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Si paraiska i$ dalies yra tesinys paraiskos JAV patentui Nr. 08/474072,
paduotos 1995 m. birzelio 7 d.

ISradimo prielaidos

1. ISradimo sritis.

Sis iSradimas susijges su neurotrofiniy pipekolinés ragsties dariniy -
junginiy, pasizyminciy afiniSkumu FKBP tipo imunofilinams, panaudojimu kaip
fermentinio aktyvumo, susijusio su imunofiliniais baltymais, inhibitoriy, ir ypac

kaip peptidil-prolilizomerazés arba rotamazés inhibitoriy.

2. Technikos lygis .

Terminas imunofilinai reiSkia keletg baltymy, kurie yra pégrindiniq
imunosupresiniy vaisty, ciklosporino A (CsA), FK506 ir rapamicino receptoriai.
Zinomos imunofiliny klasés yra ciklofilinai ir FK506 suriSantys baltymai, tokie
kaip FKBP. Ciklosporinas A riSasi su ciklofilinu, tuo tarpu rapamicinas jungiasi
su FKBP. Sie imunofilino-vaisto kompleksai sgveikauja su jvairiomis signalo
perdavimo lgstelés viduje sistemomis, ypac imuninéje ir nervy sistemose.

Zinoma, kad imunofilinai pasiiyr_n.._i peptidilprolilizomerazés (PPlase) arba
rotamazés fermentiniu aktyvumu. Nustatyta, kad rotamazes aktyvumas vaidina
tam tikrg vaidmenj imunofiliniy baltymy cis ir trans izomery tarpusavio virsmy
katalizéje.

Imunofilinai pifmiauéia buvo atrasti ir i$tirti imunoaudiniuose. 1§ pradziy
tos srities specialistai postulavo, kad imuﬁofilinq rotamazés aktyvumo
inhibavimas sukelia T-lgsteliy proliferacijos inhibicijg, tokiu bldu salygodamas
imunosupresiniy vaisty, tokiy kaip ciklosporinas A, FK506, rapamicinas,
imunosupresinj veikima. Tolimesni tyrimai parode, kad rotamazés aktyvumo
inhibicijos savaime nepakanka sukelti imunosupresiniam aktyvumui; Schreiber

et al. Science 1990, 250, 556-559. Atrodo, kad imunosupresinis aktyvumas
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kyla veikiant imunosupresiniy vaisty komplekso ir imunofiliny kompozicijai.
Buvo parodyta, kad imunofilino-vaisto kompleksas savo veikimo eigoje
sgveikauja su trinariais baltymais; Schreiber et al., Cell 1991, 66, 807-815.
FKBP-FK506 ir FKBP-CsA atvejais vaisto-imunofilino kompleksas jungiasi su
fermentu kalcineurinu, inhibuodamas T-lgstelés receptoriaus signala, kuris
sukelia T-lgstelés proliferacijg. Panasiai, rapamicino ir FKBP kompleksas
sgveikauja su RAFTI/FRAP baltymu ir inhibuoja signalg nuo IL-2 receptoriaus.

Nustatyta, kad imunofilinai didelémis koncentracijomis randami
centringje nervy sistemoje. Centrinéje nervy sistemoje yra 10-50 karty daugiau
imunofiliny, negu imuninéje sistemoje. Atrodo, kad nerviniuose audiniuose
imunofilinai jtakoja azoto oksido sinteze, neurotransmiteriy atpalaidavimg ir
neuroninio proceso isplitima.

Azoto oksidas organizme atlieka keletg vaidmeny. Smegenyse azoto
oksidas, atrodo, yra neurotransmiteris. Jis susidaro i$§ arginino, veikiant azoto
oksido sintetazei, kuri oksiduoja arginino guanidino grupe, susidarant azoto
oksidui ir citrulinui. Glutamato receptoriaus N-metil-d-aspartato subtipo
stimuliavimas greitai ir zymiai aktyvuoja azoto oksido sintetaze ir stimuliuoja
cGMP susidaryma. Azoto oksido sintetazés inhibavimas arginino dariniais,
tokiais kaip nitroargininas, blokuoja glutamato indukuojamg cGMP kiekio
padidejimg, Azoto oksido sintetaze yra su kalcio kalmodulinu susijes fermentas,
ir N-metil-d-aspartato receptoriaus aktyvavimas stimuliuoja azoto oksido
sintetazés aktyvumg, kadangi N—m-etil—d—aspartato receptorius turi kalcio
kanala, kuris atveriamas stimuliuojant glutamatu, jgalinant] kalcj jsilieti j Iasteles
ir aktyvuoti azoto oksido sintetaze.

Glutamatas yra fiziologinis neurotransmiteris. Taciau, iSsiskyres su
pertekliumi, jis sukelia neurotoksiskumg per N-metil-d-aspartato receptorius.
Paveikus smegeny zievés neurony kultiras glutamatu arba N-metil-d-
aspartatu, uzmusama iki 90 % neurony. ir Siuos efektus blokuoja vaistai - N-
metil-d-aspartato  antagonistai. Manoma, kad $§is N-metil-d-aspartato
neurotoksiSkumas yra pagrindiné neuroninio pazeidimo po kraujagysliy insulto

priezastis. Glutamatas iSsiskiria dideliais kiekiais po smegeny krujagysliy
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ussikimsimo, ir daugelis N-metil-d-aspartato antagonisty blokuoja insulto
pavojy. Azoto oksido sitetazes fosforilinimas inhibuoja jos katalitinj aktyvuma,
Didinant azoto oksido sitetazés fosforilinimo laipsnj, FK506 galéty funkcionaliai
inhibuoti azoto oksido susidaryma ir tokiu badu blokuoti glutamato
neurotoksidkuma. 18 tikryju, zemos FK506 ir cikosporino A koncentracijos
blokuoja N-metil-d-aspartato neurotoksidkuma kortikalinése kultdrose. FKBP,
kaip mediatoriaus, vaidmuo yra akivaizdus, kadangi rapamicinas panaikina
terapinj FK506 efekta. Matyt, FK506, jau pasizymeéjes kaip imunosupresantas,
galéty bati naudojamas kliniskai pacientams, nukentéjusiems dél insulto.

FK506 taip pat didina su augimu susijusio baltymo 43 (GAP43)
fosforilinima, GAP43 dalyvauja neuroniniy procesy iSplitime ir atrodo, kad jo
fosforilinimas didina §j aktyvuma, Atitinkamai, FK506, rapamicino ir ciklosporino
jtaka neuroniniy procesy igplitimui buvo tirta naudojant PC12 Igsteles. PC12
lgstelés yra | neuronus panasiy lgsteliy testine linija, kurioje iSplinta neuritai,
stimuliuojant nervy augimo faktoriumi (NGF).

Keista, bet buvo nustatyta, kad imunosupresanty, tokiy kaip FK506 ir
rapamicino, pikomolinés koncentracijos stimuliuoja neurity ataugas PC12
lastelgse ir sensoriniuose nervuose, batent dorsalinio $aknelés ganglijaus
lasteléese (DRGs); Lyons et al. Proc. Natl. Acad. Sci. USA, 1994, 91, 3191-
3195. Visuose eksperimentuose su gyvuliukais parodyta, kad FK506
stimuliuoja nervo regeneracijg po veidinio nervo pazeidimo ir duoda funkcinj
atsistatymg gyvullukq su sedmeninio nervo pazeidimu atvejais.

Konkrediau, nustatyta, kad vaistai, pasizymintys aukstu afiniskumu
FKBP atzvilgiu, yra galingi rotamazes inhibitoriai ir demonstruoja puiky
neurotrofinj efektg; Snyde'r" et al., “l/mmunophilins and the Nervous System”,
Nature Medicine, Volume 1, No. 1, January 1995, 32-37. Sie atradimai duoda
mintj naudoti imunosupresantus jvairiy periferiniy, neuropatijy gydymui ir
neurony ataugimo centrnéje nervy sistemoje (CNS) didinimui. Tyrimai parode,
kad neurodegeneraciniai susirgimai, tokie kaip Alcheimerio liga, Parkinsono

liga ir $oniné amiotrofine skleroze (ALS) gali kilti del nerotrofiniy medziagy,
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specifiniy tam tikros paveikty susirgimo neurony populiacijos atzvilgiu,
netekimo arba sumazéjusio kiekio.

Buvo nustatyta keletas neurotrofiniy faktoriy, veikianciy specifines
neurony populiacijas centringje nervy sistemoje. Pavyzdziui, buvo iskelta
hipotezé, kad Alcheimerio liga kyla del nervy augimo faktoriaus (NGF)
sumazeéjimo arba praradimo. Tokiu badu, buvo pasidlyta gydyti Alcheimerio ligg
egzogeniniu nervy augimo faktoriumi arba kitais neurotrofiniais baltymais,
tokiais kaip smegeny kilmés augimo faktoriumi, neuroglijos kilmés augimo
faktoriumi, ciliariniu neurotrofiniu faktoriumi ir neurotrofinu-3, siekiant padidinti
degeneruojancios neurony populiacijos iégyvenimq.

Siy baltymuy klinikinj pritaikymg jvairioms neurologiniy ligy busenoms
trukdo sunkumai dé! dideliy baltymy bioprieinamumo ir transporto | norimas
nervy sistemos vietas. Priesingai, imunosupresiniai vaistai, pasizymintys
neurotrofiniu  aktyvumu, yra santykinai mazi ir demonstruoja puiky
bioprieinamuma, bei  specifiSkuma. Tadiau, skiriant juos pastoviai,
imunosupresantai demonstruoja keleta potencialiai rimty pasaliniy efekty, tame
tarpe nefrotoksiskuma, tokj kaip glomerulinio filtravimo pablogéjimas ir
negriztama tarpaudining fibrozé (Kopp et al., 1991, J. Am. Soc. Nephrol.
1:162); neurologinis nepakankamumas, toks kaip nevalingas drebéjimas, arba
nespecifiné smegeny angina, tokia kaip nelokalizuoti galvos skausmai (De
Groen et al., 1987, N. Eng/. J. Med. 317:861); ir vaskuliariné hipertenzija su i$
jos kylangiomis komplikacijomis (Kahan et al, 1989, N. Engl J. Med.
321:1725). ’

Sis isradimas pateikia neimunosupresinius, O taip pat imunosupresinius
pipekolino ragsties darir;iﬁs, kurie "yra, mazamolekuliniai FKBP rotamazes
inhibitoriai, kurie yra ypa¢ galingi atauginant neuritines ataugas ir skatinant
neurony augima bei regeneracijg jvairiose neuropatologinese situacijose, kur
gali paskatinti neurony atsistatyma, [skaitant periferinio nervo pazeidima,
suzeidus fiziniu badu arba dél ligos, tokios kaip diabetas, fizinj centrinés nervy

sistemos (stuburo ir galvos smegenu) pazeidima, galvos smegeny pazeidimg,
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susijusj su insultu, ir jskaitant neurologiniy ligy, susijusiy su neurodegeneracija,

tokiy kaip Parkinsono, Alcheimerio ligos, Sonine amiotropiné skleroze, gydyma,

ISradimo santrauka

I&radimas susijes pipekolino ragsties dariniy - junginiy, pasizyminCiy
afiniskumu FKBP tipo imunofilinams ir esanciy fermentinio aktyvumo, susijusio
su imunofiliniais baltymais, inhibitoriais, ir ybac’: peptidilprolilo izomerazés arba
rotamazes inhibitoriais, panaudojimo badu. ’

I3radimo jgyvendinimo bldas, kuriam teikiama pirmenybé, yra gyvuny
neurologinio susirgimo gydymo bldas, apimantis:

pipekolino ragsties darinio, pasizymingio afiniSkumu FKBP tipo
imunofilinams, efektyvaus kiekio skyrima gyvanui, siekiant skatinti pazeisty
periferiniy nervy augima arba pagreitinti neurony regeneracijg, kuriame FKBP
tipo imunofilinas demonstruoja rotamazinj aktyvuma, o pipekolino rgsties
darinys inhibuoja minétg rotamazinj imunofilino aktyvuma,.

Kitas iéradimo jgyvendinimo bldas, kuriam teikiama pirmenybe, yra
gyviny neurologinio susirgimo gydymo bladas, apimantis:

pipekolino ragsties darinio, pasizymingio afiniSkumu FKBP tipo
imunofilinams, efektyvaus kiekio skyrimag gyvanui kartu su efektyviu kiekiu
neurotrofinio faktoriaus, parinkto i§ grupés, susidedancios i§ neurotrofinio
augimo faktoriaus, smegeny kilmes Aaugimo faktoriaus, neuroglijos kilmés
neurotrofinio faktoriaus, ciliarinio neurotrofinio faktoriaus ir neurotrofino-3,
siekiant skatinti pazeisty periferiniy nervy augimag arba pagreitinti neurony -
regeneracija, kuriame FKBP tipo imunofilinas demonstruoja rotamazinj
aktyvuma, o pipekolino rigsties darinys inhibuoja minétg rotamazinj imunofilino
akty{/umq.

Kitas isradimo jgyvendinimo bddas, kuriam teikiama pirmenybé, yra
pazeisto periferinio nervo augimo skatinimo bhdas, apimantis:

pipekolino ragsties darinio, pasizymingio afiniSkumu FKBP tipo
imunofilinams, efektyvaus kiekio skyrimg | paZzeistus periferinius nervus,

siekiant skatinti pazeisty periferiniy nervy augimg arba jj pagreitinti, kuriame
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FKBP tipo imunofilinas demonstruoja rotamazinj aktyvumg, o pipekolino
ragsties darinys inhibuoja minétg rotamazinj imunofilino aktyvuma,

Kitas iSradimo jgyvendinimo btdas, kuriam teikiama pirmenybé, yra
pazeisto periferinio nervo augimo skatinimo bldas, apimantié:

pipekolino ragsties darinio, pasizymincio afiniSkumu FKBP tipo
imunofilinams, efektyvaus kiekio skyrimg | pazeistus periferinius nervus,
siekiant skatinti pazeisty periferiniy nervy augima, kuriame FKBP tipo
imunofilinas demonstruoja rotamazinj aktyvumg, o pipekolino rugsties darinys
inhibuoja minétg rotamazinj imunofilino aktyvuma,

Kitas iSradimo jgyvendinimo bldas, kuriam teikiama pirmenybé, yra
neurony regenerecijos ir augimo pagreitinimo gyvunuose bldas, apimantis:

pipekolino rhgsties darinio, pasizyminéio afiniSkumu FKBP tipo
imunofilinams, efektyvaus kiekio skyrimg gyvlnui, siekiant pagreitinti neurony
regeneracijg, kuriame FKBP tipo imunofilinas demonstruoja rotamazinj
aktyvuma, o pipekolino ragsties darinys inhibuoja minétg rotamazinj imunofilino
aktyvuma.

Dar vienas iSradimo jgyvendinimo bddas, kuriam teikiama pirmenybg,
yra gyviny neurodegeneracijos profilaktikos bGdas, apimantis:

pipekolino rhgsties darinio, pasizymin€io afiniSkumu FKBP tipo
imunofilinams, efektyvaus kiekio skyrimg gyvlnui, siekiant iSvengti
neurodegeneracijos, kuriame FKBP tipo imunofilinas demonstruoja rotamazinj
aktyvumg, o pipekolino ragsties darinys inhibuoja minétg rotamazinj imunofilino

aktyvuma.

Trumpas bréziniy abraéymas‘ ) ]
Fig. 1. FKBP12 ir GAP43 ekspresija ve’idinio nervo branduolyje po nervo
traumos. Hibridizacija in situ, palyginant iRNR ekspresijos laikus veidinio nervo
branduolyje FKBP12 (kairéje) ir GAP43 (desinéje) atvejais. Desinysis veidinis
nervas yra toje pacioje puseéje, kur buvo trauma, o kaire pusé yra nepatyrusi
poveikio kontroliné (Fig. 1B). Kairéje: FKBP12 in situ hibridizacija nepaveiktoje

kontroléje; desinéje: kalcineurino Aaf po 7 dieny nuo nervo traumos.
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Eksperimentai pakartoti maziausiai 3 kértus, gaunant panasius
rezultatus.

Fig. 2. FKBP12 lokalizacija veidojudinamdosiuose neuronuose po nervo
traumos. Mikrofotografijos Sviesiame fone: FKBP12 in situ hibridizacija veidinio
nervo branduoliy judinamuosiuose neuronuose, 7 dienos po traumos (Fig. 2A)
ir kontroliniuose veidinio nervo branduoliy judinamuosiuose neuronuose (Fig.
2B).

Fig. 3. FKBP12 IRNR reguliacija juosmens stuburo smegeny
judinamuosiuose neuronuose po sédmeninio nervo traumos. VirSutinis vaizdas
(Fig. 3A) rodo zemesneés srities juosmens stuburo smegeny priekinés ataugos
judinamyjy neurony atsakg (parodyta stréle). Zemiau parodyta atitinkamy
judinamujy neurony sankaupos mikrofotografijos Sviesiame fone: (Fig. 3B) -
kairés pusés, priesingoje puseje nei nervo trauma; (Fig. 3C) - desinés pusés,' ]
toje pacioje puséje kaip nervo trauma. Sis eksperimentas pakartotas 3 kartus
su panasiais rezultatais.

Fig. 4. FKBP ir FKBP12 iRNR indukcija | dorsalinj Saknelés ganglijy po 1
ir 6 savaiciy nuo sédmeninio nervo traumos. Mikrofotografijos tamsiame fone
vaizduoja L4 dorsalinio $aknelés ganglijaus toje palioje puseje kaip
sédmeninio nervo trauma pjlvius - kairysis vaizdas FKBP in situ hibridizacija;
desinysis vaizdas [°H] FK506 autoradiografija. Sie rezultatai pakartoti 3 kartus
kiekvienam laiko matavimui. _

Fig. 5. Desiniojo veidinio nervo pazeidimas ricinu. Nissl| dazas (Fig. 5A,
apatinis vaizdas) i$ryskina intensyvy judinamujq neurony desiniajame
veidiniame branduolyje iSsigimima ir jj lydintj neuroglijos iSveséjimg po 7 dieny
nuo, ricino injekcijos | veidinfnerva. FKBP iRNR in situ hibridizacija po 7 dieny
nuo veidinio nervo/b;anduolio pazeidimo ricinu parodyta virsutiniame (Fig. 5B).
Sis eksperimentas pakartotas 3 kartus su panasiais rezultatais.

Fig. 6. ["H]FK506 suris$imas sedmeninio nervo segmentuose po 7 dieny
nuo traumos. Diagrama iliustruoja paimtus 3 mm segmentus: konstrikcijos
parodo perri§imy vietas, padarytas 7 dieng, 6 val. surinkimui, kaip apraSyta

eksperimentinéje dalyje. Distaliné perriSimo vieta yra 10 mm proksimaliai nuo
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pradinés traumos vietos. FKBP pirmesnis transportavimas yra 124 mm/dieng,
Duomenys yra vidurkiai + SEM (standartine matavimo paklaida) (n=3).

Fig. 7. FKBP transportas sédmeniniame nerve. Mikrofotografijos
tamsiame fone vaizduoja kontrolinio (nepaveikto) sédmeninio nervo pjavius ir 7
d. Sedmeninio nervo traumos vieta, apdorotg FKBP12 in situ hibridizacijai (Fig.
7A, Fig. 7B) ir [*H]FK506 autoradiografijai (Fig. 7C, Fig. 7D). Strelés rodo nervo
traumos vieta. Sis eksperimentas buvo pakartotas 3 kartus su panasiais
rezultatais.

Fig. 8. [*H] FK506 surisimo PC12 lastelese lygiai, palaikomi esant arba
nesant NGF (50 ng/ml). n=3 iekvienam laiko taskui. Stulpeliai vaizduoja SEM.

Fig.9. Imunosupresanty medijuojamas neurity ataugy PC12 lIgstelése
padidéjimas. Hofmano kontrastines mikrofotografijos (64) kultdry, auginty 48
val., esant NGF su pridétu FK506 arba rapamicinu, arba be ju. Fig. 9A: PC12
lastelés augintos esant 1,0 ng/ml NGF. Fig. 9B: PC12 lgstelés augintos esant
50 ng/ml NGF. Fig. 9C: PC12 Igstelés augintos esant 1,0 ng/ml NGF ir 100 nM
FK506. Fig. 9D: PC12 lIgstelés augintos esant 1,0 ng/ml NGF ir 100 nM
rapamicino. Didinimas 200 karty,

Fig. 10. FK506 jtaka neurity augimui PC12 lastelese. Kultdros paveiktos
skirtingomis NGF koncentracijomis, esant arba nesant 100 nM FK5086, ir
neurity vystymasis jvertintas po 48 val. Ataugos jvertintos kaip aprasyta
Eksperimentinéje dalyje, suskaiCiuojant lasteles su neurity pakitimais,
didesniais nei 5 um. n=4 atskiri eksperimentai kiekvienam taskui, o paklaidy
stulpeliai reiskia SEM. | —

Fig. 11. Neurity ataugy PC12 Iastelése skatinimo FK506 koncentracijos-
atsako priklausomybé. Lqételes paveiktos 48 val. 1 ng/ml NGF ir skirtingomis
FK506 koncentracijomis. Neurity ataugy atsakas iSmatuotas kaip aprasyta Fig.
10 ir Eksperimentinéje dalyje. n=4 atskiri eksperimentai kiekvienam duomeny
taskui. *P < .001 Stjudento t teste.

Fig. 12. [*H] FK506 autoradiografija dorsaliniy Saknelés gangliju
eksplanty kultdroje. Po 26 dieny kultivavimo su 100 ng/ml NGF ekstensyvus
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procesas pasireiskia su FKBP susijusiy sidabro griadeliy gausiu kiekiu.
Autoradiografijos grdeliai panaikinti 1 uM nezymétu FKS506.

Fig. 13. Dorsaliniy Saknelés ganglijy auginimo su jviriomis medziagomis
kontrastinés fazés mikrofotografijos. Fig. 13A: NGF 100 ng/ml, Fig. 13B: FK506
1 uM, Fig. 13C: FK506 1 uM ir anti-NGF antiktnas, Fig. 13D: nepridéta augimo
faktoriaus, Fig. 13E: FK506 1 pM, Fig. 13F: FK506 1 uM ir rapamicinas 1 uM.
Mastelis: stulpelis - 205 um. NGF sukelia gausu aksony ataugimg (Fig. 13A),
taip pat ir 1 uM FK506 (Fig. 13B). FK506 jtaka zymiai sumazéja, sumazinus
koncentracijg iki 1 pM (Fig. 13E). Taciau neuritinés ataugos su 1 pM FK506 yra
didesnés, negu jam nesant (Fig. 13D). FK506 jtaka taip pat sumazinama,
pridéjus anti-NGF antikGno, siekiant eliminuoti ne neuroniniy Igsteliy kilmés
NGF jtakg. Gausiy neurity, kurie pasireiskia dideliais pluostais NGF (100
ng/ml) arba 1 uM FK506 (Fig. 13B) jtakoje, vaizdas yra baltas, tuo tarpu mazy
pluosteliy arba atskiry neurity vaizdas yra juodas. Ne neuroninés lgstelés,
Svano lIgstelés ir fibroblastai geriau matomi su 1 pM FK506 (Fig. 13E) arba
anti-NGF antiktnu (Fig. 13C), negu su 1 pM FK506 (Fig. 13B). Ne neuroniniy
lgsteliy kilmés NGF Kkultiroje duoda ribotg aksony ataugima, matomg
nepridéjus jokio augimo faktoriaus (Fig. 13D). Didelis skailius lauziangiy
spindulius ne neuroniniy lgsteliy, matomy baltai, perkloja keletg neurity (Fig.
13D). Rapamicinas esant FK506 visiskai inhibuoja aksony ataugas.
Mikrofotografijos atspindi 12-30 ganglijy i§ kiekvieny eksperimentiniy salygy.
Skirtumai tarp eksperimenty grupiy gerai atsikartoja.

Fig. 14. FK506 ir rapamicino jtaka | NGF medijuojama neurity isplitimg
PC12 lIgstelese. PC12 lIgsteles (60 persejimas) veikiamos jvairiomis NGF
koncentracijomis arba NGF éu 100 nM FK506, 100 nM rapamicino arba 100 nM
WAY-124,466. Neurity ataugos jvertintos po 96 val. Igstelese, kuriose efektas
didesnis negu lgsteliy diametras. n=3 atskiri eksperimentai kiekvienam taskui ir
paklaidy stulpelis yra SEM.

Fig. 15. Pikomolinés FK506 (A) ir rapamicino (B) koncentracijos
sustiprina NGF (0,5 ng/ml) sukeltg neurity iSplitimg PC12 lgstelése. Mazo
pasazo PC12 Igsteles veiktos 4 dienas 0,5 ng/ml NGF, esant jvairioms FK506
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(D), rapamicino ( » ) ar WAY-124,466 (o) koncentracijoms. Neurity ekspresija
jvertinta kaip aprasyta auksciau Fig. 14 atveju. Neurity gaminimosi lygiai, esant
0,5 ng/ml NGF (pazymeéta L) ir 50 ng/ml NGF (pazyméta H) nurodyti palyginimo
tikslu.

Fig. 16. PC12 Igsteliy, veikty imunofilino ligandais + 0,5 ng/m! NGF arba
50 ng/ml NGF mikrofotografijos.

Fig. 17. Imunofiliny ligandai sumazina NGF kieki, reikalingg sukelti
maksimaly neurity iSvystyma vi§&iuko sensoriniuose ganglijuose. Visi dorsalinio
Saknelés ganglijaus eksplantai buvo i$skirti i§ 9-10 dienos vis&iuko embriony ir
kultivuoti Matri geliu padengtose Iékstelese su L15 terpe plius dideliu kiekiu
gliukozés, su 10 % fetalinio verselio serumo, papildyto 10 uM Ara C penicilino
ir streptomicino, 37 °C temperatiroje 5 % CO, aplinkoje. Sensoriniai ganglijai
buvo veikiami 1 ng/ml NGF, 1 ng/ml NGF plius 100 nM FK506 arba 100 ng/mi
NGF 48 val., ir neurony kitimai buvo skaiéiuojami ir fotografuojami.

Fig. 18. FKS506, rapamicinas ir WAY-124,466 stiprina nuo NGF
priklausant] neurity gaminimagsi sensoriniuose ganglijuose. Viitiuko DRG
eksplantai, kultivuoti kaip aprasyta auks$ciau Fig. 17 atveju. | DRG eksplanty
kultGras pridéta FK506, rapamicino ir WAY-124,466 (100 nM kiekvieno ju plius
arba minus 0,1 ng/ml NGF). Po 48 val. jvertintos neuritings ataugos ir kultlros
nufotografuotos. A

Fig. 19. 111 pavyzdzZio, skatinantio neurity ataugas visciuko
dorsaliniuose S$aknelés ganglijuose, mikrofotografija. Trys vaizdai rodo
neuritines ataugas esant 1 pM (kairysis vaizda’S), 100 pM (centrinis) ir 100 nM
(desSinysis) 111 pavyzdzio junginio koncentracijai.

