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ANOTACIJA

Endogénu un eksogénu biologiski aktivu substancu izolé$ana no dabas
produktiem un to darbibas mehanismu noskaidrosana ir likusi pamatus jaunu
sint€tisku savienojumu dizainam, sintézei un p&tijjumiem, lai atrastu jauna tipa
arstnieciskus lidzeklus, vel aktivakus par dabas vai endogg€najam vielam un ar
uzlabotu vielu biopieejamibu un efektivitati.

Sis promocijas darbs ir veltits vairaku endogéno vielu — y-melanokortinu
peptidu (y-MSH), aminoskabes taurina, eksogéno dabas vielu - peptida
lunasina, kartupelu sulas un triterpenu (betulina, betulinskabes un lupeola)
ietekmes uz centralo nervu sisttmu (CNS) pétijjumiem un to darbibas
mehanismu noskaidro$anai, petot vielu efektus uz pelu uzvedibas reakcijam un
mijiedarbibu ar receptoriem in vivo un in vitro.

Atradam, ka melanokortinu peptidi yl- un y2-MSH izraisa bailes
pastiprinosu uzvedibu pelém, ka arT samazina etanola anksiolitisko darbibu un
pastiprina etanola abstinences induc&to anksiogéno darbibu, noradot uz So
melanokortinu peptidu piederibu anksiogéno peptidu gimenei, kam ir nozimiga
endogena loma bailu/trauksmes procesu un slimibu regulacija. Pirmo reizi
paradijam, ka peptids lunasins izraisa centralas darbibas efektus, kas
galvenokart izpauzas ka dzivnieku mazkustigums, kas vismaz dalgji realizgjas
caur dopaminergiskas sistémas signalceliem. Misu rezultatos aminoskabe
taurins mazas devas uzradija farmakologiskus efektus CNS limeni, kas liecina
par ta sp&ju penetrét hemato-encefalisko barjeru. Bez tam taurins, bet ne
sintez&tais taurinu saturosais dihidro-piridinu (DHP) atvasinajums tauropirons
saistijas ar GABA-A (gamma-amino-sviestskabes A tipa) receptoru, noradot,
ka DHP gredzena pievienoSana taurinam nav uzlabojusi jaunas molekulas
ipasibas GABA-A receptoru Iimeni. Pirmo reizi esam eksperimentali
paradijusi, ka augu valsts produktiem kartupelu sulai un betulinam (bet ne
betulinskabei un lupeolam) piemit antikonvulsanta un GABAergiska aktivitate.

Iegtitie rezultati dod ne tikai jaunu ieskatu un informacijas papildingjumu
par pétito dabas vielu psihotropajam 1paSibam un iesp&jamo funkcionalo lomu,
bet arT norada uz iesp&am jaunu preparatu radisana, izmantojot dabas vielu
strukttiru farmakoforus.

Atslégvardi: y-MSH, lunasins, taurins, tauropirons, kartupelu sula, betulins,
dabas vielas, CNS efekti
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IEVADS

Pétijuma aktualitate

Dabas vielu, 1pasi augu izmantosana dazadu slimibu profilaksé un
arst€Sana ir gadsimtiem un pat gadu tikstoSiem ilga tradicija, un tiek uzskatits,
ka vairak neka puse miisdienas izmantojamo medikamentu atklasana ir saistita
ar dabas produktu pielietosanu.

Dabas vielu pétfjumi ir intriggjosi, tacu v&l joprojam maz zinam par
milsu organisma biosintez€tajam vielam - peptidiem un proteiniem, arl
ikdienas partika, piem., kartupelos, graudaugu produktos, apkartéjos augos
esoSajam aktivajam vielam un to darbibas mehanismiem. Ipasa mikla ir séru
saturo$a aminoskabe taurins, kas atSkirtba no citam aminoskab&m netiek
izmantota proteinu sintez€. Toméer jaatzist, ka dabas vielu aktivo substancu
izoléSana un to biologiskas aktivitates noskaidro$ana ir likusi pamatus jaunu
sint€tisku savienojumu dizainam, sint€zei un petijumiem, lai atrastu jauna tipa
arstnieciskus Iidzeklus, vel aktivakus par endog€najam vielam un ar uzlabotu
vielu biopieejamibu un efektivitati.

Sis promocijas darbs ir veltits vairaku endogéno vielu — y-melanokortinu
peptidu (y-MSH), aminoskabes taurina un eksogéno dabas vielu - peptida
lunasina, kartupelu sulas un triterpénu - betulina, betulinskabes un lupeola
ietekmes uz centralo nervu sisttmu (CNS) pétjjumiem un to darbibas
mehanismu noskaidrosanai. Iegiitie rezultati dod ne tikai jaunu ieskatu un
informacijas papildinajumu par pétito dabas vielu psihotropajam Tpasibam un
iespgjamