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SAISINAJUMI

ANOVA - dispersiju analize

ARRIVE — Dzivnieku pétijumi: zinosana par in vivo eksperimentiem (Animal
Research: Reporting of In Vivo Experiments)

BDK — bradikinins

BIK — (+)-bikukulins

[Ca®"]; — iek$3Tnas Ca" koncentracija

CNS — centrala nervu sist€éma

DTG - 1,3-di(2-tolil)guanidins

EDs, — vidgja efektiva deva

E1R — 2-(5S-metil-2-okso-4R-fenil-pirolidin-1-il)-acetamids

E1S — 2-(5S-metil-2-okso-4S-fenil-pirolidin-1-il)-acetamids

GASS — gamma-aminosviestskabe

HCK - holecistokinins

HEK293 — cilvéka embrionalas nieru stinas (human embrionic kidney cells)
IC50 — puse no maksimalas inhib&josas koncentracijas

i.p. — intraperitoneali

i.v. — intravenozi

KGLP — kalcitonina géna lidzigais peptids

K; — Iidzsvara disociacijas konstante

LZL — laukums zem liknes

NE-100 — 4-Metoksi-3-(2-feniletoksi)-N,N-dipropilbenzénetanamina
hidrohlorids

NG108—15 — neiroblastomas-gliomas hibridstinas

PDGF — trombocTtu augSanas faktors

PNR - pasiva nosacTjuma reflekss

PAMs — pozitivs allostériskais modulators

PAMi — pozitivi allosteriskie modulatori
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PB-28 — 1-cikloheksil-4-[3-(1,2,3,4-tetrahidro-5-metoksi-1-
naftalénil)propil [piperazina dihidrohlorids

PRE—084 — 2-(4-Morfolinetil)-1-fenilciklo-heksankarboksilata hidrohlorids
PTZ — pentiléntetrazols

RFV — relativas fluorescences vienibas

s.c. — subkutana jeb zemadas ievadiSana

S.E.M. — vidgjas aritmgtiskas vertibas standartkltda

SigR — Sigma receptors

SiglR — Sigma-1 receptors

Sig2R — Sigma-2 receptors

T1R — 2-(5R-metil-2-okso-4R-fenil-pirolidin-1-il)-acetamids
T1S — 2-(5R-metil-2-0kso-4S-fenil-pirolidin-1-il)-acetamids
TNF — tumora nekrozes faktors

TRIS — 2-amino-2-(hidroksimetil)-1,3-propandiols

VIP — vazointestinalais peptids



IEVADS

Sigma-1 receptors (SiglR) ir proteins, kas regulé ar G proteinu saistito
receptoru, jonu kanalu un Sinas signalmolekulu funkcijas (Chu un Ruoho,
2016). SiglR ir jauns zalu merkis, un tas tiek aktivi pétits, meklgjot jaunas zalu
vielas neirologisko saslimsanu arsté$anai. ST Gaperona proteina darbiba var tikt
reguléta ar dazadu ligandu palidzibu, kas var biit gan agonisti, gan antagonisti.
Vairakas klinika esoSas zales un arl jaunsintez€ti savienojumi spgj mainit
SiglR aktivitati (Cobos et al., 2008; Su et al., 2010). Ir pieradits, ka SiglR
ligandi var tikt pielietoti maciSanas un atminas procesu, depresijas, nemiera,
Sizofr€nijas, sapju, krampju regulacija un atkaribas kontrole (Banister un
Kassiou, 2012; Cobos et al., 2008; Maurice un Lockhart, 1997; Monnet un
Maurice, 2006). Bez agonistiem un antagonistiem ir zinami arT SiglR pozitivi
allosteriskie modulatori (PAMi), tacu to darbiba ir vismazak pétita, salidzinot
ar citiem SiglR savienojumiem.

Sabiedribas novecoSanas izraisitais kognitivo traucgjumu pieaugums
pasaulé rada lielu interesi péc jauniem atminu uzlabojoSiem savienojumiem.
Racetama grupas savienojumi, kuri viens no otra atskiras tikai ar aizvietotajiem
pirolidina heterocikla, jau kop$ pagajusa gadsimta seSdesmito gadu sakuma tiek
izmantoti galvas traumu, insulta, krampju un ar vecumu saistito patologiju
arst€Sanai, lai uzlabotu kognitivas funkcijas, sp&ju koncentréties un sp&ju
uztvert informaciju (Gouliaev un Senning, 1994; Gualtieri et al., 2002; Malykh
un Sadaie, 2010; Arroyo un Crawford, 2003; Klitgaard et al., 2016). Jaunu
savienojumu izstrade, balstoties uz pirolidin-2-ona farmakoforu, ir perspektivs
virziens jaunu farmakologisko pielietojumu atklaSanai un racetama grupas
savienojumu efektivitates uzlabosanai. Balstoties uz to, Latvijas Organiskas

sint€zes institiita tika sintez&ts jauns piracetama atvasinajums E1R.



Darba merkis

Noskaidrot EIR farmakologisko aktivitati un iesp&jamos molekularos

darbibas mehanismus in vitro un in vivo eksperimentalajos modelos.

Darba uzdevumi

1. Salidzinat metilfenilpiracetama stereoizoméru EIR, T1R, EIS un TI1S
aktivitati.

2. Raksturot EIR saistiSanos pie SiglR, izmantojot radioligandu saistiSanas
eksperimentus.

3. Novertet EIR aktivitati in vitro un ex vivo testos, izmatojot selektivus
SiglR ligandus.

4. Parbaudit EIR aktivitati ar atminu saistitos kognitivo funkciju testos
in vivo.

5. Parbaudit E1IR aktivitati kimisko konvulsantu izraisito krampju modelos

in vivo.
Darba hipotéze
E1R ir praktiski izmantojams savienojums neirofarmakologija.
Darba zinatniska novitate
Starptautiskaja receptoru klasifikatora SiglR tika ieklauts tikai
2013. gada. SiglR ir klasificets ka neopioidu receptors, kas lokaliz€jas

ieks$Stinas membranas, un kam vél Iidz Sim nav noskaidrots ar to saistitais

signalcel$. Lidz ar to ari $1 proteina fiziologiska nozime un molekularie



darbibas mehanismi [idz galam v&l nav noskaidroti. Ir zinams, ka allostérisko
modulatoru izmantoSana kliniskaja praksé sp&j uzlabot esoSo zalu aktivitati un
mazinat to blakusparadibas, tapec SiglR allostériska moduléSana varétu bit
perspektivs virziens jaunu zalu izstradé. Bez EIR ir zinami tikai dazi
savienojumi, kuri darbojas ka SiglR PAMi. Promocijas darba apkopotie
rezultati sniedz informaciju un datus par SiglR PAMu farmakologisko
aktivitati, ka ari veicina vispargjo izpratni par SiglR fiziologisko funkciju un
nozimi. EIR ir savienojums ar atminu uzlabojoSu un krampjus mazinosu
darbibu, un SiglR PAMu izmantoSana ir jauna pieeja trauc€tas kognitivas

funkcijas uzlabosanai un epilepsijas arstésanai.



1. METODES

1.1. Dzivnieki

Dzivnieki (peles un zurkas) tika tur€ti individuali ventil§jamos standarta
sprostos, un tiem tika nodroSinati eksperimentalo dzivnieku uztur€Sanas
standarta apstakli (gaisa temperatira 21-23 °C, relativais gaisa mitrums
65 + 10%, 12 stundu gaismas-tumsas cikls). Baribai izmantoja standartiz&to
dietu (Lactamin AB, Mjolby, Zviedrija). Bariba un dzeramais tdens bija
pieejami bez ierobezojuma. Visas eksperimentalas procediiras ar laboratorijas
dzivniekiem tika veiktas saskana ar Eiropas Savienibas direktivu 2010/63/EU,
ka arT tas tika saskanotas ar Latvijas Republikas Partikas un veterinaro dienestu
un Dzivnieku aizsardzibas &tikas padomi. ZinoSana par in vivo eksperimentiem
tika veikta peéc ARRIVE vadlinijam (Kilkenny et al., 2010; McGrath et al.,
2010).

1.2. In vitro metodes

1.2.1. Radioligandu saistiSanas eksperimenti

E1R aktivitate tika parbaudita 77 dazados radioligandu saistiSanas
eksperimentos kompanijas CEREP (Puatjé, Francija) piedavataja skrininga
paneli, lai noskaidrotu E1R darbibu uz dazadiem receptoriem un jonu kanaliem
(receptori un jonu kanali, uz kuriem tika parbaudita EIR aktivitate, ir paraditi
rezultatu sadala).