_ Fig. 20. 17 pavyzdzio, skatinangio neurity ataugas vi$ciuko
dorsaliniuose $aknelés ganglijuose, mikrofotografija. Trys vaizdai rodo
neuritines ataugas esant 1 pM (kairysis vaizdas), 100 pM (centrinis) ir 100 nM
(desinysis) 17 pavyzdzio junginio koncentracijai.

Fig. 21. 102 pavyzdzio, skatinaniio neurity ataugas vis&iuko

dorsaliniuose $aknelés ganglijuose, mikrofotografija. Trys vaizdai rodo
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neuritines ataugas esant 1 pM (kairysis vaizdas), 100 pM (centrinis) ir 100 nM

(deSinysis) 102 pavyzdzio junginio koncentracijai.

Smulkus iSradimo aprasymas

Sio i$radimo nauji junginiai - pipekolino rgsties dariniai yra afiniski
FK506 suriSamiems baltymams, tokiems kaip FKBP12. Kai isradimo
neurotrofiniai junginiai yra suristi su FKBP, nustatyta, kad jie inhibuoja suristo
baltymo peptidilprolilo cis-trans izomerazés arba rotamazés aktyvumg ir
netikétai skatina neurity augima.

Sio isradimo junginiai gali bati naudojami drusky, sudaryty su
neorganinémis ar organinémis ragstimis ir bazémis, formoje. Tarp tokiy rlgs$ciy
drusky jeina Sios: acetatai, adipatai, alginatai, aspartatai, benzoatai
benzensulfonatai, bisulfatai, butiratai, citratai, kamparatai, kamparsulfonatai,
ciklopentanpropionatai, digliukonatai, dodecilsulfatai, etansulfonatai, fumaratai,
gliukoheptanoatai, glicerofosfatai, hemisulfatai, heptanoatai, heksanoatai,
hidrochloridai, hidrobromidai, hidrojodidai, 2-hidroksietansulfonatai, laktatai,
maleatai, metansulfonatai, 2-naftalensulfonatai, nikotinatai, oksalatai,
pamoatai, pektinatai, propionatai, sukcinatai, tartratai, tiocianatai, tozilatai ir
undekanoatai. Baziy druskos apima amonio druskas, Sarminiy metaly, tokiy
kaip natris ir kalis, druskas, Sarminiy zemés metaly, tokiy kaip kalcis ir magnis,
druskas, druskas su organinémis bazémis, tokias kaip dicikloheksilamino
druskos, N-metil-D-glutamino, ir druskos su aminorlgstimis, tokiomis kaip
argininas, lizinas ir tt. Taip pat, bazinés (azotq turinios grupés gali bati
pervestos | ketvirtinj pavidalg su tokiais agentais kaip Zemesniyjy alkily
halogenidai, tokie kaip me'filo, etilo, ‘propilog ir butilo chloridai, bromidai ir
jodidai; dialkilsulfatais, tokiais kaip dimetilo, dietilo, dibutilo ir diamilo sulfatai,
ilgos grandinés halogenidais, tokiais kaip decilo, laurilo, miristilo ir stearilo
chloridai, bromidai ir jodidai, arilalkilo halogenidais, tokiais kaip benzilo ir
fenetilo bromidai ir kitais. Tokiu bGdu gaunami vandenyje arba aliejuje

tirpstantys arba disperguojami produktai.
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Sio idradimo neurotrofiniai junginiai gali blti periodiSkai skiriami
pacientui, gydomam nuo neurologiniy susirgimy arba del kity priezasciy, del
kuriy naudinga stimuliuoti neurony regeneracijg ir augima, tokiy kaip jvairls
periferiniai  neuropatiniai  ir  neurologiniai  susirgimai,  susij¢  su
neurodegeneracija. Sio i$radimo junginiai taip pat gali bati skiriami kitiems
zinduoliams, ne Zmonéms, jvairiy neurologiniy susirgimy gydymui.

Sio iSradimo nauji junginiai yra stiprGs rotamazés aktyvumo inhibitoriai ir
pasizymi puikiu neurotrofiniu aktyvumu. Sis aktyvumas yra naudingas
stimuliuojant pazeistus neuronus, padedant neurony regeneracijai, uzkertant
kelig neurodegeneracijai ir gydant keletg neurologiniy ligy, kurios, yra Zinoma,
susijusios su neurony degeneracija ir periferinémis neuropatijomis.
Neurologiniai susirgimai, kurie gali bati gydomi, apima $Siuos susirgimus, bet
jais neapsiriboja: trisakio nervo neuralgija, liezuvio-ryklés neuralgija, Belio
paralyzius, miastenija, raumeny distrofija, Soniné amiotrofineé skleroze,
progresuojanti raumeny atroﬂja, progresuojanti paveldéta bulbariné raumeny,
atrofija, susijes su iSvarza, trGkiu ar prolapsu stuburo disko sindromas, kaklo
slankstelio irimas, ‘rezginio susirgimai, torakalinio iSkrypimo sindromas,
periferinés neuropatijos, tokios, kaip neuropatijos, sglygotos Svino, dapsono,
erkiy, porfirijos arba Gijeno-Bare sindromas, Alcheimerio liga ir Parkinsono
liga.

Tokiu tikslu Sio iSradimo junginiai gali bQti skiriami peroraliai,
parenteraliai, inhaliaciniu purskimu, vietiniu badu, rektaliai, per nosj, per burng,
vaginaliai arba per inplantuotg rezervuarg ‘dozuotomis vaisty formomis,
turiniomis jprastiniy netoksisky farmaciskai priimtiny nesikliy, pagalbiniy
medziagy ir skiedikliy. Cia 'i}artojamas terminas “parenteraliai’ apima jvedimo
po oda, i vena, | raumenis, intraperitoniskai, | nugaros smegeny dangalg,
intraventrikuliariai, intrasternaliai ir intrakranialiai injekcijomis arba infGzijomis
metodika.

Kad terapiskai efektyviai veikty centring nervy sistema, imunofilino-
vaisto kompleksas turéty lengvai prasiskverbti pro hemato-encefalinj barjers,

paskyrus juos periferiniu badu. Sio isradimo junginiai, kurie negali prasiskverbti
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pro hemato-encefalinj barjera, gali bati sékmingai skiriami intraventrikuliariniu
badu.

Farmacinés kompozicijos gali bati steriliy injekuojamy preparaty
pavidale, pavyzdziui, sterilios injekuojamos vandeninés arba aligjinés
suspensijos pavidale. Si suspensija gali biti paversta | vaisto formg pagal
zinomas toje srityje metodikas, naudojant tinkamus disperguojancius arba
drekinandius ir suspenduojancius agentus. SterilGs injekuojami preparatai taip
pat gali biti sterilis injekuojami tirpalai arba suspensijos netoksiskuose
parenteraliai tinkamuose skiedikliuose ar tirpikliuose, pavyzdziui, kaip tirpalai
1,3-butandiolyje. Tarp priimtiny, skiedikliy ir tirpikliy, kurie gali bdti vartojami,
yra vanduo, Ringerio tirpalas ir izotoninis natrio chlorido tirpalas. Be to, sterilUs
nelakds aliejai paprastai naudojami kaip tirpikliai ar suspenduojanti terpé. Siuo
tikslu gali bdti naudojamas bet kuris Svelnus nelakus aliejus, jskaitant
sintetinius mono- ar digliceridus. Riebaly ragstys, tokios kaip oleino rlgstis ir
jos gliceridai, naudojami injekuojamuose preparatuose, alyvy ir riciny aliejus,
ypac polietoksilintoje formoje. Sie aliejaus tirpalai ar suspensijos gali turéti ilgos
grandinés alkoholj kaip skiediklj ar disperguojantj agenta.

Junginiai- gali bati skiriami peroraliai, pavyzdziui kapsuliy ar tableCiy
pavidale, arba vandeninés suspensijos arba tirpalo pavidale. TableCiy
peroraliniam naudojimui atveju neSiklis, kuris paprastai vartojamas, apima
laktoze ir kukurlzy krakmola, Tipiniu atveju taip pat [dedama tepancio agento,
tokio kaip magnio stearatas. Peroraliniam vartojimui kapsuliy forma, naudingas
skiediklis apima laKtoze ir sauéq kukuridizy krakmolq. Kai peroraliniam
vartojimui reikia vandeninés suspensijos, aktyvus ingredientas derinamas su
emulsikliais-ir suspenduojaﬁéiais agentais. Jei pageidautina, tam tikri saldikliai
ir/arba kvapiosios ir/farba dazancios medziagos gali bati pridedamos. l

Sio isradimo junginiai taip pat gali bati skiriami ZvakuCiy pavidale
rektaliniam vaisto jvedimui. Tos kompozicijos gali biti pagamintos maisant
vaistg su tinkamu neerzinanciu uzpildu, Kkuris yra kietam pavidale kambario

temperatiroje, bet skystas rektalingje temperatroje ir todél gali iSsilydyti
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tiesiojoje zarnoje, i$laisvindamas vaista. Tokios medziagos apima kakavos
sviestg, bic¢iy vaskg ir polietilenglikolius.

Sio isradimo junginiai taip pat gali bQti skiriami optiskai, ypa¢ tais
atvejais, kai gydymo reikalinga vieta apima sritis arba organus, lengvai
pasiekiamus, skiriant vietiniu bddu, jskaitant akies neurologinius susirgimus,
odg ir apatinj virskinimo traktg. Tinkamos vietinio vartojimo vaisty formos yra
nesunkiai pagaminamos kiekvienai ty sriiuy. |

Oftalmologiniam vartojimui junginiai gali bati pavidale mikrono dydzio
daleliy suspensijos izotoniniame, steriliame, su suderintu pH natrio chlorido
tirpale, tiek turiniame, tiek neturin€iame prezervanty, tokiy kaip benzalkonio
chloridas. Alternatyviai, oftalmologiniam vartojimui junginiai gali bdti tepalo
formoje, tokio kaip vazelinas.

Panaudojant vietiniu bldu odai, junginiai gali bati formoje tinkamo
tepalo, turinCio junginj, suspenduotg arba istirpintg viename i$ Siy medZiagy;
mineralinéje alyvoje, skystame vazeline, baltame vazeline, propilenglikolyje,
polioksietilene, polioksipropilene, emulsuojaniame vaske ir vandenyje.
Alternatyviai, junginiai gali bati tinkamo losjono arba kremo formoje, turinCioje
aktyvy junginj suspenduotg arba istirpinta, pavyzdziui, miSinyje i$ vieno ar
daugiau §iy medziagy: mineralinés alyvos, sorbitano monostearato, polisorbato
60, cetilo esteriy vasko, cetearilo alkoholio, 2-oktildodekanolio, benzilo
alkoholio ir vandens. .

Vietinis vartojihas zemesniajam virskinimo traktui gali bati jgyvendintas
rektalines Zvakutés vaisto formoje (zZiGr. auksciau), arba tinkambje klizmos
vaisto formoje. )

Auksciau 'paminétq. susirgimq gydymui tinkami doziy dydziai yra
intervale nuo 0,1 mg iki 10 000 mg aktyvaus ingrediento junginio, teikiama
pirmenybé dydziams nuo 0,1 mg iki 1000 mg. Aktyvaus ingrediento kiekis, kuris
gali biti derinamas su nesiklio medziagomis, kad sudaryty vienos dozés forma,
skirsis priklausomai nuo gydomo paciento ir tam tikro skyrimo bado.

Taéiau suprantama, kad specifinis dozes kiekis bet kuriam konkreciam

pacientui priklausys nuo jvairiy faktoriy, jskaitant tam tikro vartojamo junginio
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aktyvuma, paciento amziy, kdno svor], bendrg sveikatos blkle, lytj, dietg,
vartojimo laikg, pasi$alinimo i$ organizmo greitj, vaisty derinj ir nuo gydomos
ligos rimtumo bei vaisto formos.

Junginiai gali bGti skiriami su kitais neurotrofiniais agentais, tokiais kaip
neurotrofinis augimo faktorius (NGF), neuroglijos kilmés augimo faktorius,
smegeny kilmés augimo faktorius, ciliarinis neurotrofinis faktorius ir
neurotrofinas-3. Kity neurotrofiniy vaisty dozés kiekis prikausys nuo auksciau

iSvardinty faktoriy ir vaisty derinio neurotrofinio efektyvumo
Eksperimentiné dalis

Sédmeninio nervo trauma.

Sis pavyzdys rodo didelius FKBP kiekius normaliame periferiniame
nerve ir tai, kaip tie kiekiai didéja po nervo traumos.

Jei FKBP buty fiziologiSkai susijes su neuroninio proceso isplitimu
veikiant GAP43, tuomet galima bGtu numatyti pagrindinius FKBP Kkiekius
periferiniame nerve. Atitinkamai, mes iSmatavome [PHIFK506 suridima Ziurkes
sédmeniniame nerve, taip pat augimo kolbelése, iSskirtose is 2 dieny amziaus
ziurkiuky, ir palyginome su dydziais i$ smegeny Zzievés ir keleto periferiniy
audiniy.

