methods of the present invenhon, ind pharmaceutically acceptable salts thereof can be
administered alone, or 1n the form of various pharmaceutical composrtaons, according to the

qe
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pharmacological activity and the purpose of admimistration. The pharmaceunical compositions
m accordance with the present invention can be prepared by umformly mixing an effective
amount of a compound or a pharmaceutically acceptable salt thereof, as an active ingredient,
with a pharmaceutically acceptable carner The camer may take a wide range of forms
according to the forms of composihon suitable for admimstration. It 15 demired that such
pharmaceutical compositions are prepared 1n a umt dose form suitable for oral or non-oral
edmimstraton. The forms for non-oral admimstration include omtment and imyjection

Tablets can be prepared using excipients such as Iactose, glucose, sucrose, mannitol
and methyl cellulose, disintegrating agents such as starch, sodium algmate, calcium
carboxymethyl cellulose and crystalline cellulose, lubricants such as magnegium stearate and
talc, binders such as gelatin, polyvinyl aleohol, polyvinyl pyrrolidone, hydroxypropyl
cellulose and methy] cellulose, surfactants such as sucrose fatty acid ester and sorbitol fatty
acid ester, and the like m a conventional manner It 18 preferred thet each tablet contains 15-
300 mg of the active ingredient.

Granules can be prepared using excipients such as lactose and sucrose, dismtegrating
agents such as starch, binders such as gelatin, and the like 1n a conventional manner Powders
can be prepared using excipients such as lactose and mannrtol, and the like mn a conventional
manner Capsules can be prepared umng gelatin, water, sucrose, gum arabic, sorbitol,
glycenn, crystalline cellulose, magnesium stearate, tale, and the like 1n a conventional manner
It 13 preferred that each capsule contains 15-300 mg of the active mgredient.

Syrup preparations can be prepared using sugars such as sucrose, water, ethanol, and
the like 1n a conventional manner

Omtment can be prepared using ointment bases such as vasehne, hquid pamaffin,
lanohn and macrogol, emulsifiers such as sodium lauryl lactate, benzalkonium chionde,
sorbitan mono-fatty acid ester, sodium carboxymethyl cellulose and gum arabzc, and the ike
1n & conventional manner

Injectable preparations can be prepared using solvents such as water, physiological
saline, vegetable o1ls (e g, olive o1l and peanut oil), ethyl oleate and propylene glycol,
solubihzing agents such as sodium benzoate, sodium salicylate and urethane, 1sotoncity
agents such as sodim chlonde and glucose, preservatives such es phenol, cresol, p-
hydroxybenzoic ester and chlorobutanol, antioxidants such as ascorbic acid and sodmm
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pyrosulfite, and the ike 1n a conventional manner

The mvention 18 further illustrated by way of the following examples which are
intended to elucidate the mvention These examples are not intended, nor are they to be
construed, as limiting the scope of the disclosure

EXAMPLES
Example 1 General Description of the Synthetze Processes and Examples

The general synthetic route employed to prepare the bndged indenopyrrolocarbazoles
of this invention having formula IT 13 shown 1n Figures 1 and 2 The general procedures for
synthesis of the indemopyrrolocarbazoles (IIT)/(VIII) can be performed as descnbed n U S
Patent No 5,705,511, the disclosure of which is hereby mcorporated by reference m 1ts
entirety When R! 15 H, the lactam nitrogen of the mdenopyrrolocarbazoles (IITY(VIII) 1s
protected with an appropnate protecting group leading to (IV/(IX) The protected
compounds are treated with an appropnate base 1n anhydrous organic solvent(s), which results
in the generation of a dark red solution which 1s believed to be the carbanion. Reaction of the
carbanion with a bi-functional reagent (V) results i an electrophilic addition to the C=Y bond
of (V) leading to the in1tial intermediate (VI)/(X) Treatment of intermediate(s) (VI)(X) and
Jor (VII)/(XT) with erther a sulphomc acid or a Lewis acad, e g boron tnfluonde etherate,
provides the bndged indenopyrrolocarbazoles (I)/(IT)

The lactam nitrogen protection strategy (shown 1n Fagures 3 and 4) can be carned out
by exther an acid or 2 base-catalyzed process The acid-catalyzed reaction can be carried out
witha resin-bound reagent allowing immobilization of the indenopyrrolocarbazole (TIIT)/(VII)
to a polymenic support, such as a polystyrene-based, Rink acid resin (XII) (Figure 3),
providing (XIIT) Alternatively, the acxd-catalyzed reaction can be carried out with a soluble
reagent to yield a compound (XIV) (Figure 4) The slyl-protected compound (XV) 1s
produced under base catalysis (Figure 4)

Figure 5 describes several methods for prepanng mtermediate (V) Procedure (a)
describes the transformations of vanious acetals CXVI) to (XVII, Z=bond) Forexample, ester-
acetal/’ketal (XVI, D = COOR) 1s completely reduced to the corresponding alcohol and
subsequently oxadized (e g., Swem or Dess-Martin oxidation) to the aldehyde-acetal/ketal
XVI,R*=H) Altemnatively, ester-acetal/ketal (XVI, D = COOR) 1s partially reduced with
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DIBAL to afford aldehyde (XVII, R* = H) directly Simularly, reduction of nitnle-acetal
(XVL, D= CN) with DIBAL gives aldehyde (XVII, R* =H) Keto-acetals/ketal are prepared
by addition of Gngnard reagents to Weinreb amude-acetal/’ketal (XVI, D = CON(OMe)Me)

Intermediate (XVII, Z=bond) can also be obtamed by a two step procedure outhined
m Procedure (b) Additon of organometallic reagent (XIX) to acetal/ketal (XVIII) gives
alkene (XX) which upon ozonolyms followed by a reductive workup affords keto-acetal/ketal
(XVII) Preparston of mtermeciate (XVII, Z = heteroatom) by a two step procedure 1s
outhred 1 Procedure (¢} Coupling acetal (XXII) with alkene (XXTI) followed by ozonolysis
(with a reductive workup) of the resultmg alkene gives keto-acetal/ketal (XVII)
Alternatively, intermediate (XVII, Z = heteroatom) 1s prepared by a two step procedure
outlined 1n Procedure (d) Reaction of compound (XXIV) with acetal/ketal (XVIII) gives
(XXV) which 1s transformed to keto-acetal’ketal (XVII) by the methods described in
Procedure (a) Condensation of keto-acetal/ketal (XVII) with hydroxylamnes, hydrazines, N-
alkyl-N-alkoxyamines, and amines gives mtermediate XX VT) beaning an electrophthc C=N
functionality

The resin-bound indenopymolocarbazole (XIIT) (Figure 6, Method A) 1s treated with
an excess of a Gnignard reagent as a base, which resuits in the generation of a dark red
solution of the carbamon. Subsequent reaction with (V) leads to products derived form
electrophilic addstion to the C=Y group Aqueous workup and cleavage of the product(s) with
dilute acad (1% TFA 1n methylene chlonide) from the resin result 1n 1solation of compound(s)
(XX VID) and/or (XXVIII) Treatment of imtermediate(s) (XXVII) and/or CCCVIIT) wath exther
a sulphonic acid or 8 Lewas acid, e g. boron tnfluonide etherate, provides the bndged
mdenopyrrolocarbazoles (IT)

A sumlar strategy 15 employed for reachon of the soluble lactam protected
intermediate, e g (XV) (Figure 7, Method B) However, 1n thus case intermediate (XV) 18
treated wath Tniton B 1n pyridme as a base mstead of the Grnignard reagent. Intermediate(s)
(XXIX) and/or (XXX) can be 1solated with the lactam protecting group mtact, which 1s
amenable to chromatographic punficahon. As mn method A, (Figure 6), treatment with a
Lews acid (such as boron tifluoride etherate) provides the bridged indenopyrrolocarbazoles
(I, where R'=

The mntroduction of groups R?, R*, R’ and R® can be carmed out as described n US
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Patents Nos 5,705,511 and 4,923,986, the disclosures of which are incorporated by reference
in their entirety An R? substituent can otherwise be introduced after the construction of the
bridged indenopyrrolocarbazoles, as shown mn Figure 8 The 3 posthion of the B nng 15
brominated with NBS providing compound (XXXI) A carbon fragment 18 subsequently
mtroduced by employing palladium-catalyzed Stlle, Suzuki, Heck, Kumada or Castro-
Stephens reactions to provide compounds of the type (XXXII), (XXXIII), etc. In additton,
compound (XXXT) can provide access to compounds where the bromine group 1s displaced
with a heteroatom, e.g an ammne-based group by utihzation of Buchwald's palladiam
catalyzed amination chemmstry

By an oxidative process, an oxygen Imked group can be mtroduced at the mndene
carbon of the E nng, as shown in Figure 9, compound (XXXIV) This chemistry also results
1n oxidation of the methylene group of the lactam (A nng) providing an mde derivative, as
shown

Example 2 Preparation of Rink Resin-bound mtermediates (XIII-A), (XIII-B) and
(XTI-C), (Figure 3)
Example 2-A

A three neck round bottom flask fitted with an overhead mechanical stirrer and a Dean-
Stark trap was sequentally charged with Rink acid resin XTI (10 00 g, 0 64 mmol/g), 1-
methyl-2-pyrohdinone (80 mL), benzene (350 mL), VIII-A (ALA%*=H, B!B*=0,
R3=R*=R’=R=H)) (3 00 g) and p-toluenesulfonic acid (1 00 g) The reachon muxture was
warmed to reflux for 20 hours, and then filtered The resin was washed with THF (5 x 175
ml) and the filtrate set amde The resin was then sequentially washed with DMSO (4 x 100
mlL), 2% aqueous NaHCO, (4 x 100 mL), water (4 x 100 mL), DMSO (2 x 200 mL), THF (4
x 100 mL) and ethyl acetate (4 x 100 mL) The resin was dned under vacuum (24 hours) to
afford 1170 (047 mmol/g) of ressn bound VIII-A, (XIII-A)

The ongmnal THF washings were evaporated, the residue was diluted with water (750
mL), and the resulting precipitate was filtered and sequentally washed with water, 2%
aqueous NaHCO, (4 x 100 mL), and water (4x 100 mL) After drymng under vacuum, VIII-A
(1 28 g) was recovered.

A
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Example 2-B
In a smular manner, VIUI-B (A!,A*=O, B!,B%=H,, R*=R*=R’=R¢=H), (0 5 g) was
coupled to Rink acid resin XII (1 52 g) to afford 1 58 g of resin bound VIII-B, (XIII-B)

Example 2-C

In a simular menner, VII-C (A',A%=H,, B',B*=0, R*=R*=R*=H, R*=10-OMeé¢), (1 02
g) was coupled to Rink acid resin XTI (3 12 g) to afford 3 70 (0 46 mmol/g) of resin bound
compound VIII-C, (XIII-C) along with recovered compound VIII-C (0 44 g)

Example 3 Preparation of Compound (II-1), Componnd (I1-2), Compound (II-3),
Compound (II-4a),Compound (II-4b), Compound (II-6) and Compound (1I-8) (Method
A, Figure 6)

Example 3-A

To a suspension of (XIII-A), (1 25 g) in THF (24 mL) was added a 1 0 M solution of
EtMgBr (6 25 mL m THF) and the reaction was stirred for 1 hour prior to the addition of
HMPA (50 mL) After surmng for 10 minutes, diethoxybutyraldehyde (3 0 g) (which was
prepared according to the Iiterature procedure of Paquette, ef al , J Am Chem Soc , 1997,
119, 9662-71), was added, and the reachon was stired for 20 hours The reacthon was
quenched with 10% aqueous NH,C1 (5 mL) and filtered The resin was successively washed
with 10% aqueouns NH,CI (3 x 10 mL), water (3 x 10 mL), THF (3 x 10 mL), DMF (3 x 10
mL), water (3 x 10 mL), THF (3 x 10 mL), and ether (3 x 10ml) The resin was dried under
vacuum, taken up in methylene chlonde (15 mL), and treated with tnfluoroacetic acid (0 15
ml) After strrmg for 1 hour, the reaction was filtered, and the filtrate was evaporated The
resulting residue was taken up 1 methylene chionde (20 mL) and treated with pyndimium
tosylate (50 mg), and the resulting solution was stured for 4 hours At this time the reaction
was washed with saturated aqueous NaHCO, and brine, and drred over MgSO,

After filtrabon and solvent evaporation, the residue was punfied by preparative HPLC
(Zorbax RX-8, 4 x 25 cm, eluted with 60% MeCN/water w/ 0 1% tnfluoroacetic acid) The
appropnate frachons were neutrahized with NaHCO, and extracted mnto methylene chlonde
(3 x 50 mL) and dned over MgSO, After filtration and solvent evaporation, 70.2 mg of
compound II-1 was obtaned as a white powder which had the following characteristics “C
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NMR (DMSO-dg) 6 171 8, 143 3, 1424, 141 4, 140 1, 1400, 136 6, 1292, 1279, 1274,
127 1,126 8,124 1 (2C), 122 7,121 6,121 5,118 3,112 1,88 1,79.2,56 6,45 6,33 4,24 8,
THNMR (DMSO-ds) d9.21 (d,J=75, 1H),862 (s, 1H), 798 (d,J=77,1H), 786 (d,J=
83,1H),771(d.J=73,1H),749(dd,J=79,74,1H),741 (d4,/=75,74,1H), 7 36 -
727(m,2H),686(d,/=60,1H),563 -558 (m, 1H), 491 (s, 2H), 4 53 (d,/=3 3, 1H),
223-214 (m, 1H), 1 96 - 1 92 (m, 1H), 0 96- 0 88 (m, 1H), 0 60 - 0 57 (m, 1H), MS m/z
(M+H) calcd 379, obsd 379

Alsoisolated by preparative HPLC of this reaction product mixture was compound 11-2
(0 5 mg) which had the following characteristics 'HNMR (DMSO-dg) 89 17(d,J=8 1, 1H),
862(s,1H),798(d,/=70,1H),785(d,J=68,1H),757(d,J=68, 1H), 749 (dd, J=
79,74,1H),744-7 26 (m, 3H), 6 81 (d,/=60, 1H), 5 43 -5 33 (m, 1H), 4 43 (s, 2H),2 23
-2 14 (m, 1H), 1 96 - 1 92 (m, 1H), 1 45 - 1 55 (m, 2H), 0 96- 0 88 (m, 1H), 0 60 -0 57 (m,
1H), 029 (t, /=7 0, 3H), MS m/zx (M+H) calcd 407, obsd 407

Example 3-B

In a ssmilar manner, as descnbed ebove for compound TI-1, resm (XII1-A) (70 3 mg)
was treated with 1,1-drethoxy-2-pentanone (0 75 mL) ) (which was prepared according to the
Iiterature procedure of Swonn, et al ,J Org Chem , 1988, 53, 4894-6), to afford compound
II-3 (35 mg) which was 1solated by preparaive TLC (sihica gel, eluted with 50%
EtOAc/toluene) and had the following propertes 'H NMR (DMSO-d9) 6942 (d, /=82,
1H),8 58 (s, 1H),795(d,J=74,1H),7 79(d,/=8 3,1H), 7 71 (d,J="71),7 50 - 7 20 (m,
4H),6 81 (d,/=59, 1H), 4 90 (5, 2H), 4 46 (3, 1H), 2 35 -2 20 (m, 1H), 1 98 (s, 3H), 1 75 -
1 60 (m, 1H), 1 25 -1 00 (m, 1H), 0 35 - 0 15 (m, 1K), MS m/z (M+H) calcd 393, obsd 393

Example 3-C

In a simlar manner, (XIII-A) (74 3 mg) was treated with 1,1-diethoxy-2-hexanone
(which was prepared according to the literature procedure of Brenner, J Org Chem , 1961,
26,22-7) (0 75 mL) to afford compound II-4a (2 10 mg) and compound I14b (1 06 mg) which
were individually 1solated by preparative HPLC (Zorbax RX-8, 4 x 25 cm, 65% MeCN/water
w/ 01% tmfluoroacetic acid) Compound II-4a had the following properties 'H NMR
(DMSO-ds) §930(d, /=83, 1H),8 55(s, 1H), 797 (d,/=72,1H), 765 (d, J=8 5, 1H),

aX
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759(d,J="75),748(dd,J=78,72,1H)739-715(m, 3H), 631 (dd, J=59,5 5, 1H),
502 (s, 1H), 4 88 (g, 2H), 0 88 (s, 3H) other aliphatic signals lost under solvent peaks, MS
m/z (M+H) calcd 407, obsd 407 Compound II-4b had the following properties 'H NMR
(DMSO-d) d 943 (4,J=8 1, 1H), 8 59 (s, 1H), 799 (4, J=7 3, 1H), 7 75 - 7 65 (m, 2H),
749(dd,J=70, 6 4, 1H), 7 43 (dd,J=8 2, 8 1, 1H), 7 36 - 7.25 (m, 2H), 6 75 (s, 1H), 4 91
(s, 2H), 4 50 (s, 1H), 1 95 (s, 3H) other aliphatic signals lost under solvent peaks, MS m/z
(Mi+H) caled 407, obsd 407

Example 3-D

In a similar manner, (XIT-C) (1 00 g) was treated with diethoxybutyraldehyde (3 65
g£) to afford compound -6 (87 8 mg) which wasisolated by preparative HPLC (Zorbax RX-8,
2 5x25 cm, 65% MeCN/water w/ 0 1% trifluoroacetic acid) and had the following properties
'HNMR (DMSO0-ds) 5909 (d,/J=86, 1H), 860 (s, 1H), 795 (d,J=74,1H), 784 (d, J=
83,1H),747(dd,/=72,70,1H), 7 35(s, 1H), 729(dd,/=70,7 0, 1H), 6 98 (dd, /=8 6,
19,1H),683 (4, J=60, 1H),565-555 (m, 1H), 4 88 (s, 2H), 4 48 (d, /=3 9, 1H), 3 82
(s,3H),2.25-2 10 (m, 1H), 2 08 - 1 85 (m, 1H), 0 96-0 75 (m, 1H), 0 65 -0 50 (m, 1H), MS
m/z (M+Na) calcd 431, obsd 431

Example 3-E

In a symilar mapmer, resin (XII-B) (153.2 mg) was treated with diethoxybutyraldehyde
(1 5 mL) to afford compound II-8 (3 6 mg) which was 1solated by preparative HPLC (Zorbax
RX-8, 2 5 x 25 cm, 65% MeCN/water w/ 0 1% tmfluoroacetic acid) and had the following
properties 'H NMR (DMSO-d¢) 8 9 09 (d, /=79, 1H), 8 81 (s, 1H), 7 81 - 7 73 (m, 3H),
748-735(m,3H),724(dd,J=76,75,1H),6 85(d,J=6 2, 1H), 5 63 - 5 59 (m, 1H), 4 86.
(s, 2H), 461 (d,/=3 6, 1H), 3 82 (5, 3H),221 - 213 (m, 1H), 1 96 - 1 90 (m, 1H), 0 87 -
079 (m, 1H), 0 61 - 0 56 (m, 1H), MS m/z (M+H) calcd 379, obsd 379

Example 4 Preparatwn of Compound II-7a and Compound II-7b (Method A, Figure

6)
Example 4-A

Preparation of (1,1-dicthaxyethoxy)acetone
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To a cold (0 °C) suspension of NaH (2 68 g, 60%) in THF (150 mL) was added a
solution of 1,1-diethoxyethanol (which was prepared according to the literature procedure of
Zukle, et al ,J Org Chem ,1961, 26, 395-407) (9 00 g) m THF (20 mL), and the reachon
muxture was stirred at room temperature for 1 hour before adding methallyl chloride (8 0 mL)
The reachon mixture was heated to reflux overmight, cooled and filtered through a plug of
celite Solvent was removed by rotary evaporation, and the remidue punfied by column
chromatography (sitlice, 20% ether/hexane) to give 1,1-diethoxyethyl methallyl ether (11 5,
90%) Ozonolysis of a chilled (-30 °C) solution of thus ether (6 00 g) m EtOAc (80 mL) was
carnied out until no starbng matenial was detectable by TLC (1 hour) At this tme, the
reachon was purged with oxygen, treated with PA(OH), (150 mg) and stured under an
atmosphere of hydrogen overmght. The catalyst wag filtered away, and the filtrate was
concentrated by rotary evaporation. The resulting residue was punfied by column
chromatography (silica, 20 % EtOAc/hexane) to afford the title compound (4 53 g, 82 %)

Example 4-B

According to Method A (Figure 6), resin (XTI1-A) (230 2 mg) was treated with EtMgBr
(1 25 mL) followed by (1,1-diethoxyethoxy)ecctone (Example 3-A) (1 2 mL) After workup
and cleavage from the resin, a portion of the crude reaction product mixture (10 5 mg) was
taken up in methylene chlonde (20 mL) and treated with BF, etherate (20 ul) After stynng
for 2 5 hours, the solubon was washed with saturated aqueous NaHCQ, and brine pnior to
drying over MgSO, After filtrahion and solvent removal, the resulting residue was punfied
by preparative HPLC (Zorbax RX-8, 4 x 25 cm, 65% MeCN/water w/ 0 1% tnifluoroacetic
ac1d) to afford compound II-7a (2 34 mg) and compound II-7b (1 34 mg) Compound (1I-78)
had the followmng properties 'H NMR (CDCl,) 8 9 35 - 9 20 (m, 1H), 7 87 (d,J=7 6, 1H),
762(d,/=70,1H),760-745(m, 1H),749(dd,J=77,75,1H),740 (d,/=81, I1H),
737-726 (m, 3H),6 22 (s, 1H), 5.20-4 85 (m, 1H), 4 47 (s, 1H),3 67 (d,/=127,1H) 3 52
(d,J=118,1H),340(d,J=127, 1H), 3 38 (d,J=11 §, 1H), 1 91 (s, 3H), MS n/z (M+H)
caicd 409, obsd 409 Compound II-7b had the following properties 'HNMR (CDCl;) 39 58-
922 (m, 1H), 782 (d, J=17 4, 1H), 7 60-7 40 (m, 3H), 7 37 - 7.27 (m, 3H), 721 (d, /=8 1,
1H), 5 81 (s, 1H), 521 (s, 1H), 5 10-4 80 (m, 1H), 4 59(d, /=13 5, 1H),4 38 (dd, /=13 5,
53,1H),421(d,J=13 1,1H),3 82(d,/=13 2, 1H), 1 13 (s, 3H), MS m/z (M+H) calcd 409,

Q@
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obsd 409

Example 5 Preparation of Compound II-5 (Figure 8)

To a solution of compound II-1 (8 1 mg) n THF (2 mL) was added NBS (4 6 mg), and
the reaction was stirred overmight. Addrional NBS (4 5 mg) was added, and the reaction
stirred for 2 5 hours Insoluble material was filtered away and the filtrate was concentrated
by rotary evaporation. The resulting residue was punfied by column chromatography (C-18,
65% MeCN/water w/ 0 1% tnfluoroacetic acid) The appropnate fractions were neutralized
with NaHCO,; and extracted into methylene chionde (3 x 20 mL) and dned over MgSO,
After filtration and solvent evaporahon, compound H-5 (5 1 mg) was obtmined as white
powder which had the following characterishes 'HNMR (DMSO-dg) 8 9.22 (d, /=7 4, 1H),
867(s,1H),814(s,1H), 786 (d,/=87,1H),772(d,/=70, 1H), 763 (d, /=7 §, 1H),
742(dd,J=75,73,1H),735(dd,J=73,72, 1H),686(d,/=60, 1H),5 63 - 5 58 (m,
1H), 494 (s, 2H),4 54 (d,J=3 1, 1H),230-2 14 (m, 1H),2 00 - 1 82 (m, 1H), 0 96- 0 88
(m, 1H), 0 62 - 0 50 (m, 1H), MS m/z (M+H) calcd 457/9 (1 1), obsd 457/9(1 1)

Example 6. Preparation of Intermediate XV (Figure 4)

To a solution of VIII-A [A!,A%=H,, B',B*=0, R*=R*=R’=R%=H)] (1 05 g) m DMF (25
mL) was added tnethylamme (0 75 mL) and t-butyldimethylsilyl chlonde (TBS-CI) (0 65 g)
After shimng for 3 hours, the reaction was quenched with saturated aqueous NaHCO, and
extracted mnto EtOAc The organic layer was washed with water and brine and dried over
MgSO, After filtration and solvent evaporation, the resulting residue was tniturated with ether
to give compound XV (848 mg) The washings were evaporated to leave a residue that was
purified by column chromatography (silica, 1% EtOA¢/CH,ClL,) and gave addrional product
(502 mg, combmed y1eld of 94%) that had the followmng spectral properties 'H NMR
(DMSO-dg) 811 94 (s, 1H),932(d,J=76,1H),803(d,J=77,1H), 764 (d,J=7 2, 1H),
758(d,/=81,1H),744(dd,J=77,76,1H),739(dd,J=77,76,1H),732(d,J= 73,
1H),725(dd,J= 7 6,7 3, 1H), 5 00 (8, 2H), 4 14 (s, 2H), 0 99 (s, 9H), 0 46 (s, 6H), MS m/z
(M+H) calcd 425, obsd 425

Example 7 Preparation of Compound II-1 via Method B (Figure 7)

Y
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A solution of Triton B m pynidine (0 45 M) was prepared by dissolving a 40% solution
of Tniton B 1n methanol (10 mL) tin pyndine (10 mL) Solvent was removed under reduced
pressure (20 mm Hg) to a final volume of ~ 8 mL. The residue was diluted with pyridine to
50 mL, filtered and stored under mtrogen. A solution of XV (20 3 mg) m pyndine (2 0 mL)
was flushed with argon and treated with 300 pL of Triton B (0 45 M 1n pyndine) and
diethoxybutyraldehyde (50 pL) After shrmng for 2 hours, the reaction was extracted 1nto
EtOAc, washed with IN aqueous HC), brine and dnied over MgSO, After filtration and
solvent evaporation, the adduct was taken up in CH,Cl; (10 mL) and treated with BF, etherate
(10 pL) After strnng for 2 0 b, the solution was washed with saturated aqueous NaHCO,
and brine prior to drying over MgSO, Removal of solvent by rotary evaporation gave a
residue that was punfied by preparative HPL.C (Zorbax RX-8, 2 5 x 25 cm, 65% MeCN/water
w/ 0 1% tnfluorcacetic acid) The appropnate fracttons were neutralized with NaHCO, and
extracted mnto methylene chloride (3 x 20 mL) and dnied over MgSO, After filtration and
solvent evaporation, II-1 (11 8 mg, 65% y1eld) was obtamned whose 'H NMR and MS spectra
and HPLC retenhon time were 1denfical to material prepared and 1solated by method A,
described 1n Example 3-A

Example 8 Preparation of Compound II-9 (Figure 8)

To a suspension of bromo compound H-5 (6 2 mg) 1n 1-propancl (4 0 mL) was added
3-aminophenylborc acid (3 8 mg) After shrnng for 0 25 hour, Pd(OAc), (2 0 mg) Ph,P (4 8
mg), Na,CO, (2 8 mg), and water (2 0 mL) were sequentially added The msxture was heated
at reflux for 0 75 hour, cooled, extracted mto CH,Cl,, and washed with water and brine The
orgamc layer was dried over MgSQ,, and solvent was removed by rotary evaporation to give
a residue that was punfied by prepamative HPLC (Zorbax RX-8, 25 x 25 cm, 50%
MeCN/water w/ 0 1% trifluoroacetic acid) The appropriate fractions were neutralized with
NaHCO, and extracted into methylene chlonide (3 x 20 mL) and dnied over MgSO, After
filtration and solvent evaporation, compound II-9 (3 1 mg, 49% yield) was obtained and had
the following spectral properties 'HNMR (DMSO-dg) 39 22 (d, /=7 5, 1H), 8 66 (s, 1H),
800-725(m,8H),712(dd,J=71,70,1H), 6 95-6 80 (m, 3H),6 53 (d,J=6 0, 1H),5 63
~5 58 (m, 1H), 4 99 (s, 2H), 4 55 (s, 1H),2 25-2 10(m, 1H), 1 95-1 90 (m, 1H),0 98-088
(m, 1H), 0 65 - 0 57 (m, 1H), MS m/z (M+H) calcd 470, obsd 470

7
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Example 9 Preparation of Compound II-10 (Figure 9)

To a solution of compound II-1 (5 0 mg) .n DMSO (1 mL) was added NaCN (4 3 mg),
and the mixture was warmed to 145 C for 1 hour The mixture was cooled, extracted mto
EtOAc, and washed with water (3 x 20 mL) and bnne The organic layer was dned over
MpgSO4, filtered and evaporated to give a ressdue that was purified by preparative HPLC
(Zorbax RX-8,2 5 x 25 cm, 55% MeCN/water w/ 0 1% tnfluoroacetic acid) The appropriate
fractions were neutralized with NaHCQ,, extracted into methylene chlonde (3 x 20 mL), and
dned over MgSO, After filtrahion and solvent evaporation, compound II-10 (2 7 mg, 50%
y1eld) was obtamed and had the following spectral properties 'H NMR (DMSO-d,) 5 11 4
(s, 1H),886(d,J=79,1H),879(d,J=76, 1H), 790 (d,J=8 3, 1H), 7 62 - 7 55(m, 2H),
749(dd,J=76,74,3H),740(dd,J=74,731H),735(dd,J=75,74, 1H),686(d, J=
60, 1H), 6 03 (s, 1H), 540 - 5 30 (m, 1H),225-2 14 (m, 1H),203 -1 90 (m, 1H), 1 10 -
098 (m, 1H), 082-0 77 (m, 1H)

Example 10 Preparation of Compound II-11 (Method A, Figure 6)

According to the method A, resin (XIIa) (150 2 mg) was reacted with EfMgBr (1 0
mL) followed by ethyl 2,5-dioxopentanoate (Schrmudt, et al , Synthesis, 1993, 809) (1 5 mL)
After workup and cleavage from the resin, the crude reaction product mixture was taken up
1 methylene chlonde (20 mL) and treated with BF, etherate (20 pL) After sturnng for 2 5
hours, the solution was washed with saturated aqueous NaHCO, and brine prior to drymng over
MgS0, After filtration and solvent removal, the resulting residue was punified by preparative
HPLC (Zorbax RX-8, 4 x 25 cm, 55%-75% gradient MeCN/water w/0) 1% tnfluoroacetic
acid) to afford compound 1I-11 (6 4 mg) wiich had the following properhes 'H NMR
(DMS0-do) 8936(d,/=77,1H),868(s,1H),800(d,/=77,1H),783(d, /=83, 1H),
7 58-7 15(m, 5H), 6 97 (d,/=59, 1H), 4 93 (s,2H), 4 82 (s, 1H),4 48 (q,/=7 1,2H),2 42 -
191 (m, 2H),137(t,3H,J=71),125-063 (m, 2H)

Example 11 Preparation of Compound II-12
A solution of compound I1-11 (3 4 mg) m THF (2 mL) was treated with a 2 M solution
of LiBH, (1 0 mL 1n THF) and the reaction was stirred for 1 5 h. The reaction was quenched
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by the additton of 1 N aqueous HCl (4 mL) After strmng for 20 munutes, 10% aqueous
NaOH (15 mL) was added and the mixture was extracted into methylene chlonde (3 x 10 mL)
After drying over MgSO,, the mixture was filtered and solvent evaporated to afford compound
II-12 (0 32 mg) which had the following properties 'H NMR (DMSO-d)8935(d,J=77,
1H), 8 62 (s, 1H),7 98 (d,J=7 7, 1H), 7 83 (d,J= 82, 1H), 7 75(d,J =8 2, IH), 7 50 - 7.25
(m, 4H), 6 84 (d,/=77, 1H), 6 11 (s, 1H), 4 91 (s, 2H), 4 71 (8, 1H), 4 50 - 4 40 (m, 1H),
430-420(m, 1H)2 42 - 1 91 (m, 2H), 1 25 - 0 63 (m, 2H), MS m/z (M+H) calcd 409, obsd
409

Example 12 Enhancement of Spinal Cord ChAT Activity

ChAT 1saspecific mochemical marker for functional cholinergic neurons Cholinergic
neurons represent a major cholinergic mput into the hippocampal formation, olfactory
nuclens, mterpeduncular nucleus, cortex, amygdala, and parts of the thalamus In the spnal
cord, the motoneurons are cholinergic neurons which contain ChAT (Phelps, et al ,J Comp
Newrol , 1988, 273, 459-472) CbhAT activity has been used to study the effects of
neurotrophins (e g , NGF or NT-3) on the survival and/or fimction of cholmergic neurons
The ChAT assay also serves as an mdication of the regulation of ChAT levels within
cholmmergic neurons

Methods Fetal rat spinal cord cells were dissociated, and experiments were performed
as descnibed (Smuth, ef a/, J Cell Biology, 1985, 101, 1608-1621, Glicksman, et al , J
Neurochem ,1993,61,210-221) Dissociated cells were prepared from spinal cords dissected
from rats (embryomic day 14-15) by standard trypsin dissociation techmques (South et al,
supra)) Cells were plated at 6 x 107 cells/cm? on poly-l-ornrthine coated plastic tissue
culture wells 1n serum-free N2 medium supplemented with 0 05% bovine serum albumin
(BSA) (Bottensten, ef al , Proc Natl Acad Sci USA, 1979, 76, 514-517) Cultures were
incubated at 37°C mn 2 humichfied atmosphere of 5% C02/95% ar for 48 hours ChAT
activity was measured after 2 days s viiro using a modification of the Fonnum procedure
(Fonnum, Neurochem., 1975, 24, 407-409) according to McManaman, et al and Glicksman,
et al. (McManaman, et al , Develop Biol, 1988, 125, 311-320, Ghicksman, ef al, J
Neurochem., supra)

Compounds having formula I described in the examples are listed in Table2 Values
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for RL, R, RS, and R7are H, Y13 O, andn1s 1

Table 2
Compound | A4, | BB R, R, R R, zZ m
O-1 0 HH H H H H bond ] 1
-2 0 HH Et H H H bond | 1
-3 0 HH H H H Me | bond |1
4a 0 HH H H H Me {bond | 2
11-4b o HH H H H Me | bond | 2
-5 0 HH H Br H Me | bond | 1
-6 0 HH | H H 100Me| H | bond |1
-7a 0 HH H H H Me o 1
o-To o) HH H H H Me (o, 1
-8 HH 0 H H H H bond | 1
-9 o HH H 3’-NH,-Ph H H bond § 1
n-10 0 0 OH H H H bond ] 1
I-11 0 HH H H H COp | bond |1
Et
1-12 0 HH H H H CHy | bond | 1
OH

Example 13 pCDNA3-EE-MLK3, pcDNA3-EE-MLK3(K144R)

MLK3 was cloned as described (Lee, et al , Oncogene, 1993, 8, 3403-3410, Ezoe, ef
al, Oncogene, 1994, 9, 935-938) cDNA was prepared from 200 ng polyadenylated
melanocyte mRNA and 5% of the reaction was used as template to amplify a repertorre of .
PTK ¢DNAs using mixtures of either two or four hughly degenerate ohgonucleotide primers
derived from the consensus sequences of the conserved VIb and IX subdomains of known .
PTKs PTK1, 5-CGGATCCACMGIGAYYT-3' (SEQ ID NO1), PTK2, 5°- 4
GGAATTCCAWAGGACCASACRTC-3' (SEQ ID NO2), PTK3, 5°’- #
CGGATCCRTICAYMGIGAYYTIGCIGCIMGIAA-3' (SEQ ID NO3), PTK4, 5'-
GGAATTIAYIGGAWAIGWCCAIACRTCISW-3’ (SEQ ID NO 4) Forty cycles of PCR
were camed out umng Tag DNA polymerase (AmpliTaq, Pedan-Elmer/Cetus) and an
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automated DNA thermal cycler, each cycle consisted of 40 s at 94°C, 2 mn at 37°C end 3 min
at 63'C The products of exght PCRs were pooled, treated with DNA polymerase (Klenow),
cleaved with BamH(1 plus EcoR1 and electrophoresed m a 5% polyacrylanude gel Etludmum
bromude staining 1dentified a predominant 200-230 bp band which was excised, eluted and
cloned into M13mp18 In one expennment, part of the PCR amplified cDNA was not cleaved,
but mnstead was cloned blunt mto M13mp18 cleaved with Smal Nucleotide sequences were
determmed by chain-termination sequencing method.

One cDNA, 1dentified as PTK1, was used as a probe to screen human melanoma and
melanocyte cDNA libraries A clone, designated PTK1-3 2, included the entire open reading
frame of 2541 nt, coding for a protemn of 847 amuno acids This cDNA was cut with Ncol,
blunted with DNA polymerase (Klenow), cut again with EcoR1 and higated into the vector
pCDNAS3-EE cut with BamH]1, blunted and then cut with EcoR1 The vector pPCDNA3-EE
was constructed by inserting into the HindIIl/BamH]1 site an oligo that codes for a start codon
followed by the EE eprtope, MEEEEYMPME (SEQ ID NO 5) (Grussenmeyer, ef al , Proc
Natl Acad. Sc1 USA, 1985, 82, 7952-7954) The kinase-dead version of MLLK3 was made by
making the mutahon K144R using PCR employing a previously pubhshed techmque (Chen,
et al, Biotechmques, 1994, 17, 657-659) The first, mutagenic ohgo was 5'-
GTGGCTGTGCGGGCAGCTCGCCAG-3’ (SEQ ID NO 6) and the second ohgo was 5°-
GAGACCCTGGATCTCGCGCTT-3’ (SEQ ID NO 7) Usmng MLK3 as a template, these
oligos were used 1n PCR to generate a fragment of 806 bp and employed 1n a second PCR
reaction using a T7 pnmer as the other amphmer and MLK3 as the template to generate a
fragment of 1285 bp The fragment was separated by agarose gel electrophoresis, 1solated,
cloned mto pGEM-5 (Promega) and sequenced The fragment was excised with HindIlI and
Hpal, and mnserted into pPCDNA3-EE-MLK3 cut with HindIIT and Hpal An additional pomnt
mutation was detected at nucleotide 1342 To correct this, a PfIM] fragment (nt 1093-1418)
was excised from the wild-type MLK3 and used to replace the identical fragment 1n the
K144R mutated MLK3

Example 14 pFB-FLAG-MLK3
To obtaxn MLK3 protein, the cDNA was cloned into the baculoviral expression vector
pFB-FLAG MLK3 was excised from PTK.1-3.2 by digestion with Neol, blunted with DNA

o
/{4
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polymerase (Klenow), cut again with Not1 and ligated mnto pFB-FLAG digested with Stul and
Notl pFB-FLAG 1s derived from pFB (Life Technologies) and has the coding sequence for
the FLAG epitope (Hopp, et al, Biotechnology, 1988, 6, 1205-1210) with a start codon,
MDYKDDDDK (SEQ ID NO 8), added to the polyhinker 1n the BamH]1 site.

Example 15 pFB-GST-MLK3(KD)

Baculoviral expression of the lanase domam of MLK3 was achieved by excimng the
MLK3 fragment from the pGEXKG-MLK3(XD) using EcoR1 and Xho1 and hgeting 1t mnto
a pFB vector cut with EcoR1 and Xhol 1n which the coding sequence for glutathione S-
transferase (GST) had been cloned upstream This was achieved by obtaumng the GST coding
sequence and polylinker from the pGEXK.G vector by PCR using the vector as a template
(Guan, et al , Anal Bioch, 1991, 192, 262-267) The 5’ ohgo for PCR created a Bgl2
restnction site at the 5° end of the fragment. This 130lated fragment was then digested with
Bgl2 and HinD3 and higated into pFB digested with BamH1 and HinD3

Example 16 pGEXKG-MLK3(KD)

A cDNA fragment that included both the MILK3 kmase doman and a portion of the
leucine zipper (ot 736-1791) was obtamned by PCR using the PTK1 ¢cDNA The 1solated
fragment was digested with the restniction enzymes EcoR1 and Xhol, sites that were included
m the PCR ohgos, and cloned into pGEX-KG digested with EcoR1 and Xhol This fragment
in pGEX-KG was then shortened by PCR to mclude only the kinase domamn (nt 736-1638)

Example 17 pKH3-MLK2, pKH3-MLK2(KA)

MLK2 was cloned using degenerate PCR (Dorow, et al , Eur J Biochem., 1993, 213,
701-710, Dorow, et al , Eur J Biochem., 1995, 234,492-500) Segments of cDNAs encoding
catalyhc subdomains of protein kinases expressed m the epithehial tumor cell line Colo 16
were amplhified from RNA by reverse transcriptase PCR. Degenerate PCR pnimers were based
1n sequences encoding conserved motifs in subdomams Vib and VIII of the emdermal-growth-
factor receptor family kinase catalythc domains Sequences of the pnmers were as follows
forward pnimer, 5’-CGGATCCGTG(A)CACC(A)GT (CG)G(A)ACC(T)T-3' (SEQIDNO 9),
reverse prmer, 5’-GGAATTCACCA(G)TAA (G)CTCCAG(C)ACATC-3’ (SEQIDNO 10)
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Several PCR products were cloned mto MI3 and sequenced using a T7 Super-Base
sequencing kit (Bresatec) One 216-bp PCR product was used as a probe to screen a human
colon Agtl 1 cDNA hbrary (Clontech, catalog #H1.10346)) The fragment was random-prnimed
labeled, hybridization was performed at 65°C and the filters washed to a stnngency of 02X
NaCl/Citrate (150 mM sodnum chionde, 15 mM sodium citrate, pH 7 0) and 0 5% SDS at
65°C Filters were autoradiographed for 16h at -70°C on Kodak XAR-5 film Four clones were
1solated and the longest, 12 kb, was used to reprobe the same hbrary using the same
conditions Four more clones were selected and one of these clones represented a 1034 bp
fragment of MLK2 This clonewasused to probe a human bram Agt10 hbrary Approximately
500,000 clones were screened and one 3454 bp clone was 1solated, representing the entire
coding region of MLK2

MLK2 was cloned, from the ATG to the polyA tail, into the vector pKH3 between the
BamH]1 and EcoR1 sites 1n two steps as there 18 a BamH1 site 1n the puddle of the MLK2
sequence The vector phH3 was constructed by inserting three copies of the HA epitope tag
followed by a BamH]1 site between the Xbal and EcoR1 sites of the pRK7 polylnker To
make the mutagemzed version, K125A, the MLK2 5’ BamH|1 fragment was cloned mto the
Promega pAlter vector and mutated as recommended by the menufacturer The fragment was
then cloned back mto the MLK2 pKH3 vector

Example 13 pcDNA3-HA-JNK1

JNK1 cDNA was obtamed as deacribed (Coso, et al , Cell, 1995, 81,1137-1146) The
cDNA was obtained by PCR using as a template human skeletal muscle cDNA (Invitrogen)
and was cloned into the Bgl2 / Sall sites of pcDNA3-HA, a modified pcDNA3 expresson
plasmd encoding the HA epitope (Wilson, ef al , Cell, 1984, 37, 767-778) This was then
excised from pcDNA3, includmg the HA epitope, and higated into pGEX-4T3 (Pharmacia)
The INK1 cDNA was excised from the pGEX-4T3 construct as a Bgl2 / Sall fragment and
ligated 1nto pcDNA3-HA, a vector with the HA epitope added 1n the HinD3/BamH]1 site of

pcDNA3

Example 19 pFLAG-DLK
DLK was cloned 1nto the expresmon vector pcDNA3 with the FLAG epitope added as
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descnibed (Holzman, etal ,J Biol Chem.,1994, 269,30808-30817) A fragment ofthecDNA
for DLK was 1solated by degeneraie ohigonucleotide-based PCR clomng Total RNA was
extracted from embryonic day 13 5 kidneys (32 organs) and embryomic day 17 5 kndneys (16
organs) using a commercially prepared phenol/guamdine 1sothiocyanate reagent method
according to the directions of the manufacturer (TRIzol Reagent, Life Technologies, Inc )
Following digestion with RNase-free DNase I, total RN A was reverse transcribed with RNase
H-reverse transcriptase (Superscript, Life Technologies, Inc ) from an oligo(dT) synthetic
oligonucleotide pnimer to single-stranded cDNA. Degenerate oligonucleotide primers
comresponding to the protemn tyrosine kinase catalytic subdomams Vib and IX ongmally
demgned by Wilks (Wilks, Proc Natl Acad Sci USA , 1989, 86, 1603-1607) were modified to
S' EcoRlI and HindIIl sites, respectively (5°'-
ATAATTC(GT)GC(TAGC)GCCA(GA)GTC(TAGC)CGGTG-3’ (SEQ ID NO11), 5'-
ATAAGCTTCC(TCYAG)T(GCY)AAGTGGA(TCYXGCYGC(AGC)CC(CT)YGA-3") (SEQID
NO 12) Forty PCR cycles were camed out for 1 5 min at 94°C, 2 mm at 37°C, and 3 mun at
63°C Fresh reagents were added and an additional 40 cycles were completed before a final
10-mun extension at 72°C The resultent 200-210-bp DNA amplification product was gel
15olated, subcloned mnto a prepared pGEM7zf(+) plasmud (Promega), and transformed into
Escherichia coli Miniprep plasmid DNA was prepared from transformed bactenia and a
portion digested with EcoRI and Hindlll restniction endonucleases, clones contaimng mseris
were sequenced

The 195-bp DLK cDNA fragment obtamed from the degenerate PCR was radiolabeled
and used to screen approxamately 1 x 10° recombinants of a Uni-ZAP II (Stratagene, La Jolla,
CA), ohigo(dT)-primed adult mouse brain cDNA Library (Holzman, et al , Mol Cell Biol, 1990,
10, 5830-5838) Filters were hybndized in a buffer conmsting of 50% formammde, 5 x SSC,
3 x Denhardt’s solution, 0 25% SDS, 1 mg/ml polyadenylic acid, and 200 mg/ml salmon
sperm DNA at 42°C Filters were washed once at room temperature m 2 x SSC, 0 2% SDS
and twice for 30 mmn at 65°C Twenty five umque clones were 1dentified, 10 clones were
punified to homogeneity, i1 vivo excised according to the protocol of the manufscturer and
restriction mapped The two longest clones (3401 and 3397 bp, respectively, differing only
at therr 5° termm) were sequenced along both strands over their entire length

The full-length Nofl-Xhol DLK cDNA fragment (3401 bp) was subcloned into the
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cytomegalovirus promoter based eukaryotic expression vector pcDNA3 (Invitrogen, San
Diego, CA) (construct designated pcDNA3-DLK) Next, 2 NH,-Met FLAG epitope
(DYKDDDDK) (SEQ ID NO 13) tagged construct (PFLAG-DLK) was made. The PCR was
used to amplify cDNA fragments which encoded 2 5° Hmdlll site, DLK's Kozak's consensus
sequence including the imbaton ATG, the FLAG emitope, and DLK ¢cDNA open reading
frame sequence extending from nucleotide 88 to an internal EcoRI mte at nucleohde 758
(HPLC punfied synthetc olhgonucleohdes used in equmolar quantties 5’-
ATAAAGCTTCCAGAGGCCATGGACTACAAGGACGACGATGAC
AAGGCCTGCCTCCATGAAACCCGAACA-3’ (SEQ ID NO 14) for the FLAG construct
sense pnmer and 5’-GACAGGGCGGCCGGCTCT-3" (SEQ ID NO 15) for the antisense
prumer ) Gel punfied Hindill and EcoRI-digested amplified fragments were subclioned into
the Hindlll-EcoR to prepared pcDNA3-DLK plassid Constructs were sequenced along
both strands to assure Taq polymerase fidelity and maintenance of reading frame

Example 20 pcDNA3-MLK1

The 5’ portion of MLK1 was obtaned from the EST database (accession #
AA160611) Thisclone was a fusion between MLK 1 and another cDNA of unknown 1dentity
It contained previously unpublished 5° sequence of MLLK1 along with pert of the previously
published kmase doman of MLK 1 (Dorow, et al , Eur J Biochem ,1993,213,701-710) The
MLK1 cDNA sequence from the EST clone 15 as follows
GAATTCGGCACGAGAGGACTCGCAGGTGTCCGGCGACGAG
GGCTGGTGGACCGGGCAGCTGAACCAGCGOGGTGGGCATCTTCCCCAGCAA
CTACGTGACCCCGCGCAGCGCCTTCTCCAGCCGCTGCCAGCCCGGCGGCaG
AGGACCCCAGTTGCTACCCGCCCATTCAGTTGTTAGAAATTGATTTTGCG
GAGCTCACCTTGGAAGAGATTATTGGCATCGGGGGCTTTGGGAAGGTCTA
TCGTGCTTTCTGGATAGGGGATGAGGTTGCTGTGAAAGCAGCTCGCCACG
ACCCTGATGAGGACATCAGCCAGACCATAGAGAATGTTCGCCAAGAGGCC
AAGCTCTTCGCCATGCTGAAGCACCCCAACATCATTGCCCTAAGAGGGGT
ATGTCTGAAGGAGCCCAACCTCTGCTTGGTCATGGAGTITGCTCGTGGAG
GACCTTTGAATAGAGTGTTATCTGGGAAAAGGATTCCCCCAGACATCCTG
GTGAATTGGGCTGTGCAGATTGCCAGAGGGATGAACTACTTACATGATGA

-

212
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GGCAATTGTT CCCATCATCCACCGCGACCT TAAGTCCAGCAAC(SEQIDNO 16)
This translates to NSAREDSQVS GDEGWWTGQL NQRVGIFPSN YVTPRSAFSS
RCQPGGEDPS CYPPIQLLEI DFAELTLEEI IGIGGFGKVY RAFWIGDEVA
VKAARHDPDE DISQTIENVR QEAKLFAMLK HPNIOALRGV CLKEPNLCLV
MEFARGGPLN RVLSGKRIPP DILVNWAVQI ARGMNYLHDE AIVPIIHRDL KSSN
(SEQIDNO 17)

The 3° portion of MLK1 was mitially cloned by degenerate PCR. as previously
published (Dorow, etal , Ewr J Biochem ,1993, 213, 701-710) The protocol far clomng the
3’ porhon of MLK1 was as descnbed above for MLK2 with the following exceptions Of the
four clones obtained from rescreeming the hibrary with the 1.2 kb clone, three of the four
clones represented MLK1 None of the clones mcluded the entire kinase domain, which was
obtamned by PCR.

Phage from 1 pul ahquots of amphfied libraries (normal human colomc epitheha and
humean T84 colomc carcmoma cell ine cDNA m A Un-ZAPXR (Strategene, cat #937204)
were lysed by suspending 1 20 p! water and snap freezang A 5 ul sample of the lysed phage
was used as g PCR template 1n two reactions for each hibrary Primers representing the vectors
were taken from nucleotide sequences flanking the cloning sites In the case of the T84
colomc cell hne hbrary, the T3 and T7 sequencing pnmers (Promega) were used. In each
reaction, one pnumer was from the 3° - 5° strand of the MK gene, approximately 100bp from
the 5’ end of the known sequence The second pnmer was one of the two vector primers PCR
reactions contamned 1X PCR buffer, 2 5 mM magnesium chlonde, 10 Tag polymerase (all
from Bresatec), 0.2 mM dNTP and 0 4 mM each pnmer m a total of 50 pl. Reaction
conditions were 60s at 95°C, 90s at 52°C, 90s at 72°C for 30 cycles with a 15 min extension
time 1 the final cycle PCR products were cloned and sequenced as a described above The
longest clone from the library screen and a PCR fragment that included additronal MLK1
sequence were hgated together to create a 1 08 kb MLK1 cDNA m pUC18

The MLXK1 clone from the EST database was provided 1n the vector pBluescnpt
(Stratagene) The MLK1 cDNA from the colomc hibrary was hgated into the EST clone by
digestion of the former with EcoRI, blunted with Klenow, then cut with AfIlT This 1solated
fragment was cloned mto the MLK1 cDNA from the EST database cut wrth Xhol, blunted
with Klenow, and cut with AfIll This new construct was then excised from pBluescnipt by
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digestion with Not1 and Apal and hgated mto pcDNA3-EE also cut with Notl and Apal All
cloning junctions were sequence verified.

Example 21 E.coli expression of GST-MLK3,,

PpGEXXG-MLK3(KD) was transformed mto E. colf strain BL21 by electroporation.
Bactena containung the plasmid were moculated mto a 15 liter Apphkon fermenter 1n 10 hter
volume ofthe following nch medium 1 95 g/L K,HPO,, 0 9 g/I. KH,PO,, 0 1 g/L ampicillm,
0 3 g/L. (NH,);80,, 0 92 g/L. MgSO, 7TH,0, 42 7 mg/L Na citrate, 21 8 mg/L FeSO,7H,0,0 5
mL Pichia trace metals (Higgins, et al., Methods Molecular Biology, 1998, 103, 149-177), 20
g/L casamino acids, 40 g/L glycerol, 25 5 mg/L CaCl, Bactena were grown overmght at 800
rpm/68% dissolved oxygen/30°C until the culture reached an ODgy = 44 Recombinant
protein production was induced by the addition of 1 mM 1sopropyl-B-D-thiogalactoside, with
continued fermentation at 25°C forupto § hr  Bactens were then recovered by centrifugation
and the cell paste stored frozen at -20°C unt purification.

Example 22 Purification of bacterial GST-MLK3,,,

Partially-purtfied GST-MLK3, was prepared by somicating 100 gm of bacteral cell
paste m 100 mM Tris-HCI, 150 mM NeCl, 1 mM EDTA, 5 mM dithuothrestol (DTT), pH7 5
(buffer A) The solution was made 1% with Triton X-100, then stirred on 1ce for 1 hr
Supernatant solution after centnfugation for 45 mm at 20,000 x g was mixed for 1 hr onice
with 10 mL glutathione Sepharose 4B resin (Pharmacia) equbibrated in buffer A Pelleted
resin was washed twice wath 12 5x volume buffer A, then eluted with 20 mL, 100 mM Tns-
HCl, 150 mM NaCl, 5 mM DTT (buffer B), containing 20 mM glutathione, pH 75 Protein
was dialyzed overmight agarnst buffer B and stored 1n aliquots at -80°C

Example 23 Baculoviral expression of FLAG-MLK3 and GST-MLK3,,

Recombmant baculoviruses expressing the FLAG-MLK3 and GST-MLK3,, were
produced from ther respective transfer vectors, pFB-FLAG-MLK3 and pFB-GST-MLK3xy
using the BAC-TO-BAC system (Life Technologies) according to the mstruction manual
Suspension cultures of Sf21 cells (Vaughn, et al , In Vitro, 1971, 13, 213-217) were grown
at 27°C/120 rpm 1n supplemented Grace’s medium (Hink, Nafire, 1970, 226, 466-467) with

e
Ys



10

15

20

25

WO 02/14836 PCT/USO1/24822

-56-

10% heat-inactivated fetal bovine serum (Fb3) To produce recombrmant FLAG-MLK3, S£21
cells at a density of 1 5 x 105 cells/ml supplemented Grace's medium contayung 5% FBS
were infected with a multipheity of infection (MOD) of 3 1 and harvested at 39 br after
mfechon. To produce recombinant GST-MLK3,, Sf21 cells at a density of 15 x 10°
cells/mL supplemented Grace’s medium contaiming 5% FBS were infected with an MO of
2 and harvested at 41 hr after infechion. In both cases, pelleted cells were resuspended 1n
buffer compnsed of 10 mM HEPES, 50 mM NaCl, 0 5 mM Pefabloc SC, 5 uM pepstatin, 10

pg/mL aprotinim, 10 pg/mL leupeptin, pH 74 Supernatant solution after centnfugation for
1 hr at 147,000 xg was readjusted to pH 7 4 with 3 M Tnis base and then stored at -70°C prior

to punfication.

Example 24 Punfication of baculoviral GST-MLK3,,,

Partially-punified baculoviral GST-MLK3zy, was prepared by glutatinone affinity
chromatography For 10 mL of cell extract (26 6 mg total protem), 1 mL of glutatuone
Sepharose 4B resin (Pharmacia) equilibrated 1n 10 mM HEPES, 150 mM NaCl, pH 7 4 (buffer
C) was added and protein was allowed to bind for 45 mun at 4°C Resin was then washed m
cohmn format with 30 column volumes of buffer C, then eluted wath 5 column volumes of
buffer C containing 20 mM glutatione Pooled final product was dialyzed overmight agamst
buffer C and stored m ahquots at -70°C

Example 25 Punfication of baculoviral FLAG-MLK3

Partially-punfied beculoviral FLAG-MLK3 was prepared by antibody affimty
chromatography Protemn from 15 mL of extract (19 5 mg total protein) with an addihonal
0 1M NaCl was bound omto a 0 25 mL column of M2 monoclonal FLAG peptide antibody
coupled to agarose resin (Sigma) by repeated loading (three times total) Resin had been
equilibrated with a 5 column volume wash of 50 mM Tns-HCI, 150 mM NaCl, pH 7 4 (TBS),
a 3 column volume wash of 0 1M glycine, pH 3 §, followed by another 5 column volume
wash with TBS, prior to chromatography Recombinant protein was primanly eluted by 5
column volumes of 0.2 mM FLAG peptide (N-Asp-Tyr-Lys-Asp-Asp-Asp-Asp-Lys-C) (SEQ
IDNO 18) 1n TBS Protein was stored 1n ahiquots at -80°C pnior to assay
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Example 26 Dominant Negative Mutant A dominant negative mutant of the MLK
family blocks death in differentinted PC12 cells following removal of Nerve Growth
Factor

The PC-12 cell hne denved from a rat pheochromocytoma tumor has been used
extensively as a neuronal cell mode! for examming the molecular events leading to neuronal
death (for review, see Troy, erf al , Adv Newrology, 1997, 103-111) Nerve Growth Factor
(NGF) 1nduces PC-12 celis to differentiate into a sympathetic neuronal phenotype (Greene,
Cell Biol , 1978, 78, 747-755) NGF differenhated PC-12 cells are dependent on NGF for
survival and undergo amorphologically described apoptotic death upon removal of NGF from
the culture medium. A cell system was developed to determme the effect of members of the
mixed lineage kinase family on PC-12 cell death following NGF withdrawal PC-12 cells
were transfected with cDNA coding for & dominant negative (DN) mutant of MLK-3 using
Pfx lipid transfer system as recommended by the manufacturer (Invitrogen, Carlsbad, CA)
A stable pool of transfectant expressing DN-MLK-3 was selected using G418 sulfate
(Mediatech Inc , Hemdon, VA) Approxamately 30% of cells in these pools express DN
MLK3 as determined by immunohistochemistry Pools of cells stably expressing the mutant
kanase were plated on polyormthine/laminin (10 ug/ml each m phosphate buffered saline)
coated tissue culture 96-well format plates at a density of 2 x 10 cells/well and treated with
100 ng/m! of NGF for 7 days Medium contermng the NGF was removed, the cell monolayer
washed with phosphate buffered salme and medium contaimng neutrahzing NGF antibody
(cat. #N6655, Sigma, St. Lows, MO) at a final dilution of 1 1000 was replaced for 1-5 days
Cell viability was quantified by a cell viabihity assay using the conversion of the tetrazolrum
salt, MTS, to a colored formazan which was read at an absorbance of 570 nm on a CytoFluor
2350 (Mialbipore, Bedford, MA) as recommended by manufachirer (Promega, Madison, WI)
Stable pools expressing DN-MLK-3 were partially rescued from cell death caused by NGF
withdrawal (Figure 10)

Example 27 Asssy for enzymatic activity of recombmant MLK protem

In order to demonstrate that the MLK protem expressed m cither the baculovirus or
bacterial expression System 1s enzymatically active, several assay formats may be utilized.
The MLK protemn may be & full-length construct or a kinase domain expressed in exther a
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baculovirus or bacterial expression system. The assay may be antibody-based such as
enzyme-lmmked immunosorbent assay (ELISA), iime-resolved fluorescence (TRF), or
fluorescence polanzation (FP) The anhbody may be monoclonal or polycional wath reactrvity
towards phosphosenne, phosphothreonine, or phospho-specific substrate Alternatively, anon-
antibody-based method may be used such as radioactive gel-based assay (see Figure 11),
nmltiscreen trichloroacetic acid (TCA) precipitation assay (Figure 13), scmtillation proxamity
assay (SPA), flashplate method, or phosphocellulose filter assay format (Figure 13) The
assay may be designed to monitor direct phosphorylaton of a substrate or a coupled assay
system uthizing the downstream kapases in the signaling pathway The substrate may be a
specific substrate such as SEK-1or a relatively non-specific substrate such as myelin basic

proten (MBF)

Example 28 Kinase Assays
(1) Radioactive Gel-Based Kinase Assay

The kinase activity of MLK -3 was assayed by monitoring the incorporation of 2P from
[Y-**P}-ATP into a substrate of MLK (e g kinase-dead SEK-1, myelin basic protein) The 50-
j! assay mixture contamed Buffer A (20 mM MOPS, pH 7 2, 25 mM f-glycerol phosphate,
5 mM EGTA, 1 mM sodium orthovanadate, 1 mM dithiothreatol), 15 mM MgCl;, 100 pM
ATP, 10 pCi [y-*"P]-ATP, and 0 1 pg kinase-dead SEK-1 substrate (Stressgen, Inc, bound
glutathione S-transferase-SEK-~1 (GST-SEK-1) was released from glutatiione-agarose beads
with 10 mM glutathhone, pH 8 0) or 25 pg MBP (Sigma Chemical Co) Reaction was
mrtiated by adding MLK protein (kanase domam or preparation contarmng both full-length
and kinase domam) or control protein. The mixture was incubated for 30 min at 30°C  Atthe
end of the reaction 2x reducing sample buffer was added The mnxture was boiled for 5 mn,
loaded onto either a 12% SDS-PAGE gel (using MBP as substrate) or 8% gel (SEK-1 as
substrate) After electrophoresis, the gel was dned. Quantitation of phosphate incorporation
to substrate, SEK-1, was performed on a Molecular Dynamics Phosphonmager (Sunnyvale,
CA) Results of expeniments designed to show the enzymatic activities of baculovirus-
expressed MLK-3 (FLAG-tagged full-length or GST-tagged kinase domain) using kinase-
dead GST-SEK-1 or MBP as substrate are shown in Figures 11A and 11B
(2) Western Blot Analysis
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The kanase activity of baculovirus-expressed MLK-3 was exammed by immunoblot
analysis The 20-pl assay mixture contamned Buffer A, 15 mM MgCl,, 100 uM ATP, and 0 1
pg knase-dead SEK-1 substrate The reaction was allowed to proceed for 30 mun at 30°C,
then quenched with 10 pl 4x reducing sample buffer Proteins were separated on & 8% Thris-
glycine gel and electrophoretically transferred to Immobilon PVDF membrane The
membrane was mcubated with phospho-specific SEK-1 (Thr223) antibody (New England
Biolabs, Inc ) followed by horseradish peroxidase-labeled goat anti-rabbit IgG (Bio-Rad)
Detection of the immunoreactive bands was performed wa enhanced chemiluminescence
(Amersham) The phosphorylation of kinase-dead GST-SEK-1 by FLAG-MLK-3 protemn
(baculovirus preparation contaxmng both full-length and kinase domain) 13 1llustrated in Figure
12
(3) Multscreen Trichloroacetic Acid (TCA) Precipitation Assay

The kanase activity of bactenally-expressed GST-MLK-3 kmase domain was assessed
using the Millipore Multiscreen tnchloroacetic (TCA) "m-plate” assay as described by Pitt,
etal ,J Biomol Screemng, 1996, 1,47-51) Assays were performed 1n 96-well Multiscreen
Durapore plates (Millipore) Each 50-pul assay mixture contained 20 mM Hepes, pH 7 4, 20
mM MgCl,, 20 mM MnCl,,2 mM DTT, 0 1 mMNa;VO,, 1 pC1 [y-P¥*] ATP and 30 pg MBP
substrate The reaction was imtated by adding MLK protemn and allowed to proceed for 15
mm at 37°C The reaction was stopped with 25 ul of 50% TCA The plates were allowed to
equilibrate for 30 min. at 4°C, then washed with ice cold 25% TCA Scintillahon cocktanl was
added to the plates, and the radioactivity was determined using Wallac MicroBeta 1450 PLUS
scintillaton counter The protem dose response versus formation of P-labeled MBP 15
shown 1n Figure 13
(4) Phosphocellulose Filter Assay

The kinase g9say was performed 1n a 50-pl reachon muxture contaimng 20 mM Hepes,
pH 7 4, 20 mM MgCl,, 20 mM MnCl,, 2 mM DTT, 0 1 mM Na;VO,, 1 uCi [y-P*] ATP and
30 ug MBP The reaction was initiated by adding MLK protemn and allowed to proceed for
15mm at37°C The reaction was stopped with 75 ul of 75 mM phosphoric acid. An aliquot
of the quenched solution was loaded directly on the phosphocellulose membrane (Pierce)
Alternatively, the 96-well phosphocellulose multiscreen plate (Millipore) may be used The
membranes were washed with 75 mM H,PO, The bound 2P-labeled phosphorylated MBP
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was eluted 1n collection tubes by adding 1 M sodium hydroxade The radioactivity was
determimed by Cerenhov counting 1n a Beckman scintilletion counter (Somerset, NI) The
formation of phosphorylated MBP with increasng concentration of bactenally-expressed
GST-MLK-3 kinase domain 18 shown 1 Figure 13

Example 29 Assay to determine binding of compounds to recombmant MLK Family

K-252a (Compound III-3, see, Table 4), an indolocarbazole metabolite of Nocardia
species, binds to a vanety of senne/threomne and tyrosine kimases (Angeles, et al , Anal
Biochem ,1996, 236, 49-55, Kmght, et al , Anal Blochem., 1997, 247,376-381) A tntiated
K-252a ligand was used to assess binding to human recombinant full length MLK-3 from a
crude preparation of baculovirus infected cells. [PH]K-252a was specifically labelled with
tritrum 10 the 3 and 9 positions through a contract with NEN Research products (Bilierica,
MA) and had a =pectfic actvity of 40 Cv/mmol Binding reactions were performed 1n 1 ml
ma96-wellplate The reaction mxture contamed 50 mM MOPS buffer, pH 7, 150mM NaCl,
5 mM MnCl,, 1 mg/ml BSA, 1% DMSO and 0 25 nM [PH]K252a. The samples were camed
out m triplicate with a concentration of 5 ug/ml of crude baculovirus denved MLK-3 Non-
specific binding was defined as binding in presence of unlabeled 1 2 uM K252a and was
subtracted from total binding to gve specific binding At this dilution 12-15 % of the total
counts were non-specifically bound to protein and 75-85 % of these counts were specifically
bound to MLK-3 (Figurce 14) All expenments were performed for 2 hrs at 4°C
[FH]JK252a/MLK-3 complexes were collected on GF/C Whatman filters using a Brandel
harvester, washed with cold MOPS/NaCl buffer and counted on a Wallac Micro Beta counter
A saturation binding expenment was performed to obtain a K, for K252a. An example of the
results from one of these expeniments 1s shown (Figure 14) A K, of 0 89 nM (Confidence
Limits 02 to 1 5 nM) was obtamed.