Lai noteiktu EI1R saistiSanos pie SiglR, tika veikti selektiva SiglR
agonista ['H]-(+)-pentazocina  saisti§anas eksperimenti.  Sinaptosomas
saistiS8anas eksperimentiem tika izdalitas no Wistar linijas zurku te€vinu

smadzenu audiem. Inkubacijas maisTjums sastavéja no 60 pL inkubacijas
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buferskiduma (sastavs: 50 mM TRIS-HCI, pH 7,4), 100 pL izdalita proteina
parauga, 20 pL parbaudama savienojuma vai inkubacijas buferSkiduma
kontrolei, un 20 pL [*H]-(+)-pentazocina. Paraugi tika inkubéti 150 min 30 °C
temperatira 96 laucinu platité uz platiSu maisitaja. Nespecifiskas saistiSanas
noteikSanai izmantoja haloperidolu 10 pM koncentracija. Vielas saistiSanas
parbaudei eksperimenti tika veikti paraléli vismaz 3 atkartojumos. Saistita un
briva ['H]-(+)-pentazocina atdali§anai izmantoja vakuuma filtréSanu, lietojot
Millipore GF/B filtrpapirus (Merck Millipore, Billerica, Masaciisetsas Stats,
ASV). Radioaktivitates meriSanai izmantoja Skidruma scintilacijas skaititaju
Wallac MicroBeta TriLux (PerkinElmer, Waltham, Masaciisetsas Stats, ASV).

WV —

1.2.2. Bradikinina (BDK) izraisitie iekSSuinas kalcija jonu
koncentracijas ([Ca’'];) pieauguma mérijumi

Lai novertetu EIR mijiedarbibu ar selektiviem SiglR ligandiem, tika
izmantots BDK izraisitais [Ca®']; pieauguma modelis. [Ca®"); izmainas tika
noteiktas, izmantojot komerciali pieejamo Fluo-4 NW kitu (Invitrogen,
Stokholma, Zviedrija). Neiroblastomas-gliomas hibridStinas (NG108—15) tika
inkubg@tas 15 min istabas temperattra kopa ar 10 uM EI1R, 2 uM PRE-084 vai
So abu savienojumu kombinaciju. Dejoniz&tu, destiletu Gdeni izmantoja ka
kontroli. Lai veicindtu [Ca®"]; pieaugumu, pievienoja BDK 1 uM koncentracija.
Lai noteiktu [Ca®"]; izmainu, mérija fluorescenci pie 516 nm, kas tika ierosinata
ar 494 nm lazeru, lietojot Fluoroskan Ascent mikroplasu fluorimetru (7hermo
Labsystems, Helsinki, Somija). 40 uM NE—100 tika pievienots, lai noveértetu
[Ca®']; izmainas saistibu ar SiglR darbibas regulaciju. NE—100 tika inkubéts
kopa ar §tinam 40 min pirms BDK pievienosanas. Dati ir aprékinati ka relativas
fluorescences vienibas (RFV), kas izteiktas pret kopg&o Siinas proteina

daudzumu. Metode detaliz&tak ir aprakstita II publikacija.
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1.2.3. Izol€éto Zurku séklvadu modelis SigR aktivitates noveértesanai

Izoletos s€klvadus inkub&ja organu vanna, kurd tika iepildits ar
karbogeénu (95 % CO,; 5 % O,) piesatinats Krebsa-Henseleita bufer§kidums, un
eksperimentalaja sist€éma tika uzturéta 32 °C temperatiura (Pubill et al., 1998).
Seklvadi pamazam tika iestiepti lidz 1 g pasivajam iestiepumam. P&c 60 min
adaptacijas perioda izoletos seklvadus saka stimul@t ar stravu (stravas frekvence
0,1 Hz; stravas impulsa ilgums 1 ms; stravas spriegums 50 V). Kad elektriskas
stravas izraisitas kontrakcijas amplitiida nostabilizgjas, koncentracijas no 1 Iidz
100 puM tika pievienots SiglR agonists PRE—084. EIR, TIR, E1S un T1S
aktivitate tika parbaudita 10 uM koncentracija, un savienojumi tika pievienoti
10 min pirms PRE-084. PRE—084 izraisita elektriski stimuléta seklvada
kontrakciju pastiprinasanas tika izteikta procentos no kontroles kontrakciju
Itmena (kontrakciju amplitida pirms PRE—084 pievienoSanas). Savienojums
PB—28 (no 1 Iidz 10 uM) tika izmantots, lai novértétu E1R darbibu uz Sigma-2
receptoru (Sig2R), izmantojot tos paSus eksperimentalos apstaklus, kas tika

lietoti PRE—084 gadijuma.

1.3. Metodes in vivo: dzivnieku uzvedibas eksperimenti

1.3.1. Pasiva nosacijuma refleksa (PNR) tests

PNR testu izmantoja, lai novértétu E1R ietekmi uz kontekstualo atminu
(IT publikacija). lerice (Passive avoidance Controller, modelis A775 (Ugo
Basile, Italija)) PNR izpétei bija veidota no divam savstarpgji savienotam
kameram, kur viena bija apgaismota, bet otra bija tumsa. Eksperiments tika
veikts 2 dienas. Pirmaja diena dzivnieku ievietoja izgaismotaja kamera, kura
pec 60 s automatiski atveéras durvis, laujot dzivniekam iekliit tumsaja kamera.

Dzivniekam ieejot tumsSaja kamera, durvis starp kameram automatiski
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noslédzas, un dzivnieks 3 s sanéma 0,1 mA stravas kairindgjumu, tadgjadi
nodroSinot nosacijuma refleksa veidoSanos. Nakamaja diena dzivnieku
ievietoja gai$aja kamera un novéroja lidz 540 s, registréjot laiku, kad dzivnieks
iegdja tumsaja kamera.

Lai raditu kontekstualas atminas traucgjumus, 40 min pirms
eksperimenta sakuma pelém subkutani (s.c.) tika injic€ts skopolamins deva
0,3 mg/kg. Traucetas atminas modelt PNR testa stravas kairinajums 3 s laika

bija 0,4 mA.

1.3.2. Y-veida labirinta tests un skopolamina izraisitie atminas
traucéjumi

Y-veida labirinta tests tika izmantots, lai novértétu E1R ietekmi uz
darbibas atminu. Tests tika veikts, izmantojot melnu Y formas telpisku un
simetriski (120° lenkT) izveidotu koka labirintu ar trim ejam (ejas garums: 40
cm, platums: 11 cm, augstums: 28 cm). Dzivnieku ievietoja viena no labirinta
ejas sakuma dalam un noveéroja 5 min, registr&jot iecieSanas skaitu un secibu
labirinta ejas. Pareizi izveleta ejas maina tika definéta un aprékinata procentuali
ka seciga ieieSana visas tris ejas bez atkartoSanas: pareizi izvEletais eju
skaits / (kop&jais ieiesanas skaits ejas — 2) x 100 %.

Lai raditu atminpas un maciSanas traucgjumus, 40 min pirms

eksperimenta sakuma pelém s.c. ievadija skopolaminu deva 0,5 mg/kg.

1.3.3. Atklata lauka tests

Lai noveértétu E1R ietekmi uz lokomotoro jeb kustibu aktivitati, tika
izmantots atklata lauka tests. Dzivnieku ievietoja atklata lauka (45 x 45 cm)
centra un ar videokameru registréja ta uzvedibu. Ar videoregistré$anas
programmas EthoVison (3.1. versija, Noldus, Vageningena, Niderlande)
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palidzibu noteica dzivnieka noieto cela garumu (cm/4 min) un atrumu (cm/s).
Dzivnieku aktivitate tika novérteta 30, 60, 120, 180 un 240 min pé&c

savienojuma ievadiSanas.

1.3.4. Muskulu spéks un koordinacija

Rotgjosais stienis (modelis 7600, Ugo Basile, Comerio, Italija) tika
izmantots, lai noveértétu dzivnieku kustibu funkciju un muskulu spéku péc
savienojumu ievadisanas. Dzivnieki tika apmactti dienu pirms eksperimenta
veiksanas. Eksperimenta diena dzivniekus novietoja uz rotgjosa stiena (16
apgriezieni minGt€) un registréja laiku, cik ilgi dzivnieks sp&ja noturties uz
stiena. Maksimalais nov@rosanas laiks bija 180 s.

EIR ietekmi uz kustibu koordinaciju parbaudija arf cilindra testa. Saja
testa novertgja dzivnieka sp&ju atpakalgaita uzrapties pa 30 cm garu organiska
stikla cilindru (cilindra ieksgjais diametrs: 3 cm). Tests tika uzskatits par
veiksmigi izpilditu, ja dzivnieks 30 s laika sp&ja uzrapties lidz 20 cm atzimei.

Savienojuma ietekme uz muskulu spéku tika parbaudita priekskepu
trakcijas testa. Dzivnieku ar prieks€jam kepam pielika pie horizontala metaliska
stiena, kura diametrs bija 2 mm. Kontroles dzivnieki 5 s laika sp€ja piekerties
pie metala stiena ar visam Cetram kepam. Nespgja izpildit So uzdevumu tika
noverteta ka savienojuma negativa ietekme uz muskulu speku.

EIR tika parbaudits 30, 60, 120, 180 un 240 min p&c savienojuma

intraperitonealas (i.p.) injic€$anas.