[PHIFK506 autoradiografija atlikta kaip aprasyta, nefiksuotuose
pjlviuose, kurie atitirpinti ir iSdZiovinti ore pries inkubuojant juos 1 val. buferyje,
Asusidedanéiame is 50 mM Hepes,’ 2 mg/ml jauCio serumo albumino, 5 %
etanolio ir 0,02 % Tween 20 pH 7,4. Po to pjaviai veikiami 1 nM [3H]FK506
(86,5 Ci/mMol; DuPont-NEN, Bostoh, MA) 1 val. kambario temperatlroje
ankstesnio inkubavimo buferyje. Nespecifinis suriSimas nustatytas pridedant 1
uM FK506. Po inkubacijos, ploksteles praplautos 4x5 min. lediniame
ankstesnio inkubavimo buferyje ir iSdziovinamos ore. Radioaktyviai pazyméti
pjdviai sustatyti greta su triciui jautriais filmais arba plokstelemis, padengtomis
Kodak NTB-2 emulsija.
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1 LENTELE
[’H] FK506 suri$imas sédmeniniame nerve ir augimo kolbelése

(A) [°H] FK506 surisimas sédmeniniame nerve

AUdinyS . Bmax
{(pmol/mg baltymo)

Suaugusi ziurké

Sédmeninis nervas 221

Smegeny zieve 38,0

Uzkratis 9,5

Bluznis 8,0
Naujagimeé Ziurké

Priekinés smegenys 255

Augimo kolbelés ' 10,2

(B) [PH] FK506 suri§imas po sédmeninio nervo traumos

Brmax Brmax
baltymas fmol/5 mm segmentg pmol/mg
Nepaveiktas 31,8+2,1 212+14
7 dienos po traumos 136,5 +15,7* 40,1 +20*

[’H] FK506 surisimas buvo tirtas kaip apradyta eksperimentinéje dalyje.
1A lentelés eksperimentai buvo pakartoti 3 kartus su mazesniu ‘nei 10 %
iSsibarstymu. 1B lenteléje dydziai pateikti kaip vidurkiai +SEM (n = 3). *P< 0,05
Stjudento t-teste nepriklauso';noms reikémemg.

I§ visy tirty audiniy, suri$imo reikSmés sédmeniniame nerve yra
didziausios, kazkiek didesnés negu smegeny zieveje ir 10 karty didesnés,
negu reikSmés uzkracio liaukoje ir bluznyje, kurie turi asocijuotg su limfocitais
FKBP (ziar. 1A lentele).

Apie FKBP vaidmenj nervo regeneracijoje sprendziama i$ eksperimenty,

kuriuose suzalojome suaugusios ziurkés sédmeninj nervg ir po 7 dieny
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igmatavome [PHJFK506 surisimg 5 mm segmentuose proksimaliai nuo traumos
vietos.

Sprague-Dawley Ziurkes (175-200 g) anestezuotos Rompun (12 mk/kg)
ir Ketamino (50 mg/kg) misiniu. Naudojant aseptines metodikas, veidinis nervas
suzalotas juvelyrinémis replémis 2x30 s per 2 mm distaliai nuo jo i8&jimo i$
ylinio spenelio angos. Tokia pati proceddra naudota sédmeninio nervo
suzalojimui vidinéje launies puséje.

Visas suri§imas segmente, proksimaliame nuo traumos vietos buvo
keturis kartus didesnis, palyginus su kontroliais dydziais. Nors bendras baltymo
kiekis proksimaliame segmente yra zymiai padidintas, [’H]FK506 suri§imas/mg

baltymo proksimaliame segmente yra tik dvigubai didesnis.

Veidinio nervo trauma.

Sis pavyzdys rodo, kad veidinio nervo pazeidimai didina vienu metu
vykstan&ig FKBP ir GAP43 ekspresija.

Po veidinio nervo traumos veidinio nervo branduolyje padidéja GAP43
iRNR kiekis. Naudojant in situ hibridizacija, mes istyréme iRNR FKBP, GAP43
ir kalcineurino kiekius po veidinio nervo traumos.

Ziurkems atlikta perfuzija 150-200 ml ledinio fosfatinio buferio(PBS) (0,1
M, pH 7,4). Audiniai i$pjauti ir nedelsiant at$aldyti izopentane (-80 °C). ISpjauti
kriostatuoti pjaviai (18 um storio) ir atitirpinus patalpinti ant Zelatina padengty
ploksteliu.

In situ hibridizacija atlikta kaip ankséiau aprasyta, naudojant antiprasmés
oligonukieotidinius zondus, gale pazymeétus [**S]dATP. FKBP atveju buvo
panaudoti trys atskiri oligoﬁukleotidai, komplementarls Sioms klonuotos kDNR,
aprasytos Maki et al.,, (1990) Proc. Natl. Acad.-Sci. USA 87, 5440-5443, ir
Standaert, R.F., et al. (1990) Nature 346, 671-674, kurie jtraukti Cia kaip
nuorodos, sritims: 70-114, 214-258, 441-485. GAP43 atveju buvo naudoti trys
antiprasmés oligonukleotidai, komplementards 961-1008, 1081-1128, 1201-
1248 klonuotos kKDNR nukleotidams, kuri aprasyta Rosenthal A, et al., (1987)
EMBO J. 6, 3641-3646; jtraukta Cia kaip nuoroda. Kalcineurino Ao atveju buvo
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naudoti antiprasmeés oligonuokleotidai, komplementarus 1363-1410 ir 1711-
1758 nukleotidams, apra$ytiems lto et al., (1989) Biochem. Biophys. Res.
Commun. 163, 1492-1497, jtraukta Cia kaip nuoroda, ir kalcineurino AB atveju -
oligonukleotidai 1339-1386 ir 1569-1616, apradyti Kuno T., et al. (1989)
Biochem. Biophys. Res. Commun.165, 1352-1358, jtraukta &ia kaip nuoroda.
Pjaviai atitirpinti ir  palikti idzigti, po to fiksuojami 5 min. Svieziai
depolimerizuotame 4 % paraformaldehide PBS. Du kartus perplovus PBS,
pjaviai acetilinti 0,25 % acto ragsties anhidridu 0,1 M trietanolamine ir 0,5 %
NaCl (pH 8,0), po to dehidratuojami alkoholiuose, nuriebinami chloroforme 5
min., rehidratuojami 95 % etanolyje ir paliekami dziati ore. Hibridizacija vyksta
per naktj 37 °C temperaturoje buferyje, turin¢iame 50 % dejonizuocto formamido,
10 % dekstrano sulfato, 4xSSC, 1 x Dernhardt'o tirpalo, 20 mM fosfatinio
buferio, 0,1 mg/ml Ilaéidos spermos DNR, 0,1 mg/mi mieliy pernesimo DNR, 10
mM ditiotreitolio, 2,0 % beta-merkaptoetanolio (BMD), 1 ,0 mM EDTA ir
pazymétg probg (2000000 dpm/pjaviui). Po hibridizacijos pjaviai perplaunami 1
x SSC. 1,0 % BME 15 min. kambario temperattroje, po to du kartus po 10 min.
55 °C temperatroje, iSdziovinami ore ir dedami ant juostos arba jmerkiami |
Kodak NTB-2 emulsija.

Stebimas netikétas FKBP ir GAP43 ekspresijos padidéjimas, tuo tarpu
jokiy pakitimy nestebima kalcineurino ekspresijoje. Kaip ir po 24 val. nuo
veidinio nervo traumos, FKBP ekspresija yra padidgjusi kiekiu, matomu ir po 1-
2 savaidiy, tuo tarpu iRNR koncentracijos Zymiai sumazéja po 3 savaiCiu.
Tyrimas esant ’stipresniam didinimui atskleidé, kad padidéje sidabro gradéliq
kiekia iRNR FKBP atveju yra apspresti neuroninémis lastelémis (Fig. 2).
Atskirty veidiniy branduoliQ Nothérn ‘blot analizé patvirtina padidéjusius FKBP
iRNR kiekius. GAP43 iRNR kiekiai kinta laike labai panasiai kaip FKBP.
Priedingai, nepastebéta jokiy pakitimy ne vienu tirtu laiko momentu
kalcineurino ekspresijoje.

I$skirta visa Iasteliy RNR i§ atskirty veidiniy branduoliy. Atlikta RNR 10
arba 20 pg pavyzdziy elektroforeze 1 % agarozes, 2,0 % formaldehido gelyje ir

perkelta ant nailono membranos 10 nM NaOH. KDNR probos FKBP, pazyméto
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[P®S]dCTP, specifinis aktyvumas 1 X 10° cpmi/p atsitiktiniu praimingu
hibridizuotos per naktj 42 °C temperatlroje buferyje, susidedanciame i$ 50 %
formamido, 2 x SSPE, 7 % SDS, 0,5 % Blotto ir 100 pg/ml lasiSos spermos
DNR. Démes praplautos 20 min. kambario temperatdroje ir 2 x 15 min 65 °C
temperataroje 0,15 x SSC, 0,15 % SDS tirpalu ir po to eksponuojama | juostg
48096 val.

NesuZeistoje puséje stebimas nezymus sidabro grideliy pagauséjimas
palyginus su kontroliniais pjdviais. Tai suderinama su aiskinimais, kad
kontralateralis neuronai taip pat reaguoja | aksotomijg.

Po veidinio nervo traumos ziurkéms issivysto nervo paralyzius, matomas
i§ Gsy judinimo nebuvimo, kas funkcidkai atsistato per 3 savaites, kartu su
nervo regeneracija. Masy Ziurkése mes irgi stebéjome sy judinimo nebuvimag
po nervo traumos, atgaunant Sig funkcijg per 3 savaites. Taigi, GAP43 ir FKBP

ekspresijos padidéjimas laike koreliuoja su nervo regeneracijos procesu.

Sédmeninio nervo regeneracija.

Sis pavyzdys FKBP ir GAP43 kiekio padidéjima, susijusj su sédmeninio
nervo regeneracija.

Po sédmeninio nervo suzeidimy IRNR GAP43 kiekiai yra padidéje tiek
nugaros smegeny judinamuosiuose neuronuose, tiek dorsaliniy Sakneliy
ganglijy neuroninése lastelese. Ziurkese, kurios turéjo seédmeninio nervo
trauma, mes stebéjome nepaprastg iRNR FKBP kiekio padidéjimg
judinamuosiuose neuronuose ties L-4, 5 (Fig. 3) ir dorsaliniy Sakneliy ganglijy '
neuroninése lgstelése, kartu su apradytu GAP43 ekspresijos padidéjimu (Fig.
4). Esant stipriam didinimui, mes stébéjgme iRNR FKMB sidabro gradelius, .
lokalizuotus neurony lasteliy kine (Fig. 3). Mes stebéjome FKBP baltymo
kiekius pagal [PHIFK506 suridimo autoradiografijg sglygose, kai jis selektyviai
susirisa su FKBP (Fig. 4). Padidéjgs FKBP kiekis nustatomas pirmiausia
sensoriniuose neuronuose dorsaliniy $akneliy ganglijuose, nors nepastebima

jokio padidéjimo judinamujy neurony lgstelése po sédmeninio nervo traumos.
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Padidejusios FKBP ekspresijos ry§j su regeneracija toliau palaiko
eksperimentai su ricinu. Injekuotas | periferinj nerva, ricinas transportuojamas
atgal | somatine lastele, kuri suardoma be susijusio nervo regeneracijos. Mes
injekavome 0,5 ug ricino (RCA 60, Sigma, St. Louis, MO) 0,5 pl PBS ir 0,1 %
Fast Green j veidinj nervg toje pacioje vietoje, kur padaryta trauma, kituose
eksperimentuose pagal Streit ir Kreutzbnerg metodikg; Treit et al, (1988) J.
Comp. Neurol. 268, 248-263.

Mes jvykdéme in situ hibridizacijos lokalizacijos tyrimus iRNR FKBP
atzvilgiu po 2, 4 ir 7 dieny paveikus ricinu (Fig. 5). Nepastebéta jokio FKBP
iRNR kiekio padidéjimo po veikimo ricinu ir nervo traumos. Tai, kad paveikus
ricinu nevyksta iRNR FKBP padidéjimas, sutampa su iRNR FKBP selektyvia

neuronine lokalizacija veidiniuose branduoliuose.

FKBP transportas sédmeniniame nerve.

Sis pavyzdys rodo, kad FKBP greitai transportucjamas sedmeniniame
nerve.

Tai, kad po sédmeninio nervo traumos FKBP baltymo kiekis nepadidéja
nepaisant FKBP iRNR padidejimo, rodo, kad baltymas greitai transportuojamas
i$ lgstelés kano | nervinius procesus. Tai sutampa su muasy ankstesniais
pastebéjimais, kad FKBP iRNR sukoncentruota smegenéliy Igsteliy granulése,
tuo tarpu FKBP baltymo kiekiai sukoncentruoti molekuliniame lygyje
smegeneélése susije su paraleliais pluostais, kylanciais i$ granuliniy lasteliy.
Kad istirtume galimg FKBP transportg, mes traumavome sédmeninj nervg ir po
7 dieny padaréme ligataras 10 ir 20 mm proksimaliai nuo traumos vietos. Po 6
val. mes stebejome [H]JFKBP surisimg 3, mm segmentuose apimanéiuose
Iigaiarq plotg (Fig. 6).

Aksony transporto tyrimuose naudota klasiking ligatiry metodika pagal
Tetzlaff et al. Po savaités padarytos dvi surinkimo ligataros (510 sidly) nerve
per apytikriai 10 mm, i§skyrus distaliai labiausiai nutolusig ligatlra, padarytg 10
mm proksimaliai nuo pradinés traumos vietos. Po 6 val. paimti 5-3 mm nervo

segmentai i§ sriiy proksimaliai, distaliai ir viduje ligatary, kaip parodyta Fig. 5.
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Nervo segmentai paruosti [PHJFKBP surisimo tyrimui, homogenizuojant juos 10
tariy 50 mM Tris-HCI, pH 7,4. Homogenatai centrifuguoti 15 000 x g 20 min. 4
°C temperatlroje, supernatantas atskirtas ir nustatyta bendra baltymo
koncentracija, naudojant Kumasi melio surisimo metodika (Pearce). [’HIFKBP
suris§imas jvykdytas kaip apradyta (4) alikvuotose, turinciose 2 pg bendro
tirpaus baltymo galutiniame tyrimo tdryje 0,4 ml buferio, susidedancio i 50 mM
Tris-HCI, pH 7.4, 2 mg/ml jaucio serumo albumino, 250 pM [3H]FK506 ir
skirtingy nezyméto FK506 koncentracijy. Po 60 min. inkubacijos 25 °C
temperatlroje, 0,35 ml praleista per 0,8 mi LH-20 Sephadex (Pharmacia LKB)
kolonele ir praplauta 0,4 ml tyrimo buferio. Eliuatai surinkti ir jvertinti
scintiliaciniame skaitiklyje.

Rezultatai pateikti Fig. 5. [PH]FK506 suridimo kiekiai yra didziausi
segmentuose, proksimaliai nuo ligatiros 20 cm nuo traumos vietos, jie yra
mazdaug keturis kartus didesni negu kituose segmentuose. [PH]FK506 surigimo
kiekiy segmentuose A-D pagrindu mes apskaitiavome FKBP transporto greit].
Sis 240 mm per dieng greitis yra i§ esmés toks pat kaip GAP43 transporto
greitis, atstovaujantis didziausig neurono baltymo transporto greitj.

FKBP susikaupimo po nervo traumos vizualizavimui mes naudojome
laisva ligatlra sédmeninio nervo traumos vietos pazymejimui ir atiikome in situ
hibridizacijg FKBP iRNR bei autoradiografijg [PHIFK506 surisimui (Fig. 7).
Didziausias FKBP ir [’H]FK506 suridimo kiekis susirenka iSkart proksimaliai
nervo traumos atzvilgiu. Sie kiekiai yra Zymiai didesni negu kontroliniame
nepatyrusiame traumos sédmeniniame nerve. Tiriant in situ hibridizacija, esant
dideliam stiprinimui autoraqiografijos preparatuose parodo sidabro gridelius,
SuUsijusius su neurony pluoéiais. Taip pat yra sidabro gradeliy, kuriy identiteto
mes negaléjome galutinai nustatyti, taigi jie galéty atspindeti évano lgsteles,

makrofagus ar fibroblastus.

FKBP PC12 lastelése.
Sis pavyzdys rodo, kad PC12 Iastelese yra FKBP ir jo kiekius didina

nervy augimo faktorius. Mes tyréme PC12 lIasteles dél FKBP buvimo,
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stebedami [’H]FK506 surisimg lastelése bazinése sglygose ir apdorojus nervy
augimo faktoriumi (NGF).

FKBP kiekiai PC12 lgstelése nustatyti i$ [PHJFK506 surisimo kreiviy
Sket&ardo (Scatchard) analizés duomeny. Kultlros nukrapsStytos nuo sieneliy ir
homogenizuotos 10 tariy 50 mM Tris-HCI, pH 7,4, 1 mM EDTA, 100 pg/ml
fenilmetilsulfonilfluorido, ir centrifiguota 40 000 x g 20 min. 4 °C temperatdroje.
Baltymas nustatytas pagal Kumasi melio suriS§imo tests, naudojant jaucio
serumo albuming kaip standartg. Pavyzdziams, turintiems 5 pg tirpaus baltymo
galutiniame 0,4 ml tdryje tyrimo buferio, turinéio 50 mM Tris-HCI, pH 7,7, 2
mg/ml BSA ir kintémas nezyméto FK506 koncentracijas, nustatyta 250 pM
[3H]dihidro FK506 surisimas (86,5 Ci/mmol, DuPont/NEN). Po 60 min.
inkubavimo 25 °C temperattroje, 0,35 ml praleista per 0,8 ml LH-20 Sephadex
(Pharmacia LKB) kolonéle, prie$ tai supusiausvyrintg tyrimo buferiu. Toliau
kolonelé praplauta 0,4 ml tyrimo buferio, eliuatai surinkti, sumaisyti su Formula
963 (DuPont/NEN) ir jvertinti Beckman scintiliacimiu skaitikliu. Specifinis
suriS§imas nustatytas i$ bendro suristo [’H]FK506 kiekio atémus suri$ima, gautg
esant 1 uM nezymeéto FK506.

Rezultatai pateikti Fig. 8. [PHJFK506 susirida iki prisotinimo su
nepaveikty PC12 Igsteliy homogenatu. Tipiniuose eksperimentuose yra surista
apie 1000 cpm, tuo tarpu nespecifinis suriS§imas esant 1 uM FK506 yra apie
150 cpm. [PH]FK506 suri§imo penkiasdesimt procenty inhibicija, pasireiskianti
su 1-2 nM FK506 rodo, kad suri$imo vietos atitinka autentiSkgq FKBP. Paveikus
NGF, [3H]FK506 suri$imas Zymiai padéja. Zymus padidgjimas matomas 10-15
val. Suri§imas padidéja trigubai po 20 val, ir toliau saikingas didéjimas

stebimas 100 val.

Padidéjes neurity iSplitimas PC12 lastelése.

Sis pavyzdys rodo, kad FK506 ir rapamicinas didina neurity ekspresijg
PC12 lastelese.

PC12 Iastelés laikomos 37 °C temperattroje 5 % CO,, Dulbecc'o terpéje,
modifikuotoje Eagle (DMEM), papildytoje 10 % kaitinimu inaktyvuoto arklio
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serumo ir 5 % kaitinimu inaktyvuoto fetalinio verselio serumo. Diferencijuojant

NGF, lgstelés iSséjamos po 1 X 10° 35 mm lékstelése, padengtose Ziurkes
uodegos kolagenu 5 pg/ cm? ir leidziama prikibti, prie$ pakeiciant terpe DMEM,
papildyta 2 % fetalinio verselio serumo, NGF irfarba FK506 ar rapamicinu.
Neuritiniy ataugy jvertinimui padarytos atsitiktinés fotografijos (3-4 |ekstelei) ir
iskaityti tie neurity pakitimai, kur pakitimai didesni nei 5 um. Eksperimento
sglygos buvo nezinomos fotografui ir Igsteliy skaiCiuotojui. Atlikti keturi atskiri
eksperimentai, dukart pakartojant kiekvieng duomeny taska. Neuritai
identifikuoti ir suskaiciuoti i§ apytikriai 100 lIgsteliy fotografijai. Tokiu bldu,
duomeny taskui suskaiciuota neurity i3 1200-1600 Igsteliy;

Pastebéta, kad NGF stipriai skatina neurity ataugima, pusé maksimalaus
skatinimo, esant 1 ng/m! ir maksimalus pagauséjimas, esant 50-100 ng/ml (Fig.
9, 10). FK506 (100 nM) zymiai padidina NGF jtaka, sustiprindamas jautrumg
NGF. Tokiu bldu, FK506 20-50 karty sumazina NGF koncentracijg, reikalingg
i$gauti maksimaliam ataugimui. Pusé maksimalaus ataugimo, nesant FK506,
pasireikia su 5 ng/ml, o esant FK506 su 0,1 ng/ml. Esant maksimalioms NGF
koncentracijoms FK506 negamina papildomy neyuritiniq ataugu.

FK506 ypal stipriai pasireiSkia savo neurotrofine jtaka. Esant
submaksimalioms NGF koncentracijoms (1 ng/ml), FK506 su 1 nM isSaukia tok|
patj maksimaly ataugima, kaip stebima su 50 ng/ml NGF (Fig. 11). Pusé
maksimalaus FK506 efekto pasireiSkia-su apytikriai 100 pM. Nesant NGF,
FK506 neisSaukia neuritiniy ataugy susidarymo (Fig. 10).

’ Rapamicinas yra stiprus imunosupresar;tas, kuris, manoma, veikia ne
per kalcineuring, bet kuris gali jtakoti kitas fosforilinimo reakcijas. Rapamicinas
sipriai blokuoja FK506 veik.imau kas pasireiskia per FKBP ir kalcineuring,
tikriausiai veikiant kaip FK506 antagonistas su FKBP. Rapamicinas (1 uM)
neblokuoja FK506 neurotrofinio veikimo. Vietoj to, rapamicinas pats veikia
neurotrofiSkai, skatindamas pagrindinai neurity ataugas su 1 nM. Atrodo, kad
rapamicinas ir FK 506 veikia per skirtingus mechanizmus. Taigi, rapamicinas
padidina ataugy skaiciy ir jy ilgj, tuo tarpu FK506 pirmiausia didina neurity ilgj.
Be to, pasirodo, kad FK5086 jtaka yra adityvi.
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Dorsaliniy $akneliy ganglijai (DRG).

Sis pavyzdys rodo, kad FK506 veikia neuritrofiSkai sensorinius ganglijus.
Mes tyréme FK506 jtakg dorsaliniy Sakneliy ganglijy i 16 dieny Ziurkés
embriono pirminéms kultdroms.

E16 stadijos embrionai pasalinti i$ vaikingy Sprague-Dawley Ziurkiy ir
iSpreparuoti dorsaliniy $akneliy ganglijai. Viso ganglijaus eksplantai kultivuoti
kolagenu padengtose 35 mm lIéksteléese (Falcon), naudojant N2 terpe
(Dulbecco'o modifikuota Eagle terpé ir Ham'o terpé, sumaiSytos 1:1 ir
papildytos progesteronu, selenu, insulinu, putrescinu, gliukoze ir penicilinu-
streptomicinu) 37 °C temperattroje 15 % CO, aplinkoje. Sensoriniai ganglijai
paveikti jvairiomis NGF ir/farba FK506 arba rapamicino arba anti-NGF antiktno
koncentracijomis. Ganglijai buvo stebimi kas 2-3 dienas kontrastingje fazeje,
naudojant Olympus IMT-2 mikroskopa, ir buvo matuojamas aksony ilgis.
Kiekvieno ganglijaus aksony plotas padalintas | keturias dalis, kiekviename
ketvirtadalyje mikrometru iSmatuotas ilgiausiy aksony ilgis mikronais. Siy
matavimy vidurkis laikomas ganglijaus aksono ilgiu.

[’HJFK506 autoradiografijai dorsaliniy $akneliy ganglijy kultdros
auginamos ant kameros ploksteliy, padengty kolagenu, 5 pglem?. Kultaros
fiksuojamos ant ploksteliy ledu atSaldytu 4,0 % Svieziai depolimerizuotu
paraformaldehidu 0,1 M natrio fosfato buferyje, pH 7,4 1 val., po to du kartus
praplaunama fosfatiniu buferiu. Fiksuotos kultGros pazymeétos [PHIFK5086, pries
tai ink_ubuojant ploksteles buferyje, susidedanéiame iS 50 mM Hepes, 2 mg/ml
jaucio serumo albumino, 0,02 % Tween-20 pH 7,4. Po to buvo inkubuojamé
tokiame paciame tyrimo buferyje, turin¢iame 1 nM [’HIFK506. Nespecifinis
suriSimas nustatytas, pride'c.iant 1-uM nezyméto FK506. Po to ploksteles
plautos 4 x 5 min., i$dZiovinamos ir suglaudziamos su tri€iui jautria fotojuosta
10 dieny.

[PHJFK506 suri§imo viety autoradiografija atskleide Zymius su FKBP
susijusiy sidabro grldeliy kiekius Siuose ganglijuose (Fig. 12). Esant 1 uM
nezyméto FK506, autoradiografijos grideliai iSnyksta, kas rodo suriSimo

specifiSkuma. Kaip pranesta anks¢iau, NGF (100 ng/ml) Zzymiai padidina
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procesy ganglijuose skaiciy ir dydj (Fig. 13). Vienas FK506 (1 uM) duoda
pana$y neurotrofinj efekta, tuo tarpu 1 nM FKS506 duoda zymy augimo
padidéjima. Rapamicinas (1 uM), kuris veikia kaip FK506 antagonistas, visisSkai
blokuoja FK506 (1 pM) efektg, tokiu bldu, FK506 veikimas rodo vaisto
specifiSkumo charakteristikas FKBP.

Kadangi FK506 nestimuliuoja neuritiniy ataugy PC12 Igstelése
nepridejus NGF, sensoriniuose ganglijuose vienas FK506 veikia neurotrofiskai.
Svano lastelés ganglijuose gali gaminti NGF, ir i NGF gamyba Svano
Igstelése yra reguliuojama baltymo fosforilinimo reakcija. Kad jsitikintume, ar
vieno FK506 veikimas apima endogeninio NGF sustiprinimg, mes tyréme
antikGny jtakg NGF (Fig. 13). Anti-NGF. Zymiai sumazina neurotrofinj FK506
efektg (1 pM). Anti-NGF neveikia toksiSkai, kadangi mes nepastebéjome jokio
morfologinio toksiSkumo jrodymo lgstelése, kontaktuojanCiose su anti-NGF
esant arba nesant pridéto NGF.

FK506 yra ypal galingas neuritiniy ataugy stimuliatorius. Jau 1 pM
FK506 duoda pastebimag padidéjimg. Progresuojanciai didéjanios ataugos
pasirodo esant 0,1 ir 10 nM FK506 (duomenys neparodyti), tuo tarpu
maksimalus ataugimas reikalauja 1 uM FK506.

Neuritiniy ataugy kitimas laike yra panaSaus pobldzio esant visoms
NGF ir FK506 koncentracijoms. Keletas ataugy matomos 1 dieng, o augimo
plato pasiekiamas 5-6 diena. 4

FK506 neurotrofiniai efektai apima FKBP (FK506 suriSant] baltyma)
sensoriniﬁbse ganglijuose, kadangi FK506 jtaka tampa prieSinga, esant
mazoms rapamicino koncentracijoms, kuris yra zinomas FK506 ir FKBP
antagonistas.Tai, kad rapar’r‘{icinas neblokuoja FK506 jtakos PC12 Igstelése,
tikriausiai atspindi atskirg rapamicino stimuliuojant] efektg. Neuritiniy ataugy
PC12 lastelése stimuliavimo rapamicinu mechanizmas néra visiSkai aiskus.
Manoma, kad jo imunosupresinis veikimas apima skirtingus mechanizmus, nei
yra FK506 atveju. Rapamicinas gali inhibuoti S6 kinaze, kuri fosforilina S6
ribosomos subvieneta. Rapamicinas taip pat inhibuocja fosfatidilinozitol-3-

kinaze.
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Baltymo kinazés C (PKC) medijuojamas fosforilinimas priklauso ataugy
susidarymo neurony regeneracijos metu procesui. Kiti jrodymai sukelia minciy
apie PKC inhibitorinj veikima neuroniniy procesy iplitime.