Example 30° Intact Cell Assays
(A) Cos 7 Overexpression System
Matenals
K-252a and denvatives of this compound were provided by Kyowa-Hakko Kogyo Co
Ltd (Tokyo, Japan) (Kaneko et al, 1997) Compounds were dissolved i cell culture grade
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dmmethyl sulfoxide (DMSO) and stored in the dark at 4°C  All dulubons of compounds were
made 1n Dulbecco’s modified Eagle’s medium (DMEM) contaimng 1 % bovine serum
albumin. Hemagluttmm (HA) antibody was purchased from BAbCO (Richmond, CA) AP-1
(c~jun) substrate was purchased from Promega (Madison, WI) [y-32P]ATP (6000 C/mmol)
was purchased from Amersham (Arhngton Heights, IL)
Cos7 Cell Culture

Green Monkey Kidney Cos7 cells were obtamned from ATCC, Rockville, Maryland
(CRL 1651) and mamtained :n DMEM containing 10 % bovine serum, 2 mM glutamime, 1
mM pyruvate, 50 U/ml pemciilin/streptomycin at 37°C m 10% CO,, 90 % aur atmosphere
Cos7 cells were detached for passaging by adding 0 25 % trypsin

(1) Overexpression of MLK family members and JNK1 1n Cos7 cells

Cos7 cells were plated at 80% confluency and transfected wath 2 ug each of cDNA
constructs using lipofectammne as recommended by the provader (Gibco BRL, Gaithershwrg,
MD) A full length cDNA of human MLK-3, MLK-2, or mouse DLK or & partial human
MLK-1 as described above, and a full length Hemaglutthmin A-tagged human JNK1, kindly
provided by J Silvio Guikind (NIH, Bethesda, MD), were subcloned into the pcDNA3 vector
(Invitrogen, San Diego, CA) After a 48 hr transfechon, the cells were treated wath 0 025%
DMSO or 500 nM of the indicated compounds for 2 hr followed by lysis 1n 0 4 ml Trton
buffer (1% Trton X-100, 50 mM sodmm chionide, 10 mM Tns (pH 7 6), 0 1 % bovme serum
alburmn, 30 uM sodrum pyrophosphate, 50 mM sodium fluonde, 20 ug/ml aprotimn, 1 mM
phenylmethylsulfonylfluonide, 1 mM sodium vanadate) JNK activity from the lysate was
assayed by an immunoprecipitahon/kinase assay as described below

{2) Immunopreciprtation and Kinase Assay from Whole Cells

Lysate from Cos 7 cells was measured for protein concentration using the Micro BCA
kat from Pierce (Rockford, IL) and equal amounts of protein were immunoprecipitated with
the HA antibody for 1 hr at 4°C Immunoprecipitates were pelleted by centnfugation 1n a
microfuge centrifuge for 20 sec, resuspended in Tnton buffer, washed by centrifugation 2
more times, followed by a final wash 1n Kinase buffer (20 mM Hepes pH 7 4, 20 mM MgCl,,
2 mM dithuothreitol, 0 1 mM sodium vanadate) The immunoprecipitate was resuspended 1n
kmase buffer containmg 1 tM ATP and 5 uCi [y-32PJATP and substrate (1 ug/sample of AP-
1) and incubated for 15 mmat 30°C The kinase reachion was stopped by addition of reducing
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sample buffer (Laemmh, Nature 1970 227,680-685) Samples were heated to 80°C for 5 mm

and loaded onto 10% SDS-polyucrylamide gels. Proteins were separated by electrophores:s
The gel was dned and quanirtation of radicactivity 1n the AP-1 substrate was performed on
aMolecular Dynamics Phosphorimager (Sunnyvale, Ca) Results from expenmentsin which
MLK-3, MLK-2 and DLK are co-expressed with HA-JNK1 and incubated in the absence or
presence of K-252a are shown 1n Figures 15A and 15B In contrast, a denvative of thé
parental K-252a compound named Compound III-3 (see Table 4), wiuch 1s a more selective
kinase imnhibrtor, did not mterfere with the INK pathway activated by another MAPKKK
upstream of JNK, MEKK1 (Figure 15C)
(B) Whole-Cell Reporter Assay For MLK activated JNK

Attemnpts at deniving clones constitively expressing the MLK family have been
unsuccessful, suggesting that overexpression of the MILK's may affect cell survival (Bergeron
etal , Biochem Biophys Res Commun., 1997, 231, 153-155, Nagata, et al , EMBO J , 1998,
17, 149-158) Therefore, 1n developing a whole cell assay for tracking MLK induced
biochermical events, a cell ine contmmng a genetically engineered inducible expression
system of the kinase of interest may be required For example, a PC-12 cell ine transfected
with a tetracychine-controlled transactivator  'When cells are further transfected with a gene
of imterest driven by the mducible promoter ferO, expression of that gene 1s tightly controlled
by tetracychine mn the medium (Shockett, er al , Proc. Natl Acad Sc1 USA, 1995, 92, 6522)

To quantitate the activation of MLK, one can measure the phosphorylahon of
downstream substrates such as MEK4, INK or c-jun 1n multiple assay formats as described
above Another approach to quantitate the MLK activation m whole celis 1s to use a reporter
enzyme activity such as the c-jun luciferase reporter system commercially available through
the PathDetect™ system (Stratagene, LaJolla, CA) In tius system, the tetracyclime-inducible
cell ine 13 transfected with two plasmids One plasmud constitutively expresses a fusion of
the cJun NH,-termmal transachvating domain with the yeast GAL4 DNA bindmg domain
(cJun-DBD fusion protem) The other plasmud camies the coding sequences for firefly
luciferase driven by five tandem repeats of the GAL4 binding site. Upon activation of MLK,
the downstream substrate of INK, cJun-DBD fusion protesn, 13 phosphorylated, binds to the
GAL4 binding sites, and induces huciferase gene transcription. Luciferase 15 easily assayed
mn cell lysates by addition of its substrate (Promega, Madison, WI) and measurement of
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Example 31 Association of Inhibiion of MLK family members with Motoneuron
Survival
Survival of Rat Spinal Cord Cultures Enriched for Motoneurons

Spinal cords were dissected from Sprague-Dawley rat fetuses (Charles River
Laboratones, Wilmington, MA) of embryomic age (E) 14 5-15 Cells from only the veatral
portion of the spmal cord were dissociated, and further ennched for motoneurons by
centnfugation on a 6 5% step metnzamde gradient, as described previously (Henderson, et
al , 1993), and were analyzed for punty by staiming with low affimty neurotrophin receptor
antibody (IgG-192, Boehnnger-Mannheim) (data not shown) Cells were seeded onto 96-wel
plates previously coated with poly-l-ormthine and laminin (5 ug/ml each) at a density of 6 x
10* cells/cm? 1n chepucally defined serum-free N2 medium (Bottenstein, ef al , 1979, supra)
In order to separate attachment from survival effects, addition of compounds to cultures was
made after an inttial attachment peniod of 1-3 h Neuronal survival was assessed after 4 d by
using calcein AM (Molecular Probes, Eugene, OR) n a fluorometnic viabuity assay
(Bozyczko-Coyne, et al , 1993, supra) Microscopic counts of neurons comrelated directly
with relative fluorescence values In bnef, culture medium was senally diluted mm DPBS
{Dulbeccos phosphate buffered saline) and a final concentration of 6 uM calcemn AM stock
was then added to each 96-well The plates were mcubated for 30 min at 37°C, followed by
sensal diluhon washes in DPBS The fluorescent signal was read using a plate-reading
fluonmeter from Millipore (Cytofluor 2350) at excitation=485 nm and emussion = 538 nm
For each plate, mean background derived from wells recerving calcein AM, but contamming no
cells, was subtracted from all values Limeanty of the fluorescence signal was verified for the
concentration and incubation time for the range of cell densihes in these experiments An
example of the percent survival above control of motoneurons m the presence of test
compounds at 250 nM 1s shown 1n Table 3

Survival Of Cortical Neurons
Cerebral cortices were dissected from embryonic day 18 rat fetuses and enzymahcally
digested to obten a single cell suspension. Cells were seeded at a density of 1 56 x 10%/cm?

o
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onto poly-ormithune/laminin coated 96 well hssue culture plates 1n seyum-free Neural Basal
Medium contarmng B27 supplements Plates were coaled with a solution of poly-
omithine/lamimin (8 pg/ml each) made in PBS for at least two hours at 37C On in vitro days
5-7, cortical neurons were exposed to Ab25-35 (20uM) exther 1n the presence or absence of
test compounds Ab25-35 (Sigma, St. Lows, MO) stock solutions (1 mM) were prepared 1n
deiomzed-distilled sterile H;O Relative neuronal survival was determned at 48 hrs post-
peptide addition using lactate dehydrogenase (LDH) release as an indicator of plasma
membrane mtegnty/cell viability LDH was measured using the Cytotoxicity Detection Kit
(Boehnnger-Mannhemm, Indianapohs, IN) 1n accordance with the manufacturer’s instructions

Data 1s expressed as percent inhibition of DLH released relative to cultures treated with
AB25-35 alone

Table 3
Cortical Motoneurons Cos-7 Cos-7 Cos-7 Cos-7
Neurons cells cells cells colls
Survival Survival % JNK DLK MLK3 MLK2 MLK1

Formula 9% Control % Control Inhib @ % INK % INK % JNK % INK
@ 250 nm @250aM 500 nm Inhib.@ Ihhb@ hhit@ Inhib @
500 nm 500 nm 500 nm 500 nm

o 46, 56 300 65 63,73 98,99 89,67 97,96

g 47, 80 315 88 36,22,42 9,94 69,44 92, 64

P 22,54 177 83 20,25 94,93 0 7,29

| 29,39 165 97 58,13, 84,92, 0 63,38
52,8 90

'Compound has formula Il where Z,, Z,, R,, and R, are H, X 1s CO,CH;, and R 1s OH
2Compound has formula Il where Z, and Z, are H, X 1s CO,CH;, R, and R, are CH,SCH,CH,,
and R 1s OH.

3Compound has formulal where A,, A,, Ry, R;, Ry, and R4 are H, B, and B, together represent
O, R; 158 CH,CH,0Ac, R, 18 CH,CH,(2-Pyndyl), end X 1s CH,

‘Compound has formula I where A, A,, R,, Rs, Ry, and Rq are H, B, and B, together represent
0, R, 15 H, R, 158 CH,CH,(2-Pynnmidny1), and X 13 CH,
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Example 32 Immunopreciprtation of Endogenous JNK Activity from motoneuron
cultures in the Absence or Presence of Indolocarbazoles or Fused Pyrrolocarbazoles

Punfied motorneurons were plated at a density of 6 x 10* cells/cm?1n 16 mm diameter
wells Cells were allowed to attach for 2 hours prior to treatment.  Cells were treated with
exther 0 0125 % DMSO or 500 nM compound for 2 hrs in N2 defined medmum. Cells were
then rmsed with 1ce cold phosphate buffered saline followed by lysis in 0 4 ml Triton buffer
as descnbed above 1n example 30 Lysate from motoneuron cultures was normahized to cell
number and immunoprecipitated wrth 2 INK1 antibody (cat. # sc-474) purchased from Santa
Cruz Biotechnology (Santa Cruz, CA) JNK activity from the mmmmoprecipitates was
assayed 1 the presence of #P-ATP and c-jun substrate as described above. The profile of
mhbitory activity of the 4 test compounds was compared 1n motoneurons and 1n Cos7 cells
overexpressing either DLK, MLK-1, MLK-2 or MLK-3 (Table 3)

Example 33 Correlation between inhibition of MLK3-induced JNK activity in Cos7
cells and cholineacetyl transferase activity in primary embryonic cultures

To determune whether mhibition of the JNK pathway regulated by these kinases
correlated with neurotrophic compounds, we evaluated the effect of compounds on JNK
activity in Cos7 cells overexpressing HA-JNK and MLK3 After a 48 hr transfection peniod,
the cells were incubated with compounds at 500 oM for 2hr followed by cellular lyms Lysate
was immmunoprecipitated and kinase activity measured as previously descnbed The results
are reported as percent inhibttion of control sample where control 15 JNK activity m the
presence of DMSO  As can be seen in Table 4, most compounds which were active 1n spinal
cord and/or basal forebrain ChAT activity were potent inlubitors of MLLK-3 activation of JINK.
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Table 4
Effect of Indolo- and Indeno- carbazoles on JNK activity in Cos7 cells
overexpressing MLK3
Cholmeacetyltransferase % Inhibition of JNK
Activity Activity (average)
Compound Spinal | Basal Forebrain MLK3 m Cos7 cells
Cord
m-1! + + 84
Im-22 + + 96
n-3? + + 94
I-14 + + 93
1-23 + + 85
I-3¢ + + 935
1-47 - -+ 95
I-5¢ - + 97
I-6° - + 58
1-710 - + 855
4" - + 66
.51 - + 96
=74 - + 54
I-8" + - 89
Im-8"* + - 94
II1-9'¢ + + 985
m-10" + - 78
]9 + - 88
1-10" + - o4
m-11% - - 925
I-11% - + 33
I-122 - - 11
I-138 - - 1

CH,0CH,0CH,CH,, and R 1s OH

3 Compound having formula III where Z, and Z, are H, X 18 CO,CH;, R, and R; arc

" Compound having formula I1I where Z, and Z, are H, X 1s CO,CHs, R, 18 NHCONHC,H;,
R, 18 CH,CH,(2-Pyndyl), and R 18 OH
2 Compound having formula III where Z, and Z, are H, X 18 CO,CH,, R, and R, are
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CH,SCH,CHj;, and R 1s OH
4 Compound having formula ] where A,, Ay, R, R;, and R, are H, B, and B, together represent
0, R, 18 CH,CH,0H, R, and R, are OCH,, and X 15 CH,
$ Compound having formula I where A;, A;, R;, R, Ry, and R are H, B, and B, together
represent O, R, 18 CH;CH,0Ac, R, 15 Br, and X 15 CH,
§ Compound having formula I where A,, A;, Ry, Ry, R, and R, are H, B, and B; together
represent O, R; 158 CH,CH,0Ac, R, 18 CH,CH,(2-Pyndyl), and X 1s CH,
7 Compound having formula I where A,, Ay, R;, Rs, Ry, Ry, and R are H, B, and B, together
represent O, R, 138 CH,CH,;0H, end X 1s CH,
 Compound having formula I where A,, Ay, R, Ry, R, R;, and R, are H, B, and B, together
represent O, R, 1s CH,CH,CH,0H, and X 1s CH,
* Compound having formula I where A,, A;, Ry, Ry, R;, Ry, Ry, and R are H, B, and B,
together represent O, and X 15 8
1 Compound having formula I where A, A, Ry, R;, R, R;, and R, are H, B, and B, together
represent O, R, 1s CH,CH,CH,NHCO(4-(OH)Ph), and X 1s CH,
! Compound having formula Il where Z,, Z,, R,, and R, are H, X 1s CO,(CH,),CH,, and R
1sOH
12 Compound having formula III where Z,, Z,, and R,, are H, R, 1s CH,OH, X 18 CO,CHj, and
R1s OH
B Compound having formula ITI where Z, and Z, together form =0, R, and R, are Br; X 15
CO,CHj;, and R 1s OH
4 Compound having formula I where A,, A;, R,, R;, R;, and R; are H, B, and B, together
represent O, R, 1s H, R, 1s CH,CH,(2-Pyrimdmyl), and X 1s CH;
15 Compound having formuta Il where Z,, and Z, are H, R, 15 Br; R; 151, X 1s CO,CHj, and
R1s OH.
¥ Compound having formula Il where Z,, Z;, R,, and R, are H, X 18 CO,CH;, and R 15 OH
17 Compound having formula [l where Z,, and Z, are H, R, and R, are CH,CH,SCH,, X 18
CO,CH;, and R1s OH
18 Compound having formula I where A, Ay, R;, Ry, Ry, R,, and R are H, B, and B, together
represent O, R, 1s CH,CH,(2-Pyndaznyl), and X 1s CH,
¥ Compound having formula I where A,, A;, R;, Ry, R;, and R, are H, B, and B, together

o
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represent O, R; 13 H, R, 18 CH,CH,(2-Pyndyl), and X 1s CH,

¥ Compound having formula I where Z,, Z,, R,, and R, are H, X 18 CO,CH,, and R 1s OCH,
31 Compound having formula I where A,, A,, R;, Ry, R,, Ry, and Rg are H, B, and B, together
represent O, R; 15 (CHy)y-NH-C(=0)-3,5-dihydroxyphenyl, and X 15 CH,

2 Compound having formula I where A;, A,, Ry, Ry, R,, R;, and R are H, B, and B, together
represent O, R, 18 benzoyl, and X 15 CH,

3 Compound having formula I where A,, A,, Ry, Ry, Ry, Ry, and R, are H, B, and B, together
represent O, R, 1s CH=CH-CsN, and X 13 CH,

Example 34 Gel shuft assay for MLK activation.