1.3.5. Kimisko konvulsantu izraistti krampji

Lai pétitu EIR anti-konvulsivo jeb pretkrampju darbibu, tika izmantota

kimisko konvulsantu pentileéntetrazola (PTZ) (Loscher et al., 1991; Mandhane
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et al., 2007) un gamma-aminosviestkabes (GASS)-A receptora konkurgjosa
inhibitora (+)-bikukulina (BIK) (Meldrum, 1975) intravenoza (i.v.) injic€Sanas
metode. Injicgjot konvulsantus (1 % PTZ un 0,01 % BIK) pelu astes véna ar
konstantu atrumu 20 pl/2 s, tika registréti kloniskie un toniskie krampji. Ka
krampju sliekSpa raditajs tika noteikta kimisko konvulsantu minimala deva

(mg/kg), kas nepiecieSama, lai izraisttu kloniskos un toniskos krampjus.

1.3.6. SiglR selektiva antagonista NE—100 izraisiti krampji

NE—-100 izraisija krampjus dzivniekiem pec i.p. injicESanas (deva
75 mg/kg krampjus noveéroja 100 % gadijumu). EIR vai izotoniskais 0,9 %
NaCl skidums (kontrolei) tika injicéts i.p. 30 min pirms NE—100. Péc NE—100
injic€Sanas, dzivniekus ievietoja caurspidiga kaste (40 x 25 x 15 cm) un 25 min
to uzvedibu filmeja ar augstas izskirtsp&jas digitalo videokameru (Handycam
HDR-CXI1E, Sony Corporation, Tokija, Japana). Dzivnieku atbildi un
uzvedibu noveért€ja punktos, balstoties uz iepriek§ publicétu krampju
novertésanas skalu (Liittjohann et al., 2009). Dzivnieku uzvediba tika analizéta,

izmantojot videofailus, kas detaliz&tak ir aprakstita IV publikacija.

1.4. Datu apstrades statistiskas metodes

Datus izteica ka vidgjas aritmétiskas vértibas + vidgjas aritmetiskas
vertibas standartklida (S.E.M.). Logistiskas regresijas analizi izmantoja, lai
noteiktu pusi no maksimalas inhib&josas koncentracijas (ICsy) parbauditajiem
savienojumiem [*H]-(+)-pentazocina saistiSands eksperimentd. Vidgjas
efektivas devas (EDsy) noteikSanai, izvertgjot E1R ietekmi uz muskulu speku
un koordinaciju, izmantoja Probit analizi. Grupu salidzinasanai tika izmantots

Stjidenta t-tests vai atbilstosa dispersijas analize (ANOVA) ar sekojosu
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pectestu (Tukija, Bonferoni, Nimana-Koila vai Manna-Vitnija U-testu), kas
noradits pie attiecigo rezultatu apkopojuma grafikos. P vertiba mazaka par 0,05
tika uzskatita par statistiski ticamu. Statistiskiem aprékiniem izmantoja Prism
3.0 programmnodroS§inajumu (GraphPad Software, Inc., La Jolla, Kalifornijas
Stats, ASV).
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2. REZULTATI

2.1. In vitro skrinings (II publikacija)

Kompanija CEREP tika veikta plasa iespgjamo mérkproteinu parbaude,
kas var€tu noradit uz iesp&amo E1R darbibas mehanismu un ta farmakologisko
aktivitati. EIR neuzradija aktivitati pret nevienu ar G-protelnu saistito

receptoru, jonu kanalu vai transportprotetnu (2.1. tabula).

2.1. tabula
E1R aktivitate vairakos in vitro saistiSanas eksperimentos (CEREP)
o . Inhibicija . ICq,
Receptori / jonu kanali 10 ul\;o E1R, Standartviela oM
Adenozina A 2 dipropilciklopentilksantins 0,87
Adenozina Ay 16 ztgﬁi;lrboksamidoadenozins 10
Adrenergiskie o -5 prazosins 0,17
Adrenergiskie a, —4 johimbins 36
Adrenergiskie o -5 atenolols 230
Adrenergiskie a, -2 ICI-118551 0,5
Angiotenzina AT, -14 saralazins 0,6
Angiotenzina AT, -5 angiotenzins 0,13
iii?ﬁiigepma —18 diazepams 110
Benzodiazepina(periférie) 3 PK-11195 1,1
Bombezina BB =5 bombezins 0,22
BDK B, 3 NPC-567 10
Dopamina D, -6 SCH—-23390 0,22
Dopamina Dyg 5 (+)-butaklamols 1,4
Dopamina D, 7 (+)-butaklamols 1,2
Dopamina D, -3 klozapins 32
Dopamina Ds =3 SCH—-23390 0,15
Endotela ET 5 -2 endotelins 0,11
Endotelina ETg 2 endotelins 0,04

16




2.1. tabulas turpinajums

o . Inhibicija ] ICq,
Receptori / jonu kanali 10 pl\;)ElR, Standartviela aM
Fenciklidina 6 MK-801 6,0
GASS (neselektivs) 13 GASS 73
Galanina GAL, -2 galanins 0,16
Galanina GAL, —4 galanins 0,8
Glikokortikoidu =11 deksametazons 2,5
Hemokina CXCR2 2 interleikins-8 0,04
Hemokina CCRI -5 glr‘;lt‘éﬁfgl“ ickaisuma 0,08
Histamina H, =7 pirilamins 0,82
Histamina H, =12 cimetidins 270
Holecistokintna (HCK), 9 HCK-8 0,2
Holecistokinina HCK, 8 HCK-8 0,26
iﬁg&g‘tﬁgﬁ"f lidziga 1 cilveka KGLP 0,04
Kanabinoidu KB, -3 CP-55940 0,21
Melanokortina MK, 4 afamelanotids 0,2
Melatonina MT| (ML, ) -6 melatonins 0,53
Muskariniskie M, —4 pirenzepins 27
Muskariniskie M; -7 4-DAMP 0,43
Muskartniskie My -3 4-DAMP 0,83
Muskariniskie M -12 4-DAMP 0,80
Neirokinina NK; -11 substance P 0,24
Neirokinina NK, -3 E]\Ielléﬁlﬁﬁ?ﬁéiozitf 0) 2,5
Neirokintna NKj3 =7 SB—222200 8,8
Neiropeptida Y Y, -15 neiropeptids Y 0,07
Neiropeptida Y Y, —-18 neiropeptids Y 0,09
Neirotenzina NTZ, -3 neirotenzins 0,24
Nociceptina 4 nociceptins 0,29
Opioidu & —4 enkefalins 1,9
Opioidu -5 U-50488 0,84
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2.1. tabulas turpinajums

Inhibicija IC
Receptori / jonu kanali | 10 pM E1R, Standartviela 50>
% nM
Opioidu p =7 DAMGO 0,74
Per.olis.lsvo'mu proliferaciju -9 rosiglitazons 12
aktivgjosie gamma
Prostaglandina EP, -13 prostaglandins E2 2,2
Prostaglandina I, -19 iloprosts 13
Purinergiskie P2X 6 o,p-metilnadenozin-3'- 3,5
trifosfats
o e _ 2'-dezoksiadenozina-5'-O-
Purinergiskie P2Y 4 (1-tiotrifosfats) 25
- _ 8-hidroksi-2-
Serotonina 3—HT, 4 (dipropilamino)tetralins 0,51
Serotonina 5—HTp 0 serotonins 12
Serotonina 5—HT,, 5 ketanserins 0,77
Serotonina 5—HT,g 11 2,5-dimetoksi-4- 32
jodoamfetamins
Serotonina 5—HT,c -2 RS-102221 55
Serotonina 5—HT; -1 MDL-72222 49
Serotonina 5—HTs, -11 serotonins 280
Serotonina 5—HTj -10 serotonins 180
Serotonina 5—HT; —4 serotonins 0,49
SigR —38 haloperidols 43
Somatostatina sst =5 somatostatins-14 0,14
Trombocitu augSanas B . -
faktora (PDGF) 6 glikoproteins PDGF-BB 0,05
Tumora nekrozes faktora
(TNF)a 3 TNFa 0,26
Vazoaktiva intestinala adenilatciklazi aktiv&josais
- -2 - 0,05
peptida, peptids 1-38
Vazointestinala peptida-1 _ . o -
(VIP-1) 11 vazointestinalais peptids 0,12
Vazopresinal, 2 vazopresins 1,9
Ca*'kanli (L-tipa) -1 metoksiverapamils 20
Ky -2 a-dendrotoksins 0,29
SKc, kanali -18 apamins 0,03
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2.1. tabulas turpinajums

Inhibicija IC
Receptori / jonu kanali | 10 pM E1R, Standartviela 50>
% nM
Na'kanali 5 veratridins 7700
cl ka_n al.l (GASS -3 pikrotoksins 250
regul@tais)
Norepinefrina transporteris -17 protriptilins 2,5
Dopamina transporteris 4 BTCP 2,6
Serotonina 5—HT . _
. 5 imipramins 2,0
transporteris

Rezultati parada kontroles savienojuma specifiskas saistiSanas kavesanu pie attieciga
proteina (vidgjas vertibas; n = 2).