GAP43 yra placiai zinomas kalcineurino substratas , kuris koncentruojasi
neurituose, o jo fosforilinimg reguliuoja FKBP. GAP43 gali nebdti tiesiogiai
jtrauktas | neurity iSplitimg, kadangi PC12 lIgsteliy linijjos su mazais GAP43
kiekiais demonstruoja normaly neurity ataugimg. Taciau GAP43 ir jo
fosforilinimas gali bati jtraukti j tikslinius neuritus, kadangi fosforilinto GAP43
kiekiai padidéja, kai neuritai pasiekia savo taikinj. GAP43 fosforilinimas taip pat
gali jtakoti Ca®* mobilizavimg, kas reguliuoja neurity iplitima, Fosforilintas
GAP43 inhibuoja fosfatidilinozitolo bis-fosfato susidaryma, kas turéty sumazinti
inozitolo 1,4,5-trifosfato kiekj ir asocijuoto Ca®>" atpalaidavima. Be to, GAP43
fosforilinimas sumazina jo afiniSkuma kalmodulinui, susidarant daugiau laisvo
kalmodulino, galin&io suristi Ca **.

Imuncfilinai gali veikti tose vietose Salia kalcineurino, kurios jtakoja ca®,
kas reguliuoja neuritines ataugas. FKBP susiri$a su rianodino receptorium,
kuris yra Ca®* atpalaidavimo kanalas. Skeleto raumenyse sarkoplazminis
retikulinis FK506 atskiria FKBP nuo rianodino receptoriaus, kad pagreitinty
Ca® indukuota Ca®* atpalaidavimo mechanizma, Be to, FK506 veikia kitose
vietose, jskaitant FKBP25 steroidinius receptorius ir kitus neidentifikuotus
objektus, jskaitant susijusius su FKBP13. Taigi, neurity isplitime tam tikrg

vaidmenj gali vaidinti kiti stipriai pasireiSkiantys mechanizmai.

Ne imunosupresiniai ir imunosupresiniai imunofiliny ligandai
. stimuliuoja neuritines atau’éas PC12 Iastelése.

Siame darbe mes detaliai iStyréme daugelio imunofiliny ligandy jtakg
neurity iSplitimui PC12 Igstelése ir neliestuose vis€iuko sensoriniuose
ganglijuose. Mes praneSame, kad neimunosupresiniai, taip  pat
imunosupresiniai ligandai yra labai stipris neuritiniy ataugu didintojai tiek

PC1Z lastelése, tiek sensoriniuose ganglijuose.
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Masy ankstesniame darbe mes nustatéme, kad imunosupresantai
stimuliuoja neuritines ataugas PC12 Igstelése, didindami nervy augimo
faktoriaus (NGF) pajéguma apie 10 karty (Lyons et al., 1994). Nesant pridéto
NGF, nepastebéta jokio neurotrofinio efekto. Siame darbe mes jvertinome
imunosupresiniy vaisty FK506 ir rapamicino jtakg PC12 neuritinéms ataugoms,
esant 0,1-100 ng/ml NGF.

Nesant pridéto NGF, né vienas i$ vaisty nestimuliuoja neuritiniy ataugy.
Esant vieno NGF 0,1 ng/ml, pasireiskia nedidelis neurity i$plitimo padidéjimas,
tik mazdaug 15 % nuo maksimalaus efekto, kuris matomas esant 50 ng/ml
(Fig. 14). Rapamicinas stimuliuoja neuritines ataugas didésniu laipsniu negu
kiti vaistai, didindamas 3-4 kartus, esant 0,1-0,5 ng/ml NGF. Rapamicino
sukeltas padidéjimas sumazéja, esant aukstesnems NGF koncentracijoms, ir
tampa statistiskai nereikdmingu, esant 5-50 ng/ml NGF. FK506 taip pat veikia
neurotrofiskai, efektas labiausiai matomas, esant Zemesnéms NGF
koncentracijoms ir maksimalus 2,5 karto neuritiniy ataugy padidéjimas
matomas esant 0,5 ng/ml NGF.

Yra trys imunosupresiniy vaisty klasés pagal struktlrg, susijge su
ciklosporinu A, FK506 ir rapamicinu. Nors FK506 ir ciklosporinas A risasi su
skirtingais imunofiliniais baltymais, jie abu veikia kaip imunosupresantai,
inhibuodami kalcineuring. Rapamicinas labai afiniSkai risasi su FKBP12, bet
vaisto-imunofilino kompleksas savo ruoztu nesijungia su kalcineurinu. Vietoj to,
imunosupresinis veikimas atsiranda dél rapamicino-FKBP12 komplekso
susirig&imo su neseniai identifikuotu ir Klonuotu baltymu, Zymimu 'RAFT-1
(rapamicino ir FK506 taikinio) ir taip pat Zymimu FRAP (Sabatini and Snyder,
1994; Bron et al., 1994, Chen et al., 1994). Kac}angi rapamicinas stiprjai
susirida su FKBP12, bet neinhibuoja kalcineurino, jis gali bati FK506
antagonistu. Egzistuoja neimunosupresiniai rapamicino dariniai. Vienas i$ ju,
WAY-124 466, trieninis rapamicino darinys, su dideliu afiniSkumu jungiasi prie
FKBP12 ir inhibuoja rotamazinj aktyvuma, bet nepasiZzymi imunosupresiniu
veikimu. Ciklosporinas A yra didelis ciklinis undekapeptidas. Paprastas metilo

grupés jvedimas | alanino 6 padetj duoda agenta, kuris neinhibuoja
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kalcineurino ir nepasizymi imunosupresiniu veikimu, nors jis inhibuoja
rotamazinj ciklofilino aktyvuma panasiu laipsniu kaip ciklosporinas A (zymima
Me CsA). Kad nustatytume, ar imunosupresinis aktyvumas reikalingas
neurotrofiniam veikimui, mes palyginome neurotrofinius FK506. rapamicino ir
ciklosporino A efektus su neimunosupresantu WAY-124 466, vertindami
placiame PC12 lasteliy koncentraciju intervale (Fig. 15, 16). Visi tyrimai atlikti
esant 0,5 ng/ml NGF. Kaip stebéta anksciau, FK506 labai stipriai stimuliuoja
neurity iSplitimg, esant pusei maksimalaus stimuliavimo su 0,5 nM ir
maksimaliam efektui su 5-100 nM.

Rapamicinas yra stipriausias istirtas agentas ir duoda didziausius
maksimalius neurity iplitimo lygius. Pakartotiniuose eksperimentuose 50 %
maksimalaus i$plitimo stebima su mazdaug 0,2-0,4 nM, tuo tarpu maksimalus
efektas stebimas su mazdaug 10-100 nM. Maksimalus neurity iSplitimas su
rapamicinu yra sulyginamas su 50 ng/ml NGF maksimaliais efektais. WAY-
124 466 taip pat veikia neurotrofiskai, bet yra ne toks stiprus ir duoda
mazesnius maksimalius efektus nei rapamicinas. Pusé maksimalaus
stimuliavimo su WAY-124,466 pasireiskia su mazdaug 10 nM ir maksimalGs
efektai pasireidkia su 100-1000 nM. Taigi, rapamicinas yra mazdaug 100 Kkarty
stipresnis, negu WAY-124,466, kas atitinka jo 40 karty didesn| susirisimg su
FKBP12 (Il lentele).

Ciklosporinas A yra zymiai silpnesnis, negu FK506 arba rapamicinas,
stimuliuojant neuritines ataugas, kas atitinka jo zymiai mazesnj pajegumg
inhibuojant rotamazin] aktyvuma, Penkiasdesimt procenty maksimalaus
neuritiniy ataugy stimuliavimo ciklosporinu A pasireiskia su 50 nM, esant
maksimaliam efektul su 100'nM ir neuritiniu ataugy sumazéjimui su didesnémis
ciklosporino A konéentracijomis. Maksimalus stimuliavimas ciklosporinu A yra
mazdaug 60 % nuo 50 ng/ml NGF efekto.

Bendra isplitimo eiga su jvairiais imunofiliny ligandais ir su NGF yra
panasi. Esant koncentracijoms, kurios sukelia 50 % maksimalaus efekto, NGF
(1-5 ng/ml) 40-50 % lgsteliy duoda ataugas maziausiai tokio didumo Kkaip

lastelés kanas, tuo tarpu 15 % lasteliy duoda ilgesnes ataugas, iki 3-5 karty
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virSijancias lastelés kano ilgj. Eiga yra labai pana$i jvairiy tirty vaisty atveju.
Rapamicinas ir WAY-124,466 turi tendencijg duoti daugiau ataugy lastelei,

negu FK506. Ataugu skaiCiaus pozidriu ciklosporinas yra vidutinis.

Nervy iSplitimas, sukeltas neimunosupresiniy ir imunosupresiniy
imunofiliny ligandy vis¢iuko dorsaliniy Sakneliy ganglijuose.

Masy  ankstesniame  darbe mes  stebéome  neurotrofinius
imunosupresiniy  vaisty efektus ziurkés dorsaliniy Sakneliy ganglijy
eksplantuose su zymiu nerviniy ataugy padidéjimu, esant FK506
koncentracijoms ne zemesnéms kaip 1 pM (Lyons et al., 1994). Ziurkiy
ganglijuose neurotrofiniai efektai buvo stebimi su FK506 netgi nesant NGF.
Siame darbe mes naudojome vis&iuko dorsaliniy $akneliy ganglijus, kuriuos yra
lengviau naudoti nerviniy ataugy tyrimuose. Nesant pridéto NGF, mes
stebéjome minimalius inunofiliny ligandy efektus. Vis€iuko Igstelés yra
jautresnés NGF negu PC12 Iastelés, taigi mes naudojome 0,1 ng/ml NGF, kad
gautume minimalias neuritines ataugas ir kad pademonstruotume imunofiliny
ligandy neurotrofin] veikima (Fig. 17, 18).

Dorsaliniy $akneliy ganglijai preparuoti iS deSimties dieny néstumo
visCiuko embriono. Viso ganglijaus eksplantai buvo kultivuoti plonu sluoksniu
Matrigel padengtose 12 léksteliy su terpe Liebovitz L15 plius didelé gliukozés
koncentracija, papildyta 2 mM glutamino-ir 10 % fetalinio verselio serumo, taip
pat turinCioje 10 uM citozino B -D arabinofuranozido (Ara C) 37 °C
temperatlroje, aplinkoje, turinCioje 5 % CO,. Po 24 val. DRG paveikti jvairiomis
nervy augimo faktoriaus koncentracijomis, imunofiliny ligandais arba NGF ir
vaisto deriniais. Po 48 vél. nuo paveikimo vaistu, ganglijai vizualizuoti
kontrastingje fazeje arba Hoffman Modulation kontraste su Zeiss Axiovert
mikroskopu. Padarytos eksplanty mikrofotografijos ir jvertintos neurity ataugos.
Neuritai, ilgesni negu DRG diametras, skaiCiuojami kaip teigiami, nustatant
bendra neurity skaiciy kiekvienoms eksperimento saglygoms. Lékstelgje

kultivuojama 3-4 DRG, ir kiekvienas apdorojimas atliktas du kartus.
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Santykinis jvairiy imunofilino ligandy pajégumas stimuliuojant nervines
ataugas ganglijuose panasus | jy santykinj pajegumag PC12 Igstelése. Taigi,
rapamicinas yra stipriausias agentas, kurio ECso yra 1 nM, 10 karty stipresnis
negu WAY-124,466, tuo tarpu FK506 ECs yra 1-2 nM.

Maksimalus ataugy skaiciaus, jy ilgio ir iSsiSakojimo padidéjimas yra
labai panasus efektyviausiais imunofiliny ligandy, ir NGF (100 ng/ml) atvejais.
Progresuojanciai didéjant jvairiy vaisty koncentracijoms, stebimas didelis
ataugy skaicius, ekstensyvesnis i$sidakojimas ir didesnis individualiy ataugy
ilgis.

Mes jvertinome vaisty susiri$imo su FKBP12 stipruma, tirdami PHJ-
FK506 susirisimo su rekombinantiniu FKBP12 inhibicija. Egzistuoja stebinanti
paralelé tarp vaisty afiniSkumo FKBP12 ir jy pajégumo stimuliuoti neuritines
bei

stimuliavimas nesusijes su kalcineurino inhibicija. Kalcineurino inhibicija gerai

ataugas inhibuoti  rotamazinj aktyvuma. Aisku, nerviniy ataugy

sutampa su imunosupresiniu veikimu, WAY-124,466 néra imunosupresantas ir
neinhibuoja kalcineurino. Rapamicinas yra stiprus imunosupresantas, bet
RAFT-1,

imunosupresinj procesg (Sabatini and Snyder, 1994; Snyder and Sabatini,

rapamicino-FKBP12  kompleksas jungiasi su inicijuodamas

1995). Rezultatai pateikti 2 lentelgje.

2 lentelé. Imunofilino ligando neurotrofinés savybés atitinka

rotamazés, bet ne kalcineurino, inhibicija.