Activation of MLKSs can lead i induction of c-yum transcription, resulting mn increased
c-Jun protemn. The increased amount of c-Jun protein can be measured by a standard assay,
1dentified as a gel shuft assay Gamer, et al., Nucleic Acids Res , 1981, 9, 3047-3060, which
18 mcorporated herean by reference m its entirety Radiolabeled double-stranded DNA
oligomers, that code for a c-Jun DNA-binding site, are mcubated with a nuclear cell extract
followed by acrylamide gel electrophoresis and quantitation of the radiolabeled DNA shifted
to a slowermobility This represents the portion of DNA that 15 bound to the c-Jun protein and
15 directly proportional to the amount of c-Jun protein m the extract

Activation of MLKs can also induce c-Jun phosphorylation This can be detected
using aptibodies which specifically recogmze the phosphorylated form of the protem n
detection systems suchias, for example, Western blots or ELISAs

Example 35 Survival of Chick Embryonic Neurons
Materals

Leibovitz’s L15 media, glucose, sodium bicarbonate, trypsin and antibiotics were from
Gibco Muscle extract was prepared as descnibed (Henderson, ef al , Nature, 1983, 302, 609-
611, which 1s incarporated herein by reference mn its entirety) All other reagents were from
Sigma, unless otherwise mdicated
Cell culture

Motoneurons (embryonic day 5 5) were 1solated with an immunological method
according to the procedure set forth in Bloch-Gallego, et al, Development, 1991, 111, 221~
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232, which 1s incorporated herewn by reference mn 1ts entirety, with modifications as described
in Weng, et al , NeuroReport, 1996, 7, 1077-1081, which 1s incorporated herem by reference
In 1ts entirety  Punfied motoneurons were seeded onto 35 mm tissue culture dishes (Numc)
pre-coated with poly-DL-omithine and lammm (1 pg/ml, Upstate Biotech) The culture
medium was L 15 with sodrum brcarbonate (22 5 mM), glucose (20 mM), progesterone (2x10
™), sodwum selemte (3x10*°M), conalbumin (0 1 mg/ml), msulm (5 pg/ml), pemcilin-
streptomycan, and 10% hest-mactivated horse serum. Muscle extract was supplemented at 30
pg/ml Compound -3 was prepared as a 4AmM stock solution in DMSO and stored protected
from Light at 4°C The final concentraton of DMSO 1n treated and control cultures was
0125%

Paravertebral sympathetic gangha (SG, embryonal day 12 (E12)), dorsal root gangha
(DRG;E9), and ciliary gangha (CG;E8) were dissected from chick embryos at the indicated
embryonic day as descnibed m Lindsay, ef al, Dev Biol, 1985, 112, 319-328, which 18
incorporated herein by reference 1n 1ts entirety After trypsimzation and dissociation, the
nerve cell suspensions were plated onto polyormthine-lammin-coated culture dishes in Ham's
F14 culture medium, supplemented with 10% horse serum Immediately after platng,
survival factors were added at the followmg concentrations Nerve growth factor (NGF), 20
ng/ml, cihiary neutrophic factor (CNTF), 10ng/ml The cultures were mmntained dt 37° and
5% CO, in a humidified environment.

Cell counting

Neurons were plated in 35 mm culture dishes with gnds (Nunc) Selected areas of each
dish comprising together about 10% of the surface scanned for the presence of phase bnght
cells immediately after plahng and agemn after 48 h to assess survival percentages Cell
survival was confirmed by vital staining with trypan blue (not shown)

Intact DRG

Ganglia were placed 1 96 well plates previously coated with poly-1-omithine and
laminin (5 pg each/ml phosphate buffered saline) 1n serum-free N2 medium (Bottenstem, et
al ,Proc Natl Acad Se: USA, 1979, 76, 514-517, whuch 1s incorporated herem by reference
1n 1ts entirety) contaning 0 05% bovine serum albumin (BSA) and mantamned for 48 h at 37°
and 5% CO, m ahumdified environment. Treated ganglha recesved exther 250 nM Compound
10-3 or 20 ng/mi NGF 2 h afier plating

&
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Compound II-3 supports the swvival of chick embryonic peripheral neurons in a
concentrahon-dependent fashion

Withdrawal of NGF from dissociated cultures of E9 dorsal root ganglion sensory
neurons (DRG) and E12 sympathetic ganghon neurons (SG) cause them to undergo PCD
within 48 h. This was prevented by addition of Compound ITI-3 to the culture medium at the
time of NGF withdrawal AT 1 uM, Compound ITI-3 kept 94% of SG newrons and 890% of
DRG neurons alive afier 48 h (NGF-treated control SG 65%, DRG 66%) Sinularly,
Compound III-3 promoted the survival of 76% of CNTF-dependent cahary ganghion (CG)
neurons afier 24 h (CNTF-treated control 67%) In the presence of 10% serum, the survival
effects of Compound ITI-3 were concentration-dependent, with a platean reached around 1 pM
for all three neuronal populanons (Fig 16A-C) The surviving neurons showed exiensive
neunte outgrowth with thicker and more curved neurites as compared to control cultures (Fig.
17 E-H) After four days, the survival promoting achivity was shll intact. DRG Compound
II-3 52%, growth factor-treated control 41%, SG Compound III-3 83%, NGF-treated control
55%, CG Compound IlI-3 58%, CNTF-treated control 50%) Under optimal conditions, the
cultures could be marntamed with Compound HI-3 for one week and longer (not shown)
Compound I1I-3 supports the survival of chick embryoric motoneurons in a concentration-
dependent fashion

Cultured chick motoneurons can survive and extend processes m the presence of
muscle extract, whereas they die mpidly in 1its absence In our experiments, after 48 h, 65%
of the motoneurons survived in the presence of muscle extract, i contrast to 14% of untreated
controls In serum-free conditions, the survival effect of Compound ITI-3 was maxamal at 300
nM, and was somewhat lugher (79%) than that induced by muscle extract. The concentration-
dependency of the survival effect of Compound III-3 1n this system 15 cifferent than 1n
penpheral neurons, since Compound ITI-3 concentrations above 300 nM showed a
progressively reduced effect (Fig 16A) This mght indicate a particular sensitivity of
motoneurons to some aspect of Compound III-3 activity Morphologically, motoneurons
rescued with Compound I1I-3 exhibited phase bright cell bodies and were able to extend long
neurrtes, which appeared slightly thvcker than those mduced by muscle extract (Fig 17) After
four days n culture, 56% of the motoneurons were alive with Compound IIl-, compared with
42% with muscle extract. At 300 nM, Compound ITI-treated neurons survived 1n vitro for at
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least a week (not shown)
Compound I1I-3 promotes neurite outgrowth from intact dorsal root gangha

Results from the above expermments demonstrate that Compound III-3 not only
promotes survival of embryonic neurons from the pentpheral and central nervous systems, but
also resulted in robust neunite outgrowth. Many of these extensions appeared to be thicker
than those elicted 1n the presence of growth factors (compare Fig 17 A-D to Fig 17 E-H)
This effect was also observed m the neurrtic outgrowth elicited from intact embryonic dorsal
root ganglha cultured 1n the presence of 250 nM Compound ITI-3 (Fig 18C) Neuntes grew
1 response to both NGF (Fig 18B) and Compound III-3, those elicited by NGF were much
finer and more branched than those grown 1n the presence of Compound ITI-3 which appeared
thuck and possibly fasciculated.

Example 36 In Vivo Treatment
Developmentally Regulated Motor Neuronal Death in the Cinck Embryo

The present example 1s described 1n detarl in Glicksman, et al , J Neurobiol , 1998,
35, 361-370, which 1s incorporated herein by reference in1ts entirety On E6, a window m the
shell of chuick eggs (Spafas, Preston, CT) was made and either vehicle (5% Solutol ™ HS 15,
polyethylene glycol 660 hydroxysterate, BASF Aktengesellschaft, Ludwigshafen, Germany
(m phosphate-buffered saline, pH 7 2)) or the specified dose of Compound ITI-3 1n the vehicle
was applied directly onto the vascularized chonioallantoic membrane once daily from E6 to
E9 as described 1n Oppenheim, ef al , Science, 1991, 251, 1616-1617, wiich 1s mcorporated
heremn by reference 1n 1ts entirety) Embryos were sacrificed at E10 and thesr spinal cords
were removed, fixed in Carmoy’'s solution (10% glacial acetic acad, 60% absolute ethanol, 30%
chloroform), processed for senal paraffin sections, and stained with thiomn. Every 20th
secton of lumbar segments 1-8 was counted according to previously described critena
(Clarke, et al., Methods In Cell Biology Cell Death, 1995, Schwart & Osborne, Eds,
Academic Press, New York, pp 277-321, which 1s mcorporated herein by reference 1n 1ts
entirety)
Developmentally Regulated Motor Neuronal Death m the Neonatal Rat

Untimed pregnant Sprague-Dawley rats were obtamned from Harlan Laboratones
(Indianapohs, IN) Female rat pups were mnjected daily, subcutaneously (SC), over the target
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penneal muscles, with Compound ITI-3 m 5% Solutol ™ HS 15 or velncle along starting on
the day of barth (P1) and continnng for 5 days (P5) On P10 or P60, pups were decapitated,
blood was collected m hepanmized capillary tubes, and the region of the spimal cord contaymng
the sexually dimorphic spial nucleus of the bulbocavernosus (SNB) and the perineal area
contaming the bulbocavernosus (BC) and levator am: (LLA) muscles were dissected after
perfugion of the ammals with sahne/formahn. The region of the spinal cord containing the
SNB was postfixed, embedded i Paraplast, sectioned at 102am, and stamned with Cresylecht
violet(Nordeen, etal , Science, 1985, 229, 671-673, which1s mcorporated herein by reference
in 1ts entirety) Motor neurons were counted at X500 1n senal sections from the lumbar 5 to
the sacral 1 region of the spinal cord as descnibed previously (Nordeen, ef al , supra) The
microscopic enumeration was made on coded sechions by an observer blinded to the treatment
groups Motor neuron counts were corrected for cell s1ze and section thickness (Komsgsmark,
Contemporary Research Methods in Neuroanatonty, Nauta & Ebbesson, Eds , 1970, Springer-
Verleg, New York, pp 315-340, which 18 incorporated herein by reference m 1ts entirety) and
statistical analysis was by one-way analysis of vanance (ANOVA) Penneal musculature was
postfixed, decalcified, embedded in Paraplast, sechoned at 10.4m and stamed with Milligan’s
Trichrome Using bnght-field microscopy (X250), BC and LA muscles 1n normal females
and Compound HI-3-treated females (405 animals/group) were positively identified by both
their location and the presence of striated fibers The outhine of muscle tissue was traced from
altemate sechons using a projection microscope (62 5), and the cross-sectional area was
measured using a digitizing pad and a computer-based morphometry system (Sigmascan,
Jande] Scientfic) Muscle volume was calculated by talking the total croas-sectional area and
multiplymng 1t by the secthion thickness, and corrected for the percentage of the structure
sampled

Collected blood was centnfuged for 5 min at room temperature, then, plasma was
removed and frozen at-20°C Serum testosterone levels (6-7 ammals/group) were measured
by radicimmunoassay following the procedures set forth 1n Wingfield, ef al , Steroids, 1975,
26, 311-327, whuch 1s mcorporated herein by reference 1n 1ts entirety
Axotomy-Induced Motor Neuronal Dedifferentiation in the Adult Rat

The left hypoglossal nerve was transected in the neck of aduit female Sprague-Dawley
rats (120-180 g) under Neumbutol anesthesia, and 50 ui of Compound ITI-3 or 1ts vehicle (5%
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Solutol™ HS 15) were apphied to a prece of Gelfoam ™ (AJ Buck, Owings Miils, MD), then
wrapped around the proximal end of the transected nerve After 7 days, the amimals were
anesthetized and perfused with 4% paraformaldehyde 1n Sorenson’s buffer, 0 07 M phosphate,
pH 72 The bran stem was removed and 40- m-thick senal coronal sections were cut on
a cryostat (Chiu, et al , NeuroReport, 1994, 5, 693-696, which 15 mcorporated heremn by
reference 1n 1ts entirety) Every fifth section was processed for ChAT immumohistochemistry
as previously descnbed (Chru, ef al, J Comp Neurol, 1993, 328, 351-363, which 1s
mcorporated herein by reference m s entirety) using a 1 350 dilution of an anh-ChAT
monoclonal antibody obtamed from Chemicon. Cells that stained clearly above background
were counted m stained sections, the number of enumerated cells was expressed as the ratio
of the number of ChAT-immunoreactive cells on the axotomzed side of the hypoglossal
nucleus versus the number of iImmumoreactive cells on the contro! (uminjured) side

Compound I1I-3 rescued rat embryo motor neurons from apoptotic death in vifro and
mhibited a signaling pathway resulting m JNK1 activation 1n these cells (Maroney, et al , J
Neurosci , 1998, 18, 104-111, whach 1s incorporated herein by reference n its entirety) To
determine potential activity in vivo, Compound ITI-3 was assessed 1n two models of
developmentally regulated programmed motor neuronal death and 1n a model of axotomy-
induced dedifferentiation m adult motor neurons In chicks, approximately 50% of the spinal
cord motor neurons undergo PCD dimng E5-10 (Hamburger, er al , J Neurosc: ,1982, 1,38-
55, Purves, etal , Body and Brain A Trophic Theory of Neural Connechions, 1988, Harvard
University Press, Cambridge, MA, both of which are mncorporated herein by reference 1n 1ts
entirety) Applicaton of Compound ITI-3 to the chonoallantoie membrane duning this period
prevented motor neuronal death in a dose-dependent manner (Fig 19) Forty percent of the
motor neurons that would normally die were rescued a the two highest doses tested (2 3 and
7 ug/day), winle 25% of the motor neurons were rescued at lower doses (1 2 and 1 8 ug/day)
(Fig 19)

During early perinatal ife of female rats (late embryonic stage until postnatal day (PN)
4), more than 50% of the motor neurons 1n the SNB are ehmunated via PCD (Breedlove, J
Neurobiol , 1986, 17, 157-176, which 1s incorporated herein by reference 1n 1ts entirety) In
males, motor neurons in this nucleus innervate striated pemile muscles involved I copulstory
reflexes Testicular secretion of androgemc steroids reduces SNB motor neuronal death 1n
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males and prevents much of the atrophy of the BC and LA muscles ipnervated by the neurons
Admimistration of testosterone to female pups resulted 1n a fully masculine number of SNB
motor neurons (Nordeen, ef al , supra) and prevented BC and LA muscle atrophy (Waiman,
et al , Endocrinology, 1941, 29, 955-978, which 18 incorporated herein by reference m its
entirety) Daily sc admimstration of Compound ITI-3 (PN 1-5) to female mats sigmificantly
attenuated motor neuronal death (Fig 20A) Rescue of the SNB motor neurcnal death by
Compound ITI-3 occurred at two doses (0 5 and 1 mg/kg per day) At the maxumally effective
doses of 0 5 and 1 mg/kg per day, admmstrahon of Compound ITI-3 resulted 1n a 70%
enhancement in motor neuronal survrval which equaled the effect of testosterone (Fig 20A)
Compound III-3 did not alter plasma testosterone levels of treated females Radio i1mmune
measurement of plasma testosterone levels in the 1-mg/kg per day group resulted 1n no
sigmificant difference when compared to the vehicle control group (0 016 =0 008 ng/mL and
0 029 £+ 0 015 ng/ML standard error of the mean (S.E.M ), respectively)

To determine whether the Compound III-3 treatment was effecuve m long-term
mamntenance of motor neuron survival, females were treated with Compound III-3 (0 5 and
1 mg/kg per day) for the same tume period PN (1-5) One haif of the ammais in the vehicle
and both treatment groups were sacrificed on PN10 The remaiming emmals were then
mantmned without additional Compound III-3 treatment umhl sacrifice at PN60 As
previously observed (Fig 20A), Compound III-3 treatment resulted mn a 70% enhancement
1n motor ncuronal survivat (Fig 20B) Furthermore, 100% of these rescued motor neurons
were 1dentifiable morphologically 55 days after the last treatment with Compound IH-3 (Fig
20B) Compound III-3 wnhibition of motor neuronal death dunng the peonaisl penod
permitted motor neuronal survival mto adulthood