Vienigais proteins, pret kuru EIR wuzradija aktivitati (radioliganda
saistiSanas kav&Sana vai veicinaSana vairak neka par 20 %), bija SigR. EIR
10 uM koncentracija par 38 % uzlaboja neselektiva SigR agonista
[*H]-1,3-di(2-tolil)guanidina (DTG) piesaistidanos pie SigR. Taja pasa
eksperimenta, kas tika veikts Jurkat (T-limfocTtu $tnu lmija) $tinas, SigR
antagonists haloperidols kavgja radioliganda piesaistiSanos (ICsyp = 43 nM;
2.1. tabula).

2.2. E1R aktivitate [*H]-(+)-pentazocina saisti§anas eksperimenta
(II publikacija)

Balstoties uz skrininga iegiitajiem rezultatiem, E1R aktivitate tika
parbaudita selektiva SiglR agonista [*H]-(+)-pentazocina  saistiSanas
eksperimenta. Selektivs SiglR agonits PRE-084 (ICs5, = 192 nM) un
neselektivs SigR antagonists haloperidols (ICso = 0,5 nM) sp&ja izkonkur&t
[’H]-(+)-pentazocinu no ta saisti§ands vietas. EIR nespgja izmainit ieziméta
pentazocina piesaistiSanos pie SiglR (2.1. att€ls). Jaatzimé ir tas, ka arl
fenitoins, kas ir SiglR PAMs, neietekmé&ja [*H]-(+)-pentazocina saisti§anos

(2.1. attels).
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2.1. attels. E1R un SiglR ligandu ietekme uz [*H]-(+)-pentazocina saisti¥anos
Sinaptosomas, kas iegiitas no zurku smadzenu audiem, un p&tamie savienojumi tika
inkub&ti 150 min kopa ar 1,5 nM [*H]-(+)-pentazocinu 30 °C temperatiira. Haloperidols
(10 uM) tika izmantots, lai novertetu nespecifisko saistiSanos. SaistiSanas noteikSanai
vielas eksperimenta tika parbauditas vismaz 3 paral€los atkartojumos.

2.3. E1R aktivitate uz BDK-izraisitu [Ca*']; pieaugumu NG108-15
stunas (II publikacija)

10 uM EIR un 2 uM selektivs SiglR agonists PRE—084 attiecigi par
66 = 3 % un 34 + 4 % statistiski ticami paliclindgja BDK izraisito [Ca®"];
picaugumu NG108—15 sanas. (2.2. attels). EIR izteikti palielinaja PRE—084
aktivitati $aja eksperimentd. Abu savienojumu kombinacija BDK izraisito
[Ca®']; picaugumu palielindja par 212 + 6 %. EIR, PRE-084, ka ari abu
savienojumu vienlaicigi izraisitie efekti tika bloketi ar 40 uM selektivu SiglR
antagonistu NE—100 (2.2. att&ls). NE—100 neietekm&ja BDK izraisito [Ca®’];

izmainu.
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2.2. attéls. SigIR ligandu un to kombinaciju ietekme uz 1 pM BDK izraisitu [Ca®"];
palielinajumu NG108-15 §uinas
Siinas tika inkubétas kopa ar 10 uM E1R, 2 uM PRE—084 vai abu kombinaciju 15 min.
40 uM NE-100 tika pievienots $inam 20 min pirms mé&rjjumu uzsaksanas jeb 5 min
pirms parbaudamo savienojumu pievienosanas. Katra kolonna ir att€lotas vidgjas
aritmétiskas vértibas = S.E.M. (n = 6-14). *P < 0,05 pret BDK, “P < 0,05 pret
PRE-084, *P < 0,05 pret EIR, &p<0,05 pret EIR un PRE—084 kombinaciju
(Tukija tests).

2.4. E1R aktivitate izoletu seklvadu modeli (I un II publikacija)

EIR un pargjo metilfenilpiracetama stereoizoméru T1R, E1S un TI1S
SigR PAM aktivitate tika parbaudita izoletu s€klvadu modeli. Neviens no
stereoizim@riem neizmainija s€klvadu kontrakciju amplitidu. SiglR agonists
PRE—-084 devas atkarigi palielingja s€klvadu kontrakciju apmlitidu. 100 uM
koncentracija PRE—084 palielinaja kontrakciju amplitidu par 122 + 11 %
(2.3.A attels). E1R, TIR, E1S un TIS spgja pastiprinat PRE—-084 efektu, ja
izol&tie organi tika inkubéti ar attiecigo stereoizoméru 10 min pirms PRE—084

pievienoSanas (2.3.A un 2.3.B atteli). Salidzinot ar pargjiem stereoizomeriem,
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E1R uzradija vislielako SiglR PAM aktivitati (2.3.A un 2.3.B atteli). EIR
vairak neka divas reizes uzlaboja PRE—084 efektivitati.

Sig2R agonists PB—28 ar1 spgja palielinat elektriskas stravas izraisitu
izoletu s€klvadu kontrakciju amplitiidu, tacu E1R neietekm&ja PB—28 aktivitati

(rezultati nav paraditi; IT publikacija).
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2.3. attels. SiglR PAM aktivitates parbaude izolétu séklvadu modelt
(A) E1R, T1R, T1S un E1S pastiprina SiglR agonista PRE—084 aktivitati.
(B) Salidzinajums starp metilfenilpiracetama stereoizoméru PAM efektivitati,
izmantojot 100 uM PRE—-084 koncentraciju. Rezultati atteloti ka vidgjas aritmétiskas
vertibas = S.E.M. (n = 6-24). *P < 0,05 pret PRE—084 (Bonferoni tests).
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2.5. E1R aktivitate PNR testa (II publikacija)

Lai noverteétu EIR atminu uzlabojoSo aktivitati, tika izmantots PNR
tests. P&c 3 s ilga 0,1 mA stravas kairinajuma, ieieSanas laiks tumsaja kambart
kontroles grupas dzivniekiem bija 76 £ 16 s. Ka redzams 2.4.A attgla, EIR,
ievadits devas 1 un 10 mg/kg, pagarindja atbildes laiku atbilstosi par 194 % un
211 %, salidzinot ar kontroles grupu. E1R devas atkarigi uzlaboja atminas
funkciju.

PNR tests tika izmantots, lai parbauditu E1R efektivitati arT skopolamina
izraisita trauc@tas atminas testd. Kontroles grupas dzivnieku ieieSanas laiks
tumsaja kambarT bija 360 + 45 s (2.4.B att€ls). Skopolamina injic€Sana izteikti
samazinaja ieieSanas laiku par 77 % (2.4.B attels). E1R, ievadits devas 5 un
10 mg/kg, aizkavgja skopolamina raditos atminas traucgumus un pagarinaja
ieieSanas laiku attiecigi par 137 % un 109 % (2.4.B att€ls). EIR efekts tika
kavéts, ja dzivniekiem pirms EI1R injicgja SiglR antagonistu NE—-100
(2.4.C attels).
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2.4. attels E1R atminu uzlabojosa darbiba PNR testa
E1R tika injicéts 60 min pirms eksperimenta veik$anas. 40 min pirms eksperimenta
veiksanas jeb 20 min péc E1R ievadiSans, s.c. tika injicéts skopolamins deva 0,3 mg/kg.
Rezultati grafikos att€loti ka vidgjas aritmétiskas vertibas = S.E.M. (A) EIR devas
atkarigie efekti PNR testa (n = 15-18). *P < 0,05 pret kontroles grupu (Nimana-Koila
tests). (B) E1R aktivitate skopolamina izraisito atminas trauc&jumu modeli (n = 17-20).
P < 0,05 skopolamins pret kontroles grupu, *P < 0,05 pret skopolaminu (Manna-Vitnija
U-testu). (C) E1R (5 mg/kg) efekts tiek kavéts ar SiglR antagonistu NE—100 (2 mg/kg)
(n =20-25). *P < 0,05 skopolamins pret kontroles grupu, *P < 0,05 pret skopolaminu,
$P < 0,05 pret EIR (Manna-Vitnija U-tests).
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2.6. E1R aktivitate Y-veida labirinta testa (II publikacija)

Y-veida labirinta tests tika izmantots, lai novert€tu E1R efektivitati pret
skopolamina izraisitajiem darbibas atminas traucgjumiem. Kontroles grupa
Y-veida labirinta pareiza ejas izvéle bija 59 + 3 %. Skopolamina gadijuma
pareizi izvel&tas ejas biezums samazinajas un bija 42 = 3 % (2.5. attéls). Ka
redzams 2.5. att€la, EIR, injicéts deva 10 mg/kg, sp&ja noverst skopolamina
raditos darbibas atminas trauc€jumus. Savukart SiglR antagonists NE—100

kavgja E1R atminu uzlabojoso darbibu (2.5. attls).
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2.5. attels. E1R efektivitate pret skopolamina izraisitajiem darbibas atminas
traucéjumiem Y-veida labirinta testa
E1R (10 mg/kg, i.p.) tika injicéts 60 min pirms eksperimenta. 40 min pirms
eksperimenta jeb 20 min p&c E1R, s.c. tika injicéts skopolamins deva 0,5 mg/kg. EIR
efekts tika blok&ts ar NE—-100 (2 mg/kg), kas tika injicets 20 min pirms E1R jeb 80 min
pirms eksperimenta. Rezultati grafikos att€loti ka vidgjas aritmétiskas vertibas + S.E.M.
(n = 14-16). *P < 0,05 skopolamins pret kontroles grupu, *P < 0,05 pret skopolaminu un
$P < 0,05 pret EIR (Niimana-Koila tests).

25



2.7. E1R ietekme uz kustibu aktivitati, muskulu speku un
koordinaciju (II publikacija)

Atklata lauka testa tika novértéta EI1R ietekme uz kop&jo dzivnicku
kustibu aktivitati p&c savienojuma vienreiz&jas injic€Sanas. E1R deva lidz
100 mg/kg neietekm&ja dzivnieku kustibu aktivitati, salidzinot ar kontroles
dzivniekiem (2.6. att€ls). E1R ietekmi uz muskulu sp&ku un koordinaciju
noveroja augstas devas, attiecigi EDsy (ED;s—EDg4) mg/kg = 453 (398-516)
rotgjosa stiena, 349 (199-611) cilindra un 595 (409-866) priekskepu trakcijas

testa.
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2.6. attels. E1R ietekme uz noieto distanci atklata lauka testa
E1R tika parbaudits devas 1, 10 un 100 mg/kg (i.p.). Kopgjo kustibu aktivitati pelem
novertgja 30, 60, 120, 180 un 240 min péc E1R injicéSanas. Rezultati grafika att€loti ka
vidgjas aritmétiskas vertibas + S.E.M. (n = 10).

2.8. E1R aktivitate PTZ un BIK izraisttajos krampju modelos
(IV publikacija)

1 % PTZ i.v. infuzéSana deva 24 = 1 mg/kg dzivniekiem izraisija
kloniskos krapjus un deva 67 + 8 mg/kg — toniskos krampjus. Lai novertetu
SiglR ligandu pretkrampju aktivitati $aja model, tie tika injic€ti 60 min pirms
PTZ infuzesanas. E1R uzradija devas atkarigu pretkrampju efektu PTZ izraisito
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krampju modelt (2.7. attéls). Deva 10 mg/kg EIR par 20 % paaugstinaja
klonisko krampju rasanas slieksni, bet tonisko krampju slieksni E1R
paaugstinaja par 47 % (2.7.A un 2.7.B att€li). Deva 50 mg/kg novéroja vél
izteiktaku E1R pretkrampju darbibu. Injicts deva 50 mg/kg, E1R par 23 % un
75 % spé€ja paaugstinat attiecigi klonisko un tonisko krampju rasanas slieksni
(2.7.A un 2.7.B attéli). SiglR antagonists NE—100, injicéts deva 5 mg/kg,
neietekméja PTZ izraisitos kloniskos un toniskos krampjus. Deva 10 mg/kg
NE—-100 pazeminaja klonisko krampju rasanas slieksni, savukart deva
25 mg/kg savienojums uzradija ticamu PTZ aktivitati veicinosu iedarbibu, tas
rezult§jas ar zemaku PTZ devu, kas bija nepiecieSama, lai izraisttu krampjus
(2.7.A att€ls). Jaatzime, ka NE—100 neietekm&ja PTZ izraistto tonisko krampju
slieksni (2.7.B attéls). SiglR agonists PRE—084 lidz pat devai 50 mg/kg
neietekm@ja PTZ izraisttos krampjus (dati nav paraditi; IV publikacija).
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2.7. attels. E1R pretkramju aktivitate PTZ izraisito krampju modelt
Raustita linija grafikos atspogulo PTZ izraisito krampju raSanas slieksni kontroles grupa
(tas atbilst 100 %). (A) SiglR ligandu aktivitate pret PTZ izraisitajiem kloniskajiem
krampjiem. (B) SiglR ligandu aktivitate pret PTZ izraisitajiem toniskajiem krampjiem.
Savienojumi tika injicéti 60 min pirms PTZ infuz&Sanas. Rezultati grafikos att€loti ka
vidgjas aritmétiskas vértibas + S.E.M. (n = 8-10). *P < 0,05 pret kontroles grupu,

P = 0,05 pret kontroles grupu (Stjiidenta t-tests).

EIR pretkrampju darbiba tika parbaudita ari BIK izraisito krampju
modeli. BIK deva 0,49 + 0,06 mg/kg izraisija kloniskos krampjus un deva
0,96 + 0,15 mg/kg - toniskos krampjus. EIR deva 50 mg/kg kavgja BIK
izraisttos kloniskos un toniskos krampjus. Klonisko un tonisko BIK izraisito
krampju slieksni EIR paaugstinaja attiecigi par 21 % un 25 %
(2.8.A un 2.8.B atteli). Lidzigi ka PTZ izraisito krampju modeli, NE—100
uzradija tendenci samazinat krampju raSanas slieksni, kas norada uz ta
prokonvulsivo darbibu (2.8.A un 2.8.B attéli). SiglR agonists PRE—084,
injicéts devas lidz 50 mg/kg, neietekm@ja BIK izraisito krampju slieksni

(rezultati nav paraditi; IV publikacija).
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2.8. attels. E1R pretkramju aktivitate BIK izraisito krampju modelt
Raustita Iinija grafikos atspogulo BIK izraistto krampju rasanas slieksni kontroles grupa
(tas atbilst 100 %). (A) SiglIR ligandu aktivitate pret BIK izraisitajiem kloniskajiem
krampjiem. (B) SiglR ligandu aktivitate pret BIK izraisitajiem toniskajiem krampjiem.
Savienojumi tika injic€ti 60 min pirms BIK infuz&$anas. Rezultati grafikos att€loti ka
vidgjas aritmétiskas vértibas + S.E.M. (n = 7-10). *P < 0,05 pret kontroles grupu
(Stjudenta t-tests).
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2.9. E1R pretkrampju darbiba ir saistita ar SiglR regulaciju
(IV publikacija)

Lai parliecinatos, ka EIR pretkrampju darbiba ir saistita ar SiglR
regulaciju, tika izmantots antagonists NE—100, kas deva 5 mg/kg tika injic&ts
20 min pirms E1R. Savienojumu un to kombinacijas aktivitate tika parbaudita
PTZ izraistto krampju modelt. Lidzigi ka ieprieks, EIR, ievadits deva
10 mg/kg, par 39 % paaugstinaja PTZ izraistto tonisko krampju raSanas slieksni
(2.9. attels). NE-100 deva 5 mg/kg neietekméja krampju raSanas slieksni, tacu
ticami kav@ja EI1R darbibu (2.9. attels), tadgjadi apstiprinot to, ka EIR

krampjus mazinosais efekts ir saistits ar Sigl R darbibas regulaciju.

B Kloniskie krampji ™ Toniskie krampji
160 *

140 -
120
100
80 -
60 1
40 -
20 1

0 -

PTZ + + +
EIR + - +
NE-100 - + +

Anti-konvul.

Krampjus izraisosa PTZ deva,
%
Pro-konvul.

2.9. attels. SiglR atkariga E1R pretkrampju aktivitate
Raustita Iinija grafikos atspogulo PTZ izraisito krampju rasanas slieksni kontroles grupa
(tas atbilst 100 %). E1R (10 mg/kg) tika injic€ts 60 min pirms PTZ infuz&Sanas.
NE-100 (5 mg/kg) tika injicets 20 min pirms E1R. Rezultati grafikos att€loti ka vidgjas
aritmétiskas vértibas = S.E.M. (n = 10). *P < 0,05 pret kontroles grupu, “P < 0,05 pret
E1R (Nimana-Koila tests).
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2.10. E1R aktivitate pret NE-100 izraisttajiem krampjiem
(IV publikacija)

NE-100 vienreizgja i.p. injicesana deva 50 mg/kg 5 no 7 dzivniekiem
izraisija krampjus. Visiem dzivniekiem, kuri bija sanémusi NE—100 deva
75 mg/kg, novéroja krampjus. NE—100 deva 75 mg/kg izraisija gan kloniskus,
gan toniskus, gan generalizétus krampjus. Visi veiktiec novérojumi plasak ir
aprakstiti IV publikacija. EIR, injicéts deva 75 mg/kg, ticami samazinaja
NE—-100 izraisito krampju smaguma pakapi, ko raksturo zemaks punktu skaits,
kas iegiits izmantojot krampju novertéSanas skalu (2.10.A att€ls; 2.2. tabula).
Novertgjot laukmu zem liknes (LZL) iegiitajam punktu un laika grafikam
(2.10.A attels), redzams, ka E1R statistiski ticami kav&ja NE—100 krampjus

izraiso$o darbibu (2.10.B attgls).

é ::l:l E1R+NE-10;}{{{{{{}} {
2+ i% %

Laiks, min
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2.10. attéls. E1R kavé NE—100 izraisttos krampjus
E1R (75 mg/kg) vai 0,9 % NaCl izotoniskais skidums tika injic&ti i.p. 30 min pirms i.p.
NE-100 (75 mg/kg) injicésanas. (A) Vid&jais punktu skaits grupa 25 min novérosanas
perioda. Rezultati attéloti ka vidgjas aritmétiskas punktu vértibas + S.E.M. katra
noveérosanas min. (B) Laukums zem liknes (LZL_5s.,,) tika aprékinats, izmantojot
punktu laika grafiku (A). Rezultati att€loti ka vidgjas aritmétiskas vértibas + S.E.M.
(n=6-11). *P < 0,05 pret kontroles grupu (Numana-Koila tests).

EIR ticami samazindja generaliz€to krampju epizoZzu skaitu
(2.11.A attels). E1R pagaringja latento laiku lidz pirmo krampju paradiSanas
bridim (2.2. tabula), ka ari novérsa dzivnieku mirstibu, kas tika registréta

NE-100 kontroles grupa (2.11.B attgls).
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2.11. attels. EIR efektivitate pret NE—100 izraisitajiem generalizétajiem krampjiem
un dzivnieku mirstibu
E1R (75 mg/kg) vai 0,9 % NaCl izotoniskais §kidums tika injic&ti i.p. 30 min pirms i.p.
NE-100 (75 mg/kg) injic€Sanas. (A) NE—-100 izraisitie generalizétie krampji. Rezultati
attéloti ka vidgjas aritmétiskas veértibas + S.E.M. (n = 6-11). *P < 0,05 salidzinot pret
kontroles grupu (Numana-Koila tests). (B) Dzivnieku mirstiba 25 min novérosanas
perioda.

2.2. tabula
E1R aktivitate NE—100 izraisito krampju modelt
Novérojums 0,9 % NaCl EIR + NE-100
+ NE-100
Dzivnieki ar krampjiem, skaits / 11/11 5/6
kopgjais dzivnieku skaits
Laiks, kad sakas krampyji, s 238 +£27 320+ 34
Dzivnieki ar generalizétiem 11/11 1/5
krampjiem, skaits/kopgjais
dzivnieku skaits
Vidgjais maksimalais punktu skaits 82+0.8 5.8+13
(pikis)
Vidgjais laiks, lai sasniegtu piki, s 569 + 65 708 + 166
Vidgjais punktu skaits grupa 53+03 33+£0.2

E1R (75 mg/kg; n = 6) vai 0,9% NaCl izotoniskais §kidums (n = 11) tika ievaditi i.p. 30
miniites pirms NE—100 (75 mg/kg) ievadisanas.
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3. DISKUSIJA

SiglR ir jauns un nozimigs zalu meérkis ar daudzam iesp&jam
neirologisko saslim$anu arsté$anai nakotné. Mes esam atklajusi jaunu
savienojumu E1R, kam piemit atminu uzlabojoSas 1pasibas un pretkrampju
aktivitate. E1R darbiba ir saistita ar SiglR pozitivu allostérisko modul&sanu, un
E1R darbibas mehanisms norada uz jaunu iesp&jamu zalu vielu klasi demences

un epilepsijas arstésanai.

3.1. Allosteriskie SiglR modulatori

SiglR ir vienigais lidz $im zinamais biologiskais mérkis, kas nosaka
E1R farmakologisko darbibu. /n vitro aktivitates novertésanas testi paradija, ka
EIR nesaistas SiglR aktivaja centra, ta¢u savienojums darbojas ka SiglR
PAMs. EIR veicindja neselektiva SigR agonista [H]-DTG saistisanos pie
SigR, tacu, izmantojot selektivu SiglR agonistu [*H]-(+)-pentazocinu, EIR
neietekméja ta saistidanos. Saja eksperimenta ari cits SiglR PAMs fenitoins
neuzradija aktivitati, savukart PRE—084 un haloperidols sp&ja devas atkarigi
konkurét par saistiSanos pie SiglR ar [’H]-(+)-pentazocinu. Fenitoina
allostériska darbiba ieprieks ir paradita, lietojot membranas, kas izolétas no
zurku un jurascticinu smadzenu audiem (Cobos et al., 2006; DeHaven-Hudkins
et al., 1993; Guo et al., 2013), zurku aknam (McCann un Su, 1991) un pelu
plausu audiem (Lever et al., 2015). Neskatoties uz to, ir arT eksperimenti, kuros
fenitoina allosteriska aktivitate ir noveérota smadzenu audos, savukart zurku
aknu audos fenitoins ir bijis neaktivs (Guo et al., 2013). L1dzigi ir arT ar citiem
SiglR PAMiem, pieméram, SCH-23390 un SKF-38393 spgja veicinat
[*H]-(+)-pentazocina saistisanos pie SigIR tikai aknu audos, bet tie neuzradija

PAM aktivitati smadzenu audos (Guo et al., 2013), turpreti cits PAMs
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SKF—83959 veicinaja iezimé&ta pentazocina piesaistiSanos gan smadzenu, gan
aknu audos (Guo et al., 2013). Dazadiba So vielu efektos varétu biit
skaidrojama ar SiglR atskiribam starp dzivnieku sugam (Klein un Musacchio,
1992). Salidzinot ar jiirascticinu audu homogenatu, zurku audu homogenata ir
nepiecieSams izmantot vairak neka 10 reizes lielaku fenitoina koncentraciju, lai
novérotu lidzvertigu PAM efektu (DeHaven-Hudkins et al., 1993; Guo et al.,
2013). SKF—83959 un ta analogi nesp&a mainit [’H]-(+)-pentazocina
saistiSanos SiglR ekspresgjosas cilvéka embrionalajas nieru $tnas HEK293
(Guo et al., 2013). HEK293 §tinas ar1 fenitoins bija neaktivs (Guo et al., 2013).
Interesanti, ka gan HEK293 $iinas, gan smadzenu audos [*H]-(+)-pentazocins
uzradija Iidzigu afinitati pret SiglR (Guo et al., 2013), noradot uz to, ka SiglR
varétu biit iesp&jamas dazadas Stnu specifiskas izformas, kuras PAMi ietekme
dazadi. IepriekS mingtais biitu janem veéra, pétot SiglR darbibas mehanismus
in vitro, un izvert§jot PAMu darbibu atseviskos in vitro eksperimentalajos
modelos, kas ne vienmér var sniegt pilnigu atbildi par PAMu funkciju un
Tpasibam.

Neskatoties uz to, ka EIR nespgja izmainit [*H]-(+)-pentazocina
saistiSanas parametrus zurku smadzenu audos, E1R izteikti pastiprindja zurku
s€klvadu elektriskas stravas izraisitas kontrakcijas selektiva SiglR agonista
PRE-084 klatbutng, kas nebija novérojams Sig2R agonista gadijjuma. E1R
pastiprindgja PRE-084 efektu ar uz BDK izraisitu [Ca*']; pieaugumu, tadgjadi
apstiprinot, ka in vitro E1R darbojas ka selektivs Sigl R PAMs.

SiglR PAMi ir savienojumi, kas molekularas struktiiras zina atskiras no
ortostériskajiem SiglR ligandiem, savukart savstarp&ji tiem ir izteikta Iidziba.
Visi allosteriskie SiglR modulatori ir mazmolekulari heterocikliski
savienojumi ar samérd cie$i lokaliz€tiem hidrofobiem (fenil- un/vai metil-)
aizvietotajiem pie heterocikla. AtSkiribas to molekularaja struktira nodroSina

to, kap&c Sie savienojumi nekonkuré ar ortosteriskajiem SiglR ligandiem to
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saistiSanas vieta. Nemot véra SiglR lokalizaciju organisma, PAMi ir
savienojumi, kuriem var bit diezgan plass farmakologiskais pielietojums

dazadu saslimSanu artséSana.

3.2. SiglR darbibas modulé$ana un atminas regulésSana

Vairaki veiktie petijumi norada uz to, ka SiglR aktivéSana spg&j noverst
kognitivos traucgjumus dzivnieku modelos, kas ir saistiti ar holinergisko
signalcelu blok&Sanu, imit€jot Alcheimera saslimSanas simptomus (Antonini
et al., 2009; Earley et al., 1991; Matsuno et al., 1994; Maurice et al., 1998;
Maurice un Su, 2009). Ir paradits, ka dazi SiglR agonisti sp& palielinat
acetilholina atbrivoSanu (Matsuno et al., 1993; van Waarde et al., 2011). Miisu
veiktie in vitro eksperimenti paradija, ka EIR sp&j kavet skopolamina izraisitos
kognitivos traucg€jumus gan PNR, gan Y-veida labirinta testd. E1R aktivitati
blokgja selektivs SiglR antagonists NE—100, tadgjadi in vivo apstiprinot, ka
E1R efekts ir saistits ar SiglR aktivitates modulésanu.

Neirosteroldu klases vielas pieskaita iespgjamiem endog€niem SiglR
ligandiem (Cobos et al., 2008; Niitsu et al., 2012). Fiziologiskos apstaklos
pregnenolons un dehidroepiandrosterons sp&j saistities ar SiglR, kas ir viens no
So savienojumu galvenajiem farmakologiskajiem mérkiem, tadgjadi nosakot $o
vielu neiromodulatoras un uzvedibu ietekmé&josas ipaSibas (Monnet un
Maurice, 2006; Su et al., 1988). Pregnenolons, dehidroepiandrosterons un art
nesteroidie SiglR agonisti spgj ietekmét maciSsanos un atminu dazados
amnézijas modelos (ar Kimiskiem savienojumiem izraisita holinergiska
disfunkcija, N-metil-D-aspartata ievadiSana), ka arT atminas trauc&umu
modelos, kas ir saistiti ar novecoSanos (Maurice et al., 2001; Monnet un
Maurice, 2006). Dzivniekos ir noverota korelacija starp pregnenolona Itmeni

hipokampa un ta ietekmi uz atminas procesiem (Robel et al., 1995). Lidz ar to
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EIR atminu uzlabojosa darbiba varétu biit saistita ar kada endogéna SiglR
liganda darbibas pastiprinasanu.

E1R atminu uzlabojosais efekts rada interesi tieSi piracetamam Iidzigas
molekularas strukttiras del. Vairakiem racetama grupas savienojumiem piemit
piracetamam raksturiga nootropa aktivitate dazadas dzivnieku sugas, ka ari
cilvekos (Frostl un Maitre, 1989; Gouliaev et al., 1995; Malykh un Sadaie,
2010). Ir zinams, ka piracetams un ta atvasinajumi ir uzradijusi aktivitati PNR
testa (Krylova et al., 1991; Zvejniece et al., 2011), un tic sp& noverst
skopolamina un citu savienojumu izraisitos atminas traucgjumus (Malykh un
Sadaie, 2010; Zvejniece et al., 2011). Fenilpiracetamam un ta aktivakajam
enantioméram R-fenilpiracetimam piemit gan atminu uzlabojoSa, gan
stimuljosa aktivitate, kas iepriek§ paradita PNR un atklata lauka testos
(Tiurenkov et al., 2007; Zvejniece et al., 2011). E1R ir fenilpiracetama analogs,
kas kimiskas strukttiras zina atskiras tikai ar vienu metil- grupu (Kalvins et al.,
2011; Zvejniece et al., 2011; 1 un III publikacija). Lidz ar to EI1R ietekme uz
dzivnieku uzvedibu varétu but Iidziga fenilpiracetama farmakologiskajai
aktivitatei. Miisu iegfitie rezultati paradija, ka E1R izsauc atminu uzlabojosu
efektu, neietekm@jot dzivnieku kustibu aktivitati devas lidz pat 100 mg/kg
(IT publikacija). Tadgjadi pat pavisam nelielas izmainas piracetamam lidzigo
savienojumu kimiskaja strukttira var radit batisku at$kiribu to farmakologiskaja
iedarbiba. Piracetamam Iidzigo savienojumu efektus saista ar vairaku
molekularo mérku iesp&jamu regulaciju, tacu Iidz Sim starp tiem nebija min&ts
SiglR .

EIR ir vienigais no visiem zinamajiem SiglR PAMiem, kam piemit
atminu uzlabojoSs efekts. Ir zinams, ka fenitoins sp€j samazinat kustibu
aktivitati pelem (Poncelet et al., 1984), samazinat arpussiinas K™ koncentracijas
pieaugumu (Nobile un Lagostena, 1998), kavét gan Na' (Rush un Elliott, 1997),
gan Ca*" parvadi (Todorovic un Lingle, 1998). Pret&ji E1R, fenitoins PNR testa
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pelém radija atminas traucgjumus (Reeta et al., 2009). Fenitoins izraisija
maciSanas un atcerSanas trauc&jumus arl epilepsijas pacientiem (Mishra un
Goel, 2015). Misdienas ir nepiecieSama jauna pieeja, lai mazinatu
antiepileptisko Iidzeklu izraisitas blakusparadibas, kas saistitas ar atminas
trauc&jumiem (Mishra un Goel, 2015). E1R farmakologiskais profils norada uz
to, ka §1 viela varétu but daudzsoloSs jauns pretkrampju lidzeklis, kuram
nepiemit Iidz §im novérota pretepilepsijas Iidzeklu negativa ietekme uz
kognitivo funkciju. Salidzinot ar fenitoinu, E1R neietekmé kustibu aktivitati,
un, ka redzams pé&c veikta skrininga datiem, E1R neietekmé art Na" un K*
kanalu darbibu. E1R deva lidz pat 200 mg/kg neietekme& muskulu tonusu un
koordinaciju, ka arT neizraisa motoras funkcijas traucgjumus. Lidz ar to E1R ir
pirmais zinamais SiglR PAMs, kas uzlabo kognitivo funkciju, neietekmé
lokomotoro aktivitati, un, tapat ka citi piracetama atvasinajumi, neizraisa

nopietnas blakusparadibas.

3.3. SiglR ligandi un to pretkrampju aktivitate

Lai gan visiem zinamajiem SiglR PAMiem piemit pretkrampju
aktivitate, tomeér ne visu PAMu pretkrampju aktivitati saista ar SiglR
regulaciju. Fenitoina galvenais darbibas mehanisms ir ladina-atkarigo natrija
kanalu darbibas kavéSana (Tunnicliff, 1996), un ir paradits, ka selektivs SiglR
antagonists BD—1047 nespgj kavet fenitoina pretkrampju darbibu maksimalaja
elektroSoka izraisitaja krampju modeli (Guo et al., 2015). Lidzigi ir arl
savienojuma SCH-23390 gadijuma, jo SCH—23390 pretkrampju efekts
kimisko konvulsantu izraisttajos krampju modelos ir atkarigs no dopamina D,
receptora regulacijas (Bourne et al., 2001). Tas norada uz to, ka SiglR PAMu
farmakologiska aktivitate varétu bat vairaku molekularo darbibas mehanismu

summa.
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Krampjus modulgjosa aktivitate nav raksturiga tikai SiglR PAMiem.
Agonisti ar augstu afinitati pret SiglR, pieméram, dekstrometorfans (24 mg/kg,
s.c.) un dimemorfans (24 mg/kg, s.c.) spgj kavet kainskabes izraisttos krampjus
zurkas (Shin et al., 2005). Lidziga aktivitate kainskabes izraisito krampju
modeli noverota arT citam SiglR agonistam pentoksivernam (Kim et al., 2001).
SiglR agonists pentazocins devas atkarigi (20—100 mg/kg, s.c.) samazinaja
N-metil-DL-aspartatskabes izraisitos toniskos krampjus (Singh et al., 1990). Ir
paradits, ka SiglR antagonists panamezins pasarga pret kokaina izraisTtajiem
krampjiem (Skuza, 1990). Pret kokaina izraisitajiem krampjiem lidzigu
aktivitati ir uzradijusi arT citi SiglR antagonisti, ka, pieméram, AC—927
(1-10 mg/kg, i.p.), LR-172 (1-30 mg/kg, i.p.) un BD—1047 (1-40 mg/kg, i.p.)
(Matsumoto et al., 2011; McCracken et al., 1999), tomér informacija par SiglR
antagonistu aktivitati citos krampju modelos ir ierobezota, Saurd parbaudito
devu diapazona del. SiglR antagonists BD—1047 spg kavét agonistu
pretkrampju aktivitati kainskabes, maksimala elektrosoka un PTZ izraisitajos
krampju modelos, tacu, salidzinot ar agonistiem, kuru darbiba ir pétita plasa
devu diapazona, BD—1047 aktivitate ir parbaudita tikai mazas devas (1 un
2 mg/kg, i.p.). NE-100 ir selektivs SiglR antagonists (K; = 0.86 nM).
Salidzinot ar SiglR, NE—100 uzrada 55 reizes zemaku selektivitati pret Sig2R,
un vairak neka 6000 reizes zemaku selektivitati pret dopamina, serotonina un
fenciklidina receptoriem (Okuyama et al., 1993). M&s novérojam, ka NE—100
pec vienreizgjas ievadiSanas izraisa krampjus pelém, un tam piemit devas
atkariga pro-konvulsiva aktivitate PTZ un BIK izraisito krampju modelos
(IV publikacija). E1R kavéja NE—100 krampjus izraisoSo aktivitati, Iidz ar to
mijiedarbiba starp EIR un NE—-100 efektiem lauj apstiprinat SiglR lomu
krampju regulacija.

Dazi piracetama atvasinajumi uzrada pretkrampju aktivitati, un tiek

lietoti klinika epilepsijas arsteéSanai jau vairakus gadus, tacu So savienojumu
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darbibas mehanisms nav saistits ar SiglR aktivitates regulaciju. Brivaracetams,
levetiracetams un seletracetams saistas ar sinapsu vezikulu glikoprotetnu 2A,
kas nosaka So savienojumu pretkrampju efektu (Malykh un Sadaie, 2010).
Piracetamam piemit vaja krampjus mazinoSa aktivitate un tas, salidzinot ar
levetiracetamu, loti vaji saistas pie iepriekS mingta glikoproteina (Noyer et al.,
1995). Sobrid SiglR darbibas regulacija ir vienigais, ar ko saista EIR
farmakologisko aktivitati gan in vitro, gan in vivo, un EIR ir vienigais
piracetama atvasinajums, kura pretkrampju efektivitate ir saistita ar allosterisku

SiglR darbibas modulésanu.