Vaistas [PHIFK506-FKBP12 Kalcineurino, ro- | Neuritinés
(ICs0) tamazes inhibicija | ataugos
. Kl EDso
FK506 0,6 nM taip 0,4 nM 0,5 nM
Rapamicinas 0.5 nM ne 02nM [0,5nM
WAY-124466 10,0 nM ne 120nM | 10 nM
Ciklosporinas A ne taip 20 nM 50 nM
(CsA)
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Mes palyginome neimunosupresiniy imunofilino ligandy sugebejimg
duoti neuritines ataugas visCiuko dorsaliniy Sakneliy ganglijy eksplanty
kultGrose (3 lentele). Kiekvienas i$ Siy junginiy nepajégia inhibuoti kalcineurino,
bet jie saveikauja su imunofilinu FKBP12, inhibuodami jo rotamazinj aktyvumag
ir turi jvairias inhibicijos konstantas, kurios pateiktos 3 lentelgje. Siy junginiy
sugebéjimas ducti neuritines ataugas DRG gerai koreliuoja su ju sugebegjimu

inhibuoti FKBP12 rotamazinj aktyvuma.

3 lentelé. Imunofilino ligando neurotrofinés savybés koreliuoja su

rotamazés , bet ne kalcineurino, inhibavimu.

Vaistas [PH]FK506- Kalcineurino | Rotamazés | Neuritines
FKBP12 (ICso) | inhibicija (K) ataugos (EDsp)

12 pavyzdys 8 uM néra 250 nM 300 nM

13 pavyzdys 4 uM néra 25nM 80 nM

Labai gera koreliacija tarp vaisto sugebéjimo susiristi su imunofilinais,
inhibuoti ju rotamazinj aktyvuma ir stimuliuoti neuritines ataugas reiskia, kad
rotamazinio aktyvumo inhibicija yra atsakinga uz vaisto neurotrofin] veikima.
Ypatingai aukstas vaisty sugebéjimas stimuliuoti neuritines ataugas ir susiristi
su imunofilinais duoda pagrindo manyti, kad joks kitas objektas negalety
paaiskinti neurotrofiniy efekty. Supranta’hﬁa, kad vaistai galéty veikti ir kitg, ne
rotamazunj, imunofiliny biologinj aktyvumag, sukeldami neurotrofin] poveik|.
Taciau apie tokj aktyvuma kol kas nepranesta.

Dél ypatingo vaisty pajégumo ir artimos koreliacijos tarp rotamazes

" inhibavimo bei neurotrofinio veikimo mes padaréme iSvadg, kad rotamazes

inhibicija, tikriausiai, jeina | neurotrofinj veikima. Aprasyta keletas baltymy,
esanéiu imunofiliny rotamazinio aktyvumo substratais, jskaitant kolageng
(Steinmann et al., 1991) ir transfering (Lodish ir King. 1991). Neseniai
pranesta, kad labai iSgryninti rianodino receptoriaus ir IP-43 receptoriaus, gerai
zinomy intalgsteliniy kalcio kanalu, preparatai egzistuoja komplekse su

FKBP12. FKBP12 disocijacija i$ $iy kompleksy salygoja, kad kalcio kanalas
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tampa “takiu” (Cameron et al., 1995). Kalcio svyravimai dalyvauja neurity
iSplitime, taigi IP-43 receptorius ir rianodino receptorius galéty dalyvauti vaisty
neurotrofiniame veikime. Kadangi vaistai susiri$a ta padia FKBP12 vieta tiek
IP-43 receptoriuje, tiek rianodino receptoriuje, galima bity postulucti, kad
vaistas pakeiCia kanalg i§ FKBP12. Nepranesta apie jokig saveikg tarp Siy
Kalcio kanaly ciklofilinuose, taigi, $is modelis nepaaiskinty neurotrofinio
ciklosporino A poveikio.

Cia istirtas vaisty neurotrofinis veikimas stebétas, esant ypa¢ Zemoms
koncentracijoms, kas rodo jy pajéegumg, sulyginama su neurotrofiniy baltymy,
tokiy kaip smegeny kilmés augimo faktorius, neurotrofinas-3 ir neurotrofinis
augimo faktorius, pajégumu.

Toliau pateikti pavyzdziai iliustruoja i$radimo jgyvendinimo badus,
kuriems teikiama pirmenybé, bet jais iSradimas neapribojamas. Visos polimery
molekulinés mases reikia vidutines molekulines mases. Visos procentinés
dalys yra mases procentinés dalys nuo galutinés paskirstymo sistemos arba
pagamintos kompozicijos, jei nenurodyta kitaip, o bendri kiekiai reigkia 100
mases %. Pavyzdziy pipekolinés rlgsties dariniai, kurie gali biti naudojami $io
iSradimo tikslu, apima:

1 PAVYZDYS

WAY-123,466
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Sio pavyzdzio pipekolinés ragsties darinys aprasytas Ocain et al.,
Biochemical and Biophysical Research Communications, Vol. 192, Nr. 3, 1993.
Junginj susintetino dr. Phil Hughes Wyeth-Ayerst'e, reaguojant 4-fenil-1,2-
triazolin-3,5-dionui su rapamicinu.

2 PAVYZDYS

RAP-Pa

Sis pipekolinés ragsties darinys aprasytas Chakraborty et al., Chemistry
and Biology, March 1995, 2:157-161.

3-5 PAVYZDZIAI
0
HN 0 1
, 0
H 2
N 3
H |
0
HN Me
Me

Pipekolinés ragsties dariniai aprasyti lkeda et al.,, J. Am. Chem. Soc.
1994, 116, 4143-4144, ir Cia jtraukti kaip nuorodos.
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6-9 PAVYZDZIAI

Siy pavyzdziy pipekolinés ragsties dariniai apradyti Wang et al.,
Bioorganic and Medicinal Chemistry Letters, Vol. 4, No. 9, pp. 1161-

1166,1994, konkrediai, junginiai 2a-2d, ir Cia jtraukti kaip nuorodos.

10 PAVYZDYS

Sio pavyzdzio pipekolings rlgsties darinys, 10 junginys, apradytas
Birkenshaw et al., Bioorganic & Medicinal Chemistry Letters, Vol. 4, No. 21, p.p
2501-2506, 1994, ir Cia jtrauktas kaip nuoroda.

11-21 PAVYZDZIAI
Pavyzdziy pipekolines ragsties dariniai aprasyti Holt et al., J. Am. Chem.
Soc., 1993, 115, 9925-9938, konkreciai, junginiai 4-14, ir jie Cia jtraukti kaip

nuoroda.

22-30 PAVYZDZIAI
Siu pavyzdziu pipekolings rlgsties dariniai apradyti Caffery et al.,
Bioorganic and Medicinal Chemistry Letters, Vol. 4, No. 21, p.p. 2507-2510,

1994, ir jie jtraukti Cia kaip nuorodos.
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31 PAVYZDYS

HO
MeO |
Ro
@)
A

OQ§/L§O o

»OH

@
MeO OMe
Sio pavyzdzio pipekolines rlgsties darinys, 31 junginys, aprasytas
Teague et al., Bioorganic and Medicinal Chemistry Letters, Vol. 3, No. 10, p.p.
1847-1950, 1993, ir jtrauktas ¢ia kaip nuoroda.

32-34 PAVYZDZIAI

Siy pavyzdziy pipekolines ragsties dariniai aprasyti Yamashita et al,,
Bioorganic and Medicinal Chemistry Letters, Vol. 4, No. 2, p.p. 325-328, 1994,

35-55 PAVYZDZIAI

Siy pavyzdziy pipekolines ragéties dariniai aprasyti Holt et al,
Bioorganic and Medicinal Chemistry Letters, Vol. 4, No. 2, p.p. 315-320, 1994,

konkreciai, 3-21, ir 23-24 junginiai, ir jie jtraukti ¢ia kaip nuorodos.
56-68 PAVYZDZIAI
Siy pavyzdziy pipekolines ragsties dariniai aprasyti Holt et al.,

Bioorganic and Medicinal Chemistry Letters, Vol. 3, No. 10, p.p. 1977-1980,

1993, konkreciai, 3-15 junginiai, ir jie jtraukti ¢ia kaip nuorodos.



LT 4516 B

69-83 PAVYZDZIAI

Siy pavyzdziy pipekolinés rgsties dariniai aprasyti Hauske et al., J.
Med. Chem. 1992, 35, 4284-4296, konkreciai, junginiai 6, 9-10, 21-24, 26, 28
31-32 ir 52-55, ir jie jtraukti ¢ia kaip nuorodos.

84 PAVYZDYS
HO

MeO

wC D0
-e
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Siy pavyzdziy papildomi pipekolinés ragsties dariniai parodyti 10

schemy, 1-5 lentelése.

01 schema
X
CH,0 N /\/\/@OCH3
o]
CH,0 0”0
OCH,
Pavyzdys/Junginys Struktdra
6 X=H;
7 X =CH;
8 X=H, CHs
9 X=0
2 schema
OR?
Pavyzdys/Junginio Nr. R,
o | ' \/\/O
OMe

13 AN
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14
Y
15 g r/‘c
17 !
18 g ;\/‘O
- 3 schema
Pavyzdys/Junginio Nr. Struktdra
[Nj\ﬂ/
o\/i%o 0
19 J’\/O
I



20

21

4 schema

1LENTELE
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Pavyzdys/Junginio Nr. Struktdra
24 y=1
23 y=2
24 y=3
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2 LENTELE
Pavyzdys/Junginio Nr. Struktira
25 n=1
26 n=2
27 n=3
3 LENTELE

Pavyzdys/Junginio Nr. Struktdra
28 n="1
29 n=2
30 n=3
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5 schema
0) O
O
Pavyzdys/Junginio Nr. Struktdra

32 R = fenilas

33 R = N(alil),

34

)

6 schema
1 LENTELE
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Pavyzdys/Junginio Nr. Struktlra R

3 \/@
36 N Me
37 \/
. A
39 \)\
40 X
. AN
42 ! \KOAC

L O
43 HO>O

L .0
44 Meo@
45 HO>O
46 Meo>©
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43

49

50

51

52

53

54
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OMe
OMe
55 q}/ OMe
o
i
05 O

7 SCHEMA
1 LENTELE
56 X=0H
57 X =0Me
58 X=0iPr
59 X = OBn
60 X = OCH MePh
61 ' X = OCH,CHCHPh
62 X = OCH,CH,CH2(3,4-OMe;)Ph
63 ’ X = NHBn

64 X =NHCH,CH,CHzPh
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2 LENTELE
65 R =Me
66 : R =Bn
3 LENTELE

67

68
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8 schema
1 LENTELE
e
N
| R,
R1
Pavyzdys/Junginio Nr. Struktdra
n=2,
OH
O
Ry= 7 S NN
69 \ CH,
)
Rz = Phe-o-tret.-buti|
n=2,
O
70 R= ./ OCH,
R, = Phe-o-tret.-butil
2 LENTELE
71 Ri =m-OCH;Ph; R;' = Val-o-tret.-butil
72 R1 =m-OCH;Ph; R;' = Leu-o-tret.-butil

73 Ry =m-OCH3Ph: R;' = lleu-o-tret.-butjl
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74 R; =m-OCHsPh; R;' = heksahidro-Phe-o-tret.-butil
75 R, =m-OCHsPh: R;' = alilalanin-Phe-o-tret.-butil
76 R, B-naftil; Rs' = Val-o-tret.-butil
3 LENTELE
0 T
PN
N ' : R51
o) NH ﬂ{ 0 R41
N
\
R1
Pavyzdys/Junginio Nr. Struktdra
77 Ri = CHx(CO)-m-OCHsPh
R.' = CH,Ph
Rs' = OCH,
78 Ry = CH,(CO)-B-naftil
R.' = CH,Ph

Rs' = OCH,

4 LENTELE



48

Pavyzdys/Junginio Nr. Struktdra

79 R1 = m-OCHsPh
X =trans CH=CH
Ry =H
Y = OC(0)Ph
80 R:; =m-OCH;Ph
X =trans CH=CH
Rs' =H
Y = OC(0)CF3
81 Ry = m-OCH;Ph
X =trans CH=CH
R, =-
Y=-
82 R; = m-OCH;Ph
X =trans CH=CH
R =H
Y = OCH,CH = CH;
83 Ri =m-0OCH;Ph
X=C=0
R =H
Y = Ph

LT 4516 B
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9 schema
1 LENTELE
85
2 LENTELE
HO..
MeO l

86 R1‘-: H, R> = OM@R:; = CH,OMe
87 R1:H,R2:R3:H

88 Ri=Me, R;=R;=H

LT 4516 B
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10 schema

1 LENTELE

Ej_(o\/\/@}?
N @]
O
@)

Pavyzdys R=
30 3,4-dichlor
91 3,4,5-trimetoksi
92 H
93 3-(2,5-dimetoksi)-fenilpropil
94 3-(3,4-metilen-dioksi)fenilpropil
2 LENTELE
Pavyzdys R=
95 4-(p-metoksi)-butil
96 ' 3-fenilpropil

97 3-(3-piridil)-propil
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3 Lentele

Oﬁ(OR

N o}
O
O

Pavyzdys R =
98 3-(3-piridil)-propil
99 1,7-difenil-4-heptil
100 4-(4-metoksi)butil
101 1-fenil-6-(4-metoksifenil)-4-heksil
102 3-(2,5-dimetoksi)fenilpropil
103 3-(3,4-metilendioksi)-fenilpropil
104 1,5-difenilpentil
4 LENTELE

(j——y(OR

\ @)

Pavyzdys R =
105 4-(4-metoksi)butil
106 3-cikloheksilpropil

107 3-fenilpropil
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5 LENTELE

O—(OR

N
O
O
@)

Pavyzdys R=
108 3-cikloheksilpropil
109 3-fenilpropil
110 4-(4-metoksi)butil
111 1,7-difenil-4-heptil

Rotamazés inhibitoriy neurotrofinis veikimas

| lenteléje pateikti daugumos pareiksty pavyzdziy pajégumas indukuoti

trofin veikima sensoriniy neurony kultlroje, kaip aprasyta auks¢iau. Fig. 19 ir

20 parodytos 111

ir 17 pavyzdziy mikrofotografijos, skatinant neuritines

ataugas dorsaliniy Sakneliy ganglijy kultdroje.

| LENTELE. Tirty pavyzdziy pajégumas in vitro

Pavyzdys Rotamazes inhibicija, K, nM | Neurotrofiskai EDso, nM, ganglijuose
6 140 25
9 13 0,030
11 170 1
12 250 300
13 25 80
15 17 0,30
19 12 0,017
36 >10000 >10000
41 411300 5000
50 >10000 >10000
90 1800 2500




I lenteles tesinys

LT 4516 B

91 28 200
92 39 90
93 75 35
94 70 8

95 165 5-10
96 740 10-20
97 725 150
98 130 75
99 30 5
100 60 43
101 15 0,17
102 12 2,5
103 120 ~ 3
104 20 0,016
105 103 6

106 760 1

107 210 0,82
108 32 0,29
109 2 0,08
110 24 0,002
111 5 0,08

Pavyzdziy junginiy aktyvumas nervo regeneracijos in vivo modelyje

Sédmeninio nervo aksotomija.