Despate the clear demonstration and devastating effects of motor neuronal loss 1n adult
buman diseases such as amyotrophic Iateral sclerosis adult motor neurons mn most animal
models of motor neuronal mnjury are resistant to desth. However, axonal mmjury does result
1 morphological (Oppenheim, et al , supra) as well as biochemical changes (Oppenhemn, ef
al , supra, Rende, et al ,J Comp Neurol,1992, 319, 285-298, which 18 incorporated herein
by reference 1n 1ts entirety, Chiu, ef al, J Comp Newrol , 1993, 328, 351-363, which 18
mwcorporated herein by reference 1n 1tz entirety) mn adult motor neurons that may mumc
degenerative change preceding death m diseased in degenersting motor neurons One
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example of this type of change results form axotomy of ths hypoglossal nerve that innervates
the tongue Unilateral transection of this nerve 1n the adult rat resulted 1n the loas of 95% of
the ChAT-immunoreactive hypoglossat motor neurons 1n the 1psilateral nucleus after 7 days
(Chuu, et al , NeuroReport, 1994, 5, 693-696, which 1s incorporated heremn by reference mits
entirety) The loss in ChAT immunoreactivity was not permanent. Four weeks following
axotomy, 100% of the motor neurons had recovered control levels of ChAT immunoreactivity
(Botke, et al , J Newrocytol , 1993, 22, 141-153, which 1s incorporated herem by reference
in 1ts entirety) ChAT immunoreactivity in the contralateral hypoglossal motor neurons was
not affected (Chi, ef al., supra) (Fig. 21 and Table 5)

When applied 1n Gelfoam ™ to the proxamal end of the hypoglossal nerve, Compound
I0-3 dose-dependently attenuated the decrease n ChAT immunoreactivity in 1psilateral
hypoglossal motor neurons assessed 7 days postaxotomy The maximally effective dose (50
ug) resulted 1n 40% more ChAT-immunoreactive motor neurons compared to the axotormized,
untreated control (Fig 21B and Table 5) There was a bell-shaped dose dependence with both
lower and lngher doses resulting in survival greater than the untreated control, but less than
that achieved at 50 ug As was true with the SNB model, there was no associated weight loss,
mortality, or gross tissue damage mn these amimals at any doses tested

In three separate models of motor neuron degeneration 7 vivo, Compound III-3
demonstrated neuroprotective acivity developmentally-regulated PCD of lumbar spinal cord
motor neurons m embryos (Fig 19), androgen-sensitive death of postmatal SNB motor
neurons (Fig 20), and axotomy-mduced loss of a functional marker, ChAT, 1n adult
hypoglossal motor neurons (Fig 21 and Table §) Compound ITI-3 was efficacious when
admimstered penpherally by sc imjection, applied locally to the cut end of a nerve, or directly
overimid on the chick embryo chonoallantoic membrane In conirast to the parent malecule
K-252a, Compound I1I-3 was approximately fivefold more potent in mediating survival 1n
motor neuron-enniched cuttures (data not shown) and did not exhit inhibrtory activity agamst
trkA tyrosine kinase and several senne threonine kinases (Maroney ef al , supra; Kaneko, et
al ,J Med Chem., 1997, 40, 1863-1869, which 15 incorporated herem by reference m its
entirety)
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Table 5
Effect of Compound ITI-3 On Cholme Acetyltransferase Immunoreactivity
In Axotomrzed Hypoglossal Motor Neurons

ChAT-Posiive Motor Neurons
Treatment n Expenmental/Control % Average/Group
vehicle 2 20/544 368 401
19/437 435
3 6 ug INi-3 2 55/420 1310 12 84*
T2/572 12 59
25 ug III-3 2 95/597 1591 1901*
142/642 212
50 ug II-3 2 188/484 38 84 4] 34*
278/637 43 85
100 pg -3 4 465/920 50 54 32 61*
235/784 29 98
178/770 2312
182/679 26 80
200 pg II-3 2 99/461 21 48 24 96*
159/559 28 44
sham operated 2 350/335 104 48 10124
292/298 98 00
Compound ITI-3 or velucle were added m gel foam to the proximal end of the hypoglossal

nerve 1mmedately following its transection. After 7 days, ammals were sacrificed and
sertally sectioned through the hypoglossal nucleus, and every fifth sechon was immunostained
with ant-ChAT antibodies Counts of ChAT-positive neurons were made in the 1psilateral
(experimental) and contralateral (control) mdes of the nucleus

*p<0 05, statistically sigmficant compared to control vehicle-treated ammals

An Inlubitor of the MLK-3 pathway demonstrates in vivo efficacy and blocks phosphorylation
events downstream of MLK-3 in the MPTP model
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MPTP was admmstered at a dose (40 mg/kg) that produces loss of stnatal
dopamimergic terminals and call bodies in the substantia mgra. Tyrosme hydroxylase was used
as a marker for dopamnergic nerve termunals 1n the substanta mgra. Systemically
administered Compound III-3 attenuated the loss of substantia mgra tyrosine hydroxylase
immunoreactive neurons after MPTP lesion (Fig 22A, Sapomto er a/, 1999) Since
Compound ITI-3 15 a inown mhibitor of MLK-3, activahion of a downstream substrate of
MLK-3 was measured mn MPTP-treated mice Levels of phosphorylated MKK4were measured
using a phospho-MKK4 specific antibody (New England Biolabs, Beverly, MA) that
recogmzes the monophosphorylated form of MKK4 by either immumoblot (Fig 22B) or
ELISA (Fig 22C) MPTP administration elevated levels of phosphorylated MKK4 1n the
substante nigra by up to 5 fold over control levels (Fig 22B) Peak elevations occurred 4 hrs
after adnnmstration of MPTP and comcided with peak CNS levels of MPP* MPTP-mediated
MKK4 phosphorylation was aftenuated by pretreatment with 1-deprenyl, indicating that these
phosphorylation events were mediated by MPP* (Fig 22C) Moreover, MKK4
phosphorylation was partially inhibited with Compound IT1-3 pretreatment et a dose (1 mg/kg)
that produces protechon against MPTP-mnduced mgrostriatal dopaminergic loss (Fig 22C)
These data demonstrate that MPTP ( MPP*) activates MKK4, a downstream substrate of
MLK-3 Moreover, these data demonstrate that a known mhibitor of MLK-3 1nhibits
activation of this kinase pathway i vivo

Example 37 Inflammation
The induction of IL-1 and TNF-a by LPS in THP-1 cells and the effect of indolocarbazoles
and pyrrolocarbazoles on thewr induction

Cells of the 1mmumne system were chosen since many kinases are mvolved 1n the
regulahon of numerous immunological functions, e g, the mnduction of the synthems of
cytokimes and the imnduction of a cytokine’s biological response. A recent report (Hambleton,
et al , Proc Natl Acad. Sc1. USA, 1996, 93, 2774-2778, which 1s incorporated berein by
reference 1n 1ts entirety) showed that the treatment of monocyte-denived cell lines with LPS
caused a rapid activation of INK actvity When monocytes come 1n contact with bactenal
endotoxins such as hipopolysacchande (LPS) they produce the inflammatory cytokines, IL-1
and TNF-¢ Inhibrton of production of these two cytokimes may be a useful treatment of

WO 02/14536 PCT/USN1/24822 ﬂf/
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certain inflammatory disorders of the immume system These cytokines can be easily
measured by commercial ELISA kits We designed experiments to determine (1) 1f indolo-
and fused pyrrolocarbazoles can inhibit the synthesis of IL-1 and TNF-& m our monocyte cell
line THP-1, (2) 1f INK 15 activated by LPS 1 THP-1 cells, and (3) 1f the achvation of INK by
LPS can be mhibrted by indolo- and fused pyrrolocarbazoles
Expertmental Procedures

THP-1 cells were grown in RPMI 1640 medium supplemented with 10% fetal bovine
serum. LPS (E coli serotype 0111.B4, TCA extracied) was purchased from Sigma and
dissolvedin PBS ELISA kits for assaying I1-1 and TNF-a were purchased from Boerhinger-
Mannhein and assays on THP-1 culture medium were performed as direcied by the
manufacturer Standard curves according to directions were obtamed with each assay

Expenments were performed 1 12 well culture plates with esther 1 or 2 ml of THP-1
cells at 4 X 10° cells/ml IL-1 and TNF-« were induced by the addition of LPS to the culture
medium and the medium collected at vanous times thereafter for cytokine assay Cells were
removed by centnfugation and the supernatants frozen at -70°C unti] assay To mimrmze
costs experiments were performed 1n duplicate cultures and the duplicate supernatants were
pooled after centrifugation. Each pooled supematant was assayed in dupbcate Stock
solutions of mdolo- and fused pyrrolocarbazoles i 100% DMSO were diluted to the desired
concentrations 1n erther medium contaiming 10% fetal bovine serum or m mednm contamng
0 5 mg/m! BSA. Unless otherwise stated, compounds were added to the THP-1 cells 1 hr
pmior to the addition of LPS

Assays for JINK activity were performed after immunoprecipitating the JNK protem
from an extract of lysed THP-1 cells Pelleted THP-1 cells were lysed on ice for 15 min m
500 pl of Frac buffer (10 mM Tns-Hcl, pH 7 5, 50 mM NeCl, 30 uM sodium pyrophosphate,
1 mg/mi BSA, 1% Tnton-X-100) The extract was centrifuged for 10 mmm at 14K and 5 pl of
JNK antibody (Santa Cruz) was added to the supernatant. The extract was rotated for 60 mn
at4°C, 75 ul of washed protein A Sepharose (20% w/v in Frac) added and the extract rotated
another 30 mn to bind the antibody complex to the protem A Sepharose. The protemn A
Sepharose was washed twice with Frac buffer, once with 20 mM Hepes, pH 7 6, 20 mM
MgCl;, 2 mM DTT, then mcubated for 15 mn at 30° C m 30 jl of kmase buffer (20 mM
hepes, 20 mM MgCl,, 2 MM DTT, 1 ug recombinant c-jun, and 2 uM ATP-y-*?P,2 uC1 The
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reaction was termunated by the addition of 10 pl of 4X SDS gel loading buffer, heated for 3
mmn at 80° C, and the protems were analyzed on a 10% SDS gel The get was dnied, exposed
to a Phosphorimager plate, and the radioactive bends were analyzed on a Phosphonmager

Resultsﬁommhalupm;nmﬂ:mdmatedtbat[.PSatZugImlgavethemumm
yield of IL-1 and this concentration of LPS was used 1 all expenments thereafter The
mummum tmme after addition of LPS for maximum yield of the cytokines was determaned by
taking ahquots of medium for assay at vanous bhmes after the addihon of LPS The first
experiment indicated that both IL-1 and TNF-a attmned maximum yield at less than 5 hr after
the addition of LPS Since the earhest collechion time was 2 4 br 1n the first experzment, a
second experument was performed with medrum collections starting at 15 mm after the
addition of LPS The results of this experiment where only TNF-a was assayed showed that
1t attained meaximum yield at 3 br after the addition of LPS  No sigmficant TNF-a was found
m the medium until 90 mm after LPS addibon.

The rapid attanment of maximum yield indicated a very tight regulation of the
synthess of the 2 cytokines - rapid synthesis and rapid down regulation. Cultures of cells
were treated for 30 mm prior to the addibon of LPS with either Actinomycin D, a RNA
synthesis inmbitor, or cycloheximide, a protein gynthesis mhibrtor Medium was collected
3 br after the addition of LPS and TNF-x was assayed. Both new RNA and new protein
synthesis are required for TNF-« induction since no TNF-o: was found 1n the medrnum of cells
treated with exther inhibrtor The next expertments were performed to determine if Compound
II-3 would 1nhibit the :nduction of IL-1 and TNF-& Compound III-3 mhibited the induction
of both IL-1 and TNF-& with IC50 values of 267 nM and 139 nM respectively The resulits
of these experiments were obtained with cells 1n medwum containing 10% fetal bovine serum.
Smce the assays wrth spinal cord tissue and basal forebrein hissue for the neurotrophic activity
of compounds are performed 1n serum-free medum (500 pg/ml BSA) 1t was of interest to
determine the IC50 velues for the inhibition of IL-1 and TNF-¢ 1n serum-free mednmm. When
THP-1 cells were treated with Compound III-3 1n serum-free mediam (500 pg/ml BSA) the
IC50 was reduced 10 fold from 269 nM to 23 aM. Unless otherwise stated all expennments
performed herezafter were performed 1n serum-free medium. The mhibition by Compound I11-
3 of the mduction of IL-1 and TNF-& 1 THP-1 cells suggests that Compound III-3 mught be
useful as a therapeutic 1n treahing pathological condrtions caused by the production of above

o
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normal quantities of these cytokines Septic shock 1s such a condition. Septic shoch 15 caused
by the growth of gram negatrve bactena m the circulation which mn tum release large amounts
of the endotoxmn, LPS The LPS then stmulates primanly the monocytes and macrophages
to produce large quanhties of IL-1 and TNF-a which then cause massive tissue damage and
1 many cases death,

Several compounds were tested for thear ability to inhibit TNF-o and compared with

the ability to mnhibit JNK. Results are shown m Table 6

PCT/US01/248212

Table 6
THP-1 Cells Overexpressed
MLK3 m Cos 7
Cells
Compound TNF-a IC50 nM INK % 1nh. 500 oM | JNK % mh. 500 nM

m-1 495 935 838
III-3 29 93 94

I-2 >5000 785 85

I3 366 805 937

1-4 755 795 95

IS5 514 89 97.2

16 8175 775 578

1-7 1009 74 855
-4 462.5 81 66
-5 4 845 96
-7 5905 115 54
ml-8 115 51 94
mI-10 4298 48 59
I-10 4500 62 94
J-11 686 51 925

Effect of Compound II1-3 on the induction of -2 i Jurkat cells

Experiments were performed to determme 1f Compound ITT-3 minbited the mnduction



10

15

20

-81-

of I-2 1n Jurkat cells
Experimental Procedures

Jurkat cells were grown m RPMI 1640 medium supplemented with 10% fetal bovine
serum. TNF-¢ was from Promega and apth CD3 and anti CD28 antibodies were from
Pharmgen. Jurkat expeniments were done 1n 200 pl in a 96 well plate IL-2 was measured
with an ELISA kat purchased from Boehnnger Mennheim. The antibodies to CD3 and CD28
were allowed to bind to the plastic of the 96 well plate (18 hr :n PBS) prior to addition of the
Jurkat Celils Cells were treated with compounds 1 hr prior to adding to the antibody coated
plate Antibodies to CD3 and CD28 were used to activaie the T cell receptor and mduce IL-2
IL-2 was released from the Jurkat cells between 6 hr and 24 hr after inriation of mduction
(Fig 23A) No[L-2 was made constitutively (Fig 23A CNT) The effect of Compound IiI-3
(1 hr treatment with Compound IT1-3 pnior to induction) on I1.-2 mduction was next assessed
(Fig 23B) A Compound ITI-3 concentration of 500 nM mhibsted IL-2 induction by greater
than 80% (Fig 23B) A more extensive dose response expenment was performed with
Compound I11-3 and with Compound 1-4 which yielded IC,, values of 139 aM for Compound
I1I-3 and 207 nM for Compound I-4 (Fig 23C)

It1s intended that each of the patents, apphications, and printed publications mentioned
m this patent document be hereby mncorporated by reference m therr entirety

As those skilled in the art will appreciate, numerous changes and modificaions may
be made to the preferred embodiments of the iovention without departing from the spint of
the ;nvention It 1s intended that all such vanations fall withm the scope of the mvention.

WO 02/14536 PCT/USU1/24822 ﬂé
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WHAT IS CLAIMED IS

1 A method for identifying & compound usefiil m treatment of AIDS penpheral
neuropathy comprising contactng a cell or cell extract contaiming a multiple hneage kinase
protein with a compound and determining whether said compound decreases acthwity of sad
multiple hneage kinase protemn.

2 The method of claim 1 wherein saxd mulhple hineage kinase protem 1s selected from
the group consisting of multiple ineage kinase 1, multiple lineage kinase 2, multiple lineage
kinase 3, leucine zipper beanng kinase, dual leucine zipper bearng kinase, and multiple
lineage kinase 6

3 The method of claim 2 wherein said protemn activity 1s determined by measuning the
activity or phosphorylation state of a substrate of said protemn, wherein said substrate 1s
selected from the group conmisting of INK1, INK2, INK3, ERK1, ERK?2, p38c, p38J, p38Y,
p388, MEK 1, MEK2, MKX3, MKK4 (SEK1), MEKS, MKK 6, MKK 7, jun, ATF2, ELK 1, and
the mammalian homolog of AEX-3

4 The method of claim 2 wherein said protein activity 15 determined by measuring the
activity of a substrate of smd protein, amount of a substrate of said protemn, or mRNA

encoding smd substrate of said protein

5 A method of treating a human having AIDS penpheral neuropathy compnsing

admimstering to said bumsan a compound that inibits a multiple lineage kinase protemnin a .

pharmaceutically acceptable salt or diluent.