3.4. SiglR allosteriskie modulatori: iespéjamie molekularie

mehanismi

Lidz Sim nav precizi defin€ts molekularais darbibas mehanisms, kas
varétu pilniba izskaidrot SigIR funkcijas un SigIR ligandu aktivitati. Sobrid
zinama SiglR kristalstrukttira parada, ka ligandu saistiS8anas vieta proteina ir
loti ciesi noslégta, Iidz ar to nav skaidrs, ka ligandi var pieklit proteina
aktivajam centram (Schmidt et al., 2016). SiglR PAMu saistiSanas vieta pie
proteTna visticamak atrodas arpus ortosterisko ligandu saistiSanas vietas, un ta
varétu lokaliz€ties uz protetTna virsmas. PAMi ir savienojumi, Kkas,
mijiedarbojoties ar proteinu, sp&j izmainit ta struktiiru, ka rezultata agonisti var
daudz brivak pieklat receptora aktivajam centram. Lidzigi jau ieprieks ir
diskutéts par fenitoinu, ka tas var€tu izraisit izmainas receptora konformacijas
stavokli un tad&jadi palielinat ortostériska liganda [*H]-(+)-pentazocina afinitati
pret SiglR (Cobos et al., 2006). Lidz galam nav skaidrs, ka PAMi var selektivi
veicinat agonistu aktivitati, jo atseviskos gadijumos kimiska struktira gan

agonistam, gan antagonistam ir loti lidziga.
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SiglR funkcionalitate varétu bt atkariga no proteina oligomerizacijas
stavokla (Chu un Ruoho, 2016). Ilepriek§ ir paradits, ka agonists
(+)-pentazocins izraisa proteina dim&ru un monomeru veidoSanos un receptora
aktivéSanu, kamer antagonists haloperidols veicina proteina oligomerizé$anos
un receptora blok&Sanu (Chu un Ruoho, 2016), kas varétu liecinat par to, ka
oligomerizacijas stavoklT (Attels 3.1.A) SiglR varétu biit funkcionali neaktivs.
Lidz §im ir zinams, ka PAMi veicina SiglR agonistu aktivitati, [idz ar to PAMi
varétu izmainit SiglR struktliru un stabiliz&t receptora agonista stavokli, ka
rezultata vairak pieejamas biitu proteina diméra (Attels 3.1.B) un/vai monoméra

(Attels 3.1.C) formas, un receptors atrastos aktiveta stavokli.

o o A,ﬂﬁztif;i‘;??
Palielinata
# ‘ agonistu
aktivitate
(@) Agonists
Antagonista/Inversa . _ .
agonista stavoklis Agonista stavoklis

3.1. attels. PAMi veicina SiglR aktiveta stavokla stabilizaciju.
Modelis parada iesp&jamo ligandu darbibas pamatprincipu. Antagonista stavokli A
norada uz SiglR oligoméru veidoSanos. Agonista stavokli B norada uz SiglR diméra,
bet C uz monoméra veidosanos.

SiglR PAMu iesp&jamais darbibas modelis, kas paradits 3.1. attgla,
mégina skaidrot dualo mijiedarbibu starp EIR un NE—100 krampju gadijuma.
NE-100, ievadits pirms EIR, var€tu veicinat SiglR nonaksanu oligimeriz&ta
jeb inerta stavokli, ka rezultata E1R pretkrampju efekts tiek blokéts. Lidz ar to
ir skaidrs, ka EIR darbibas mehanisms krampju regulacija ir saistits ar SiglR
aktivitates regulaciju. Savukart, ja E1R tiek ievadits pirms NE—100, tas spgj
kaveét NE—100 krampjus izraiso$o darbibu, kas var&tu bt skaidrojams ar SiglR
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aktivéta stavokla stabilizésanu. So procesu skaidrojuma ir janem véra tas, ka
antagonistu efektivitate ir atkariga no tieSas mijiedarbibas ar receptoru, bet
PAMu efekts liela méra ir atkarigs no agonista klatblitnes p&tamaja sist€ma.
Neatkarigi no ta, lidzsvars starp aktiveétu un bloketu receptoru visticamak ir
atkarigs no katra SiglR liganda ievadiSanas secibas un laika. Savienojums, kur$§
pirmais atrodas parakuma nosaka to, uz kuru pusi lidzsvars starp dazadiem
SiglR aktivacijas stavokliem ir novirzits. Tas varétu arT skaidrot to, kapéc
praktiski visu SiglR antagonistu darbiba ir atgriezeniska.

Novérota E1R aktivitate uz BDK izraisito [Ca®']; palielindgjumu varétu
but skaidrojama ar iesp&jamu endogéna liganda klatbttni NG108—15 Stnu
kulttra, wvai ago-allostérisko modulatoro darbibu izmantotaja sist€ma.
Ago-allosteriskie modulatori vienlaikus ir gan allosteriskie agonisti gan
allostériskie modulatori, kuru darbiba rezultgjas ka ,,superagonisms” (Schwartz
un Holst, 2007). Pieméram, misu pétijjuma gan PRE—084, gan EIR veicindja
BDK izraisitu kalcija koncentracijas pieaugumu, noradot uz to, ka EIR
petamaja sisteéma darbojas ka agonists, kurs bez ta vel spgj pastiprinat selektiva
agonista efektivitati, un abu kombinacija rezult€jas ar vél izteiktaku efektu, ko
varétu apzimét ka ,,superagonismu’.

Neskatoties uz to, ka ANAVEX™ 2-73 (tetrahidro-N,N-dimetil-2,2-
difenil-3-furanmetanamins) ir SiglR agonists, mé&s saskatam Kkimiski
strukturalu lidzibu ar SiglR PAMiem. Lidzigi ka E1R, art ANAVEX™ 2-73 ir
savienojums ar atminu uzlabojoSu un pretkrampju aktivitati. Lp.
ANAVEX™ 2-73 jevadiSsana deva 0.3—1 mg/kg uzlaboja atminu Y-veida
labirinta un PNR testa, novérSot skopolamina izraisitos atminas trauc€jumus
peles (Villard et al., 2011). ANAVEX™ 2-73 ir paradijis arT devas atkarigu
pretkrampju aktivitati maksimala elektroSoka un PTZ izraisito krampju modeli
(Vamvakidés, 2002). Sobrid ANAVEX™ 2-73 tiek parbaudits kliniskajos

petijumos Alcheimera slimibas un epilepsijas arst€Sanai. ANAVEX™ 2-73
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darbibas mehanisms ir ne tikai SiglR, bet arT muskariniska M, receptora un
M,/M; receptoru aktivéSana (Villard et al., 2011). ANAVEX™ 2-73
farmakologiskais efekts ir saistits ar sinergisku ietekmi uz muskarinisko
receptoru signalceliem un SiglR (Villard et al., 2011). Lidz ar to
ANAVEX™ 2-73 darbibas mehanisms varétu biit muskarmiska M; receptora
,supersensitizacija”, ko, saista ar iespamu muskariniska M,; receptora
heterodimerizaciju ar SiglR (Fisher et al., 2013). SiglR ir zinams ka ¢aperona
proteins, kas regul€ citus receptorus, pateicoties proteina-proteina mijiedarbibai
(Pabba, 2013). Ir loti iesp€jams, ka §adi izveidojusos proteina kompleksu
aktivitati var regulét arT SiglR PAMi. EIR un ANAVEX™ 2-73 uzrada loti
lidzigas farmakologiskas ipasibas, kas ietver gan atminu uzlabojosu darbibu,
gan pretkrampju aktivitati, 11dz ar to E1R, Iidzigi ka ANAVEX™ 2-73_ varetu
ietekmé&t dazadas proteinu kompleksu sist€émas, veicinot to forméSanos vai
stabilizgjot jau izveidojusos SiglR un mérkproteinu heteromerus.

Kopuma ir skaidrs, ka Sobrid, izmantojot esoSo informaciju un iegttos
datus, izskaidrot lidz galam SiglR PAMu darbibu un ipasibas nav iespgjams,
un visticamak dazadi kompleksi mehanismi ir iesaistiti SiglR darbibas
regulacija. EIR ir jauns savienojums ar unikalu farmakologisko darbibas
mehanismu un zemu toksicitati, un varétu kalpot ka perspektivs savienojums

atminas traucgjumu un epilepsijas arstesanai.
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4. SECINAJUMI

4,5-diaizvietota pracetama atvasinajuma metilfenilpiracetama
stereoizoméri E1R un TIR, ar R-konfiguraciju pie C-4 hirala centra, ir
daudz aktivaki SiglR allostériski modulatori neka to atbilstosie
enantioméri E1S un T1S.

EIR nesaistas SiglR ortosterisko ligandu saistisanas vieta. Veiktie in vitro
un in vivo petijumi apstiprina, ka E1R darbojas ka SiglR PAMs.

E1R uzlabo atminu un kavé skopolamina izraisTtos atminas traucgjumus, ka
arl tam piemit ieveérojama pretkrampju aktivitate kimisko konvulsantu
izraisito krampju mode]os.

EIR ir perspektivs savienojums demences un epilepsijas arstésanai.
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