Sesiy savaitiy amziaus vyriSkos lyties Sprague-Dawley Ziurkes

anestezuotos, sedmeninis nervas atidengtas ir traumuotas replémis. Tiriamas

junginys arba tirpiklis jvesti po oda prie$ pat pazeidima ir kas dieng per kitas 18

dieny. Sédmeninio nervo pjlviai nudazyti Holmes sidabro dazais aksonu

skai¢iaus jvertinimui ir Luxol fast blue dazais mielinizacijos lygio jvertinimui. Po

18 dienuy nuo paZeidimo gyvuliukuose, paveiktuose tirpikliu, buvo Zymus

sumazéjimas aksony skaiCiaus (50 % sumazéjimas lyginant su nepazeistu

kontroliniu atveju) ir mielinizacijos laipsnio (S0 % sumazéjimas lyginant su

nepazeistu kontroliniu atveju).

Pavyzdzio 12 (30 mg/kg) ir pavyzdzio 13 (30 mg/kg) jvedimas

subkutaniskai pries pat pazeidimg davée zymigq regeneracijg tiek aksony



54

LT 4516 B

skaiCiaus (sumazéjimas 25 % ir 5 %, atitinkamai, palyginus su nepaZeista

kontrole), tiek mielinizacijos laipsnio (sumazéjimas 65 % ir 50 % , atitinkamai,

palyginus su tirpikliu veiktais gyvuliukais. Zymus pavyzdziy 12 ir 13 junginiy

efektyvumas yra suderinamas su jy dideliu aktyvumu inhibuojant rotamazinj

aktyvumg ir stimuliuojant neuritines ataugas vis€iuko DRG-e, o jy santykinis

aktyvumas in vivo kinta lygiagreciai su jy aktyvumu in vitro (I lentelé). Sie

rezultatai parodyti Fig. 21. “Imitacija” pazymeéti kontroliniai gyvuliukai, kurie

gavo tirpiklio, bet nebuvo suzeisti; “tirpiklis” reiskia gyvuliukus, kurie buvo

suzeisti ir gavo tik tirpiklj (t.y., negavo vaisto). Pavyzdys 12 ir pavyzdys 13

parode nuostaby panasuma | ‘imitacija’ veiktus gyvuliukus, pademonstruodami

stipry Siy junginiy efektg in vivo. Kiekybiniai duomenys pateikti Il lenteléje.

Il LENTELE
Veikimo bldas | Aksony skaicius Mielinizacijos
(% nuo kontrolés) | laipsnis
Imitacija 100 100
Suzeidimas: 50 10
+ tirpiklis
+ 12 pavyzdys 75 35
(30 mg/kg s.c.)
+ 13 pavyzdys 100 50
(30 mg/kg s.c.)

Taip aprasius iSradimg, aisku, kad jis gali bati varijuojamas daugeliu

blduy. Tokios variacijos nelaikomos nukrypimu nuo iSradimo idéjos ir apimties,

ir turima mintyje, jog visgs tokios modifikacijos jeis | toliau pateikiamos

apibrézties apimtj.
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ISRADIMO APIBREZTIS

1. Imunosupresinis arba neimunosupresinis pipekolinés rigéties
darinys, skirtas panaudoti neurony augimui ir regeneracijai  skatinti
neuropatologinése buklese, kuriose gali bdti  palengvintas neurony
atsistatymas, ir Sis pipekolinés rlgsties darinys neapima FK506 arba
rapamicino.

2. Imunosupresinis arba neimunosupresinis pipekolings rugsties
darinys, skirtas panaudoti neurologinio sutrikimo gydymui, ir §is pipekolinés
ragsties darinys neapima FK506 arba rapamicino.

3. Imunosupresinis arba neimunosupresinis pipekolines rugsties

_darinys, skirtas panaudoti nervy apsaugojimui nuo nervinés degeneracijos, ir

Sis pipekolinés rlgsties darinys neapima FK506 arba rapamicino

4. Pipekolinés rugsties darinys, skirtas panaudoti pagal 1, 2 arba 3
punktg, besiskiriantis tuo, kad imunosupresinj arba neimunosupresinj
pipekolinés rigsties darinj naudoja kombinacijoje su efektyviu kiekiu
neurotrofinio faktoriaus, pasirinkto i grupés, susidedancios i§ neurotrofinio
augimo faktoriaus, smegeny kilmés augimo faktoriaus, neuroglijos kilmés
augimo faktoriaus, ciliarinio neurotrofinio faktoriaus ir neurotrofino-3.

5. Pipekolines ragsties darinys, skirtas panaudoti pagal 1, 2, 3 arba 4
punkta, besiskiriantis tuo, kad neuropatologme buklé, nerviné
degeneracija arba neurologmis sutrikimas apima periferines neuropatu
sukeltas fizinio pazeidimo arba ligos, fizinio galvos smegeny pazeidimo, fizinio
nugaros. smegenu paZeidimo.,' insulto saglygoto galvos smegenu pazeidimo ir
neurologiniy sutrikimy, susijusiy su neurodegeneracija.

6. Pipekolines rugsties darinys, skirtas panaudoti pagal 5 punkta,
besiskiriantis tuo, kad neurologinis sutrikimas yra parinktas i$ grupés,
susidedancios i$ Alcheimerio ligos, Parkinsono ligos ir $oninés amiotrofinés

sklerozes.’
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7. Pipekolines ragsties darinys, skirtas panaudoti pagal 1, 2, 3 arba 4
punktg, besiskiriantis tuo, kad Sis pipekolines rligsties darinys yra
neimunosupresinis.

8. Pipekolinés rlgsties darinys, skirtas panaudoti pagal 7 punkta,

besiskiriantis tuo, kad $is pipekolinés rigsties darinys yra Way-

124,666.

9. Pipekolines rugsties darinys, skirtas panaudoti pagal 7 punkta,
besiskiriantis tuo, kad Sis pipekolinés rigties darinys yra Rap-Pa.

10. Pipekolines ragsties darinys, skirtas panaudoti pagal 7 punkta,
besiskiriantis tuo, kad Sis pipekolinés rigsties darinys yra SLB-506.

11. Pipekolinés ragsties darinys, skirtas panaudoti pagal 7 bunkta,
besiskiriantis tuo, kad §is pipekolinés rigsties darinys yra parinktas i3
grupeés, susidedancios i§ junginiy 3-84, 86-88 ir 90-111.

12. Pipekolinés ragsties darinys, skirtas panaudoti pagal 1, 2, 3 arba 4
punkta, besiskiriantis tuo, kad jis uztikrina maziausiai 75 % aksony
kiekio regeneracijg ir maziausiai 35 % mielinizacijos atstatyma.

13. Pipekolines ragsties darinys, skirtas panaudoti pagal 1, 2, 3 arba 4
punkta, besiskiriantis tuo, kad jis uztikrina maziausiai 75 % aksony
Kiekio regeneracija ir maziausiai 50 % mielinizacijos atstatyma,.

14. Pipekolines rlgsties darinys, skirtas panaudoti pagal 1, 2, 3 arba 4
punkta, besiskiriantis tuo, kad jj naudojant pasiekiama neurotrofing
EDso. imant ne didesne nei 200 nM junginio koncentrécija_.

15. Pipekolines rugsties darinys, skirtas panaudoti pagal 1, 2, 3 arba 4
punktg, b esiskirian tis tuo, kad ji naudojant pasiekiama neurotrofiné
EDso, imant ne didesne nei 35 nM junginio koncentracija.

16. Pipekolinés ragsties darinys, skirtas panaudoti pagal 1, 2, 3 arba 4
punkta, besiskiriantis tuo, kad ji naudojant pasiekiama neurotrofine
EDso, imant ne didesne nei 1 nM junginio koncentracija.

17. Imunosupresinis arba neimunosupresinis pipekolings ragsties
darinys, skirtas panaudoti vaisto neurony augimui ir regeneracijai skatinti

neuropatologinése blklése, kuriose gali blti palengvintas neurony
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atsistatymas, gamyboje, ir 3is pipekolinés rtgsties darinys neapima FK506
arba rapamicino.

18. Imunosupresinis arba neimunosupresinis pipekolinés rlgsties
darinys, skirtas panaudoti vaisto neurologinio sutrikimo gydymui gamyboje, ir
Sis pipekolinés rigsties darinys neapima FK506 arba rapamicino.

19. Imunosupresinis arba neimunosupresinis pipekolinés rhgsties

~darinys, skirtas panaudoti vaisto nervy apsaugojimui nuo  nervinés

degeneracijos gamyboje, ir Sis pipekolinés ragsties darinys neapima FK506
arba rapamicino

20. Pipekolines rlgsties darinys, skirtas panaudoti pagal 17, 18 arba 19
punktg, besiskiriantis tuo, kad imunosupresinj arba neimunosupresin;
pipekolinés rlgsties darinj naudoja kombinacijoje su efektyviu kiekiu
neurotrofinio faktoriaus, pasirinkto i§ grupés, susidedandios i§ neurotrofinio
augimo faktoriaus, smegenu kilmés augimo faktoriaus, neuroglijos kilmes
augimo faktoriaus, ciliarinio neurotrofinio faktoriaus ir neurotrofino-3.

21. Pipekolinés ragsties darinys, skirtas panaudoti pagal 17, 18, 19 arba
20 punkta, besiskiriantis tuo, kad neuropatologiné bikleé, neryiné
degeneracija arba neurologinis sutrikimas apima periferines neuropatijas,
sukeltas fizinio pazeidimo arba ligos, fizinio galvos smegeny pazeidimo, fizinio
nugaros smegeny pazeidimo, insulto salygoto galvos smegenu paZeidimo ir
neurologiniy sutrikimuy, susijusiy su neur‘édegeneraoija.

22. Pipekolinés rdgsties darinys, skirtas panaudoti pagal 21 punkta,
besiskiriantis tuo, kad neurologinis sutrikimas yra parinktas is grupes,
susidedancios i$ Alcheimerio ligos, Parkinsono ligos ir $oninés amiotrofinés
sklerozés. ' '

23. Pipekolinés ragsties darinys, skirtas panaudoti pagal 17, 18, 19 arba
20 punkta, besiskiriantis tuo, kad &is pipekolinés rigsties darinys yra
neimunosupresinis.

24. Pipekolines ragsties darinys, skirtas panaudoti pagal 23 punkta,
besiskiriantis tuo, kad $is pipekolinés rugsties darinys yra Way-
124,666.
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25. Pipekolinés rugsties darinys, skirtas panaudoti pagal 23 punkta,
besiskiriantis tuo, kad Sis pipekolinés rigsties darinys y.ra Rap-Pa.

26. Pipekolines rugsties darinys, skirtas panaudoti pagal 23 punkta,
besiskiriantis tuo, kad Sis pipekolinés rigsties darinys yra SLB-506.

27. Pipekolings rugsties darinys, skirtas panaudoti pagal 23 punkta,

besiskiriantis tuo, kad $is pipekolinés rigties darinys yra parinktas i3

grupés, susidedancios i$ junginiy 3-84, 86-88 ir 90-111.

28. Pipekolings rlgsties darinys, skirtas panaudoti pagal 17, 18, 19 arba
20 punkts, besiskiriantis tuo, kad jis uztikrina maziausiai 75 % aksony
Kiekio regeneracijg ir maziausiai 35 % mielinizacijos atstatyma,.

29. Pipekolinés rlgsties darinys, skirtas panaudoti pagal 17, 18, 19 arba
20 punktg, besiskiriantis tuo, kad jis uztikrina maziausiai 75 % aksony
Kiekio regeneracijg ir maziausiai 50 % mielinizacijos atstatyma,

30. Pipekolines rlgsties darinys, skirtas panaudoti pagal 17, 18, 19 arba
20 punkta, besiskiriantis tuo, kad j naudojant pasiekiama neurotrofing
EDso, imant ne didesne nei 200 nM junginio Koncentracija,

31. Pipekolinés rdgsties darinys, skirtas panaudoti pagal 17, 18, 19 arba
20 punkta, besiskiriantis tuo, kad j naudojant pasiekiama neurotrofine
EDso. imant ne didesne nei 35 nM junginio koncentracija.

32. Pipekolinés rlgsties darinys, skirtas panaudoti pagal 17, 18, 19 arba
20 punkta, besiskiriantis tuo, kad jj naudojant pasiekiama neurotrofiné

EDso. imant ne didesne nei 1 nM junginio koncentracija.
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FIG.10
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FIG. 12
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FIG. 13C
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FIG. 168
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FIG. 16D
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