6 The method of claim 5 wherein ssid compound has the formula
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wherem
B and F, independently, each together with the carbon atoms to whuch they are attached,
form exther
an unsaturated 6-membered carbocyclic aromatic nng 1n which from one to three
carbon atom(s) may be replaced by mitrogen atom(s), or
an unsaturated 5-membered carbocychic aromatic nng m which ether
one carbon atom 15 replaced with an oxygen, mtrogen, or sulfur atom, or
two carbop atoms are replaced with a sulfur and nitrogen atom, or an oxygen
and mitrogen atom,

Al and A2 together represent O, and Bl and B2 together represent O,

R1 15 H, alkyl of 1-4 carbons (inclusive), aryl, arylalkyl, heteroaryl, and heteroarylalkyl,
CORSY, where R? 1s alkyl of 1-4 carbons (inclusive), or aryl, preferably pheny! or naphthyl,
-OR10, where R10 15 H or alkyl of 1-4 carbons (inclumve), -~CONHa, -NR7RS, -
(CH2),NR7R8, where n1s an mteger of 1-4 (mclusive), or -O(CH2)NR7RS, and esther

R7 and R8 mdependently are H or alkyl of 1-4 carbons (mclusive), or
R7 and R8 are combmed together to form a hinking group of the general
formula (CH3),-X1<(CHp),-, where X! 180, S or CHy,

R21s H, -SO7R?, -CO4R?, -CORY, aiky! of 1-8 carbons (inclusive), preferably an alkyl of
1-4 carbons (inclusive), alkenyl of 1-8 carbons (inclusive), preferably an alkenyl of 14
carbons (inclusive), or alkynyl of 1-8 carbons (inclusive), preferably an alkynyl of 1-4 carbons
(inclusive), or a monosacchande of 5-7 carbons (inclusive) where each hydroxyl group of the
monosacchande imndependently 13 exther unsubstituted or 15 replaced by H, alkyl of 1-4 carbons
(inclusive), alkylcarbonyloxy of 2-5 carbons (inclusive) or alkoxy of 1-4 carbons (inclusive),
and erther

each alkyl of 1-8 carbons (inclusive), alkenyl of 1-8 carbons (inclusive), or alkynyl
of 1-8 carbons (inclusive) 18 unsubstituted, or ¥
each alkyl of 1-8 carbons (nclusive), alkenyl of 1-8 carbons (nclusive), or alkyny! v
of 1-8 carbons (nclusive) imdependently 15 substtuted with 1-3 aryl of 6-10 carbons

(inclusive), preferably phenyl or naphthyl, heteroaryl, F, Cl, Br, L -CN, -NO, OH, -OR9,

-O(CH);NR7RS, -OCOR?, -OCONHR?, O-tetrahydropyranyl, NHy, -NR7RS,

NRIOCORY, -NRIOCO,R9, -NRIOCONR7RS, -NHC(=NH)NH3, -NR10SOR?,
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-S(O)yR1], where R11 15 H or alky! of 1-4 carbons, aryl of 6-10 carbons, preferably phenyl
or naphthyl, or heteroaryl and y 1s 1 or 2, -SR11, -CO9R9, -CONR7RS, -CHO, COR9,
-CHyOR7, -CH=NNR!IR12, -CH=NOR!!, -CH=NR?, -CH=NNHCHN=NH)NH2_
-SO,NRI2R13, pPO(OR11)y, or OR14 where R14 15 the residue of an ammo acid after the
hydroxyl group of the carboxyl group 15 removed, and exther
R12 and R13 mdependently are H, alkyl of 1-4 carbons (inclusive), aryl of 6-
10 carbons, preferably phenyl or naphthyl, or heteroaryl, or
RI2 and R13 are combined together to form a hnking group, preferably
«CH)2-X1-(CHp),
each R3, R4, RS and RS, independently 15 H, aryl, preferably an aryl of 6-10 carbons
(inclusive), more preferably phenyl or naphthyl, heteroaryl, F, Cl, Br, I, -CN, CF3, -NO9, OH,
-OR?, -O(CH,),NR7R8, -OCOR?, -OCONHRY, NH, -CH,0H, -CH,OR14, -NR7RS,
-NRIOCORSI, -NR1OCONR7RS, -SR11, -S(0)yR!1 where y 13 1 or 2, -CO2R9, -CORY,
-CONR7RS, -CHO, -CH=NOR11, -CH=NR?, -CH=NNR! IR 12, (CH»),SR?, where n1san
mteger of 14 (inclusrve), (CH2);S(0)yR9, -CH2SR15 where R15 15 alkyl of 1-4 carbans
(inclusive),
~CH>S(O)yR 14, {CH2),NRR8, (CH2),NHR 14, alkyl of 1-8 carbons (nclusive), preferably
alky] of 1-4 carbons (inclusive), alkenyl of 1-8 carbons (inclusive), preferably alkenyl of 1-4
carbons (inclusive), alkynyl of 1-8 carbons (inclusive), preferably alkynyl of 1-4 carbons
(inclusive), and either
each alkyl of 1-8 carbons (inclustve), alkenyl of 1-8 carbons (inclusmive) or alkynyl
of 1-8 carbons (inclusive) 15 unsubstituted, or
each alkyl of 1-8 carbons (inclusive), alkenyl of 1-8 carbons (inclusive) or nlkynyl.
of 1-8 carbons (inclusive) 18 substituted as described mn d)2), above,
X 1s erther
an unsubstituted alkylene of 1-3 carbons (inclusive), or
X 18 an alkylene of 1-3 carbons (inclusive) substituted with one R2 group,
preferably OR10, -SR10, R15, where R15 15 an alkyl of 1-4 carbons (inclusive),
phenyl, naphthyl, arylalkyl of 7-14 carbons (inclusive), preferably benzyl, or
X 18 -CH=CH-, -CH(OH)-CH(OR}-, -O-, -§-, -8(=0)-, -8(=0),-, -CR10),-,
-C(=O-, C(=NOR!1)-, -C(OR1 )R 11}, -C(<O)CHR!5)-, -CHR15)C(=0)-,
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-C(=NORICHR15)., .CHR15)C(=NOR11)., -CHyZ-, -Z-CHj-, -CH2ZCH>-,
where Z 15, C (OR11)}R11), 0, S, C(=0), C(=NOR!]), or NR11,
or
Al and A2 together are each mdependently H, H, H, -OR11, H, -SR11, H, -NR11),, or
5 together represent =S or =NR11, B apd B2 together represent O, and each R1, R2, R3, R4,
R3, RS and X are as defined above,
or
Al and A2 together represent O, and B! and B2 together are each mdependently H, H, H,
-OR11, H,-SR11,H, NR11),, or together represent =S or=NR11, and eachR1, R2, R3, R4,
10 R, R6 and X are as above

7 The method of claim 6 wherem A,, Ay, R;, Rs, Ry, Ry, and R, are H, B, and B,
together represent O, R, 1s CH,CH,0OH, and X 1s CH,

8 The method of clarm 5 wherem said compound has the formula

15 wherein
rng B and ning F, independently, and each together wath the carbon atoms to wiich they are w
attached, are selected from the group consisting of !
2) an unsaturated 6-membered carbocyche aromatic nng in which from 1 to 3 carbon atoms #
may be replaced by nitrogen atoms,
20 b) an umsaturated 5-membered carbocychc aromahc nng, and
¢) an unsaturated S-membered carbocyclic aromatic nng m wiich either
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1) one carbon atom 18 replaced with an oxygen, nitrogen, or sulfur atom,
2) two carbon atoms are replaced with a sulfur and a mtrogen atom, an oxygen and
a nitrogen atom, or two mtrogen atoms, or
3) three carbon atoms are replaced with three mtrogen atoms,
R! 13 selected from the group consisting of
&) H, substituted or unsubstituted alkyl having from 1 to 4 carbons, substrtuted or
unsubstituted aryl, substituted or unsubstituted arylalkyl, substituted or unsubstrituted
heteroaryl, or substituted or unsubstituted heteroarylalkyl,
b) -C(=O)R’, where R® 15 selected from the group consisting of alkyl, aryl and
heteroaryl,
¢) “OR'°, where R'%11 selected from the group consisting of H and alkyl having from
1 to 4 carbons,
d) -C(=O)NH,, -NR!'R%, -(CH,),NR"R“.—(CH Q,OR“’, -0(CH,),OR‘° and
~O(CH)NR"'R", wherein p 1s from 1 to 4, and wherein erther
1) RY and R are each independently selected from the group consisting of
H and alkyl having from 1 to 4 carbons, or
2) R" and R"™ together form a lnking group of the formula
-(CH,);-X!-(CH,);-, wherein X! 13 selected from the group consisting of -O-,
-S-, and -CH-,

R?1s selected from the group consishing of H, alkyl having from 1 to 4 carbons, -OH, alkoxy
having from 1 to 4 carbons, -OC(=0)R?, -OC(=0)NR''R", -O(CH,),NR''R", -O(CH,),OR",
substituted or unsubstituted arylalkyl having from 6 to 10 carbons, and substituted or
unsubstrtuted heteroarylalkyl,

R3, R, R? and RS are each independently selected from the group consisting of

u) H, aryl, heteroaryl, F, C, Br, 1, -CN, CF,, -NO,,-OH, -OR’, -O(CH,),NR""R"?,
-OC(=0)R’,-OC(=O)NR’R’, -OC(=O)NR"R"™, .O(CH,),OR", -CH,0RY, - :
NR!'R", -NR"®S(=0),R’, -NR*C(=O)R’, )
b) -CH,OR", wherein R™ 15 the ressdue of an amino acid after the hydroxyl group #
of the carboxyl group 18 removed,

¢) -NRC(=O)NR'R, -CO,R?, -C(=O)R?,-C(=O)NR!'R Y, -CH=NOR?, -CH=NR’,
(CHYNR''R™, (CH,)NHR", or -CH=NNR’R* wherem R? 1s the same as R?,

¥
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d) -S(0),R? {CH,),S(O),R?, -CH;S(O),R" wheremn y 15 0,1 or 2,

¢) alkyl having from 1 to 8 carbons, alkenyl having from 2 to 8 carbons, and alkyny!

baving 2 to 8 carbons, wheremn
1) each alkyl, alkenyl, or alkynyl group 18 unsubstituted, or
2) each alkyl, alkenyl, or alkynyl group 1s substrituted with 1 to 3 groups
selected from the group consisting of eryl having from 6 to 10 carbons,
heteroary}, arylalkoxy, heterocycloalkoxy, hydroxyalkoxy, alkyloxy-alkoxy,
hydroxyalkylthio, alkoxy-alkyltio, F, CL Br, I, -CN, -NQ,, -OH, -OR?,
-X*(CH,) I,NR' IR _X*(CH z),C(=0)NR' IR1, X%(CH ,),0C(=0)NR’ IRM
“X*(CHp,CO,R’, -X*(CH,),S(O),R®, -X*(CH,),NR"C(=O)NR"R",
-OC(=O)R’, -OCONHR?, -O-tetrahydropyranyl, -NR''R"?, -NR¥C(=O)R’,
-NR'"“CO,R’, -NR"C(=O)NR!'R"?, -NHC(=NH)NH,, NR'"S(O),R’, -S(O),R’,
-CO,R?, -C(=O)NR"RY, -C(=0)R?, -CH,0R", -CH=NNR?R?A, -CH=NOR?,
-CH=NR?, -CH=NNHCH(N=NH)NH,, -S(=0),NR’R**, -P(=0)(OR"®),, -OR*,
and a monosacchande having from 5 to 7 carbons wheremn each hydroxyl
group of the monosacchande 1s mdependently either unsubstrtuted or 1s
replaced by H, alky! having from 1 to 4 carbons, alkylcarbohyloxy having
from 2 to 5 carbons, or alkoxy having from of 1 to 4 carbons,

X2150, S, or NR!®,

R” and R® are each independently selected from the group consishng of H, alkyl having from
1 to 4 carbons, alkoxy having from 1 to 4 carbons, substituied or unsubstriuted arylalkyl
having from & to 10 carbons, substatuted or unsubstrtuted heteroarylalkyl, {(CH,),ORY, -
(CH,),OC(=0)NR"R", and (CH,),NR""R", or R” and R" together form 2 inking group of
the formula -CH,-X*-CH,-, wherein X? 1s X? or a bond,

m and n are each independently 0, 1, or 2,

Y 15 selected from the group consistmg of -O-, -S-, -N(R!%)-, -N*(O J(R"®)-, -N(OR')-, and
CH;-,

Z 15 selected from the group consisttng of a bond, -O-, -CH=CH-, -8-, -C(=0)-, -CH(OR"%})-,
-N(R')-, -N(OR™)-, CHINR"R")-, -C(=O)N(R")-, -N(R)C(=O0}-, -N(S(0),R’),
“N(S(O),NR''R'2)-, -N(C(=O)R"")-, -CR"R')-, -N*(O")R")-, -CH(OH)-CH(OH)-, and
~CH(O(C=0)R®)CH(OC(=0)R**)-, wheretn R** |5 the same as R?,

<
229
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R" and R'® are independently selected from the group consishng of H, -OH, ~-C(=O)R",
-O(C=O)R’, hydroxyalkyl, and -CO,R",

R'7 15 selected from the group consisting of H, alky], aryl, and heteroaryl,

A'! and A? are selected from the group consmishing of H, H, H, OR?, H, -SR?, H, -N(R?),, and

5 & group wherein A! and A? together form a moiety selected from the group consisting of =0,

=S, and =NR?,

B' and B are selected from the group consisting of H, H, H, -OR?, H, -SR?, H, -N(R?),, and
8 group wherein B! and B? together form a motety selected from the group consisting of =0,

=8, and =NR?,
10 with the proviso that at least one of the pairs A' and A2, or B! and B?, form =O
9 The method of claim 5 wheremn said compound has the formula
wherein
Z,138H and Z, 1s H or Z, and Z, together form =0,
15 R, 18 selected from the group conssting of H, Cl, CH,SO,C;H;, Br, CH,S(CH,),NH,,

CH,S(CH,),;N(CH,);, CH,S(CH,);NH, n-C,H,, NHCONHC,H,, NHCONHC,H,, CH,SC;H;,
CH,SCgH,, N(CH,),, CH,, CH,OCONHC,H,, NHCO,CH,, CH,OC,Hy, CH,N(CH,),, OH, 0
n-propyl, CH=NNH-C(=NH)NH,, CH=N-N(CH,);, CH,S(CH,),;NH-n-CH,,
CH,0CH,0CH,CH;, CH,S[3-(1,2,4-tnazine)], CH,CH,SCH,,
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CHpS /T

l CH—N—N CHﬂNH—@

\_—4 N

N— =N ™\

CEhS - CH___N_N/— I CB=N—N O
N/ \=N

R; 13 selected from the group consising of H, Br, Cl, I, CH;S(CH,)N(CH,),,
NHCONHC,H,, CH,SCH,, CH;,OCH,0CH,CH,, CH;S[3-(1,2,4-tnazine)], CH,CH,SCH,,
and CH,OH,

X 18 selected from the group consistng of H, CH,0OH, CH,NH-SenneH, CO,CH,,
CONHCH,, CH.NHCO,CH,, CH;,NHCO,CH,, CH,N,, CONHC,H,, CH,NH-Glycine,
CON(CH,),, -CH,NHCO,, CONH,, CONHC,H,, CH,NH-Senine, CH,SOCH,, CH=NOH,
CH;NH-Proline, CH,CH,(2-Pyndyl), CH=NNHC(=NH)NH,, CONH(CH,),OH,
CH=NNHCONH,, CH,0COCH,, -CH,0C(CH,),0-, CH,SC¢H;,, CH,SOC;H;, CO,n-hexyl,
CONHCH;, CO,(CH,)CH;,

CONCO cH=NNH—§ : CHzSo—<N©>
and

R 1 selected from the group consisting of OH, and OCH, '§

10 The method of clarm 9 wherein Z, and Z, are H, X 15 CO,CH,, and R 15 OFL
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11 The method of clxm 9 wherem Z, and Z, are H, X 1s CO,CH,, R, and R, are
CH,SCH,CH;, and R 15 OHL

12 The method of claxm 5 wherem smd compound has the formula

W Ry

5 wherein

Z,1sHand Z, 15 H or Z, and Z, together form =0,

R;isHorBr;

1sH, /N

Re CHyCH2CH>—N 0

R; 18 H, CH,CH=CH,, CH,CH,CH,0H, or \ /
10 and

R, 1s H, CH,CH=CH, or CH,CH,CH,OH.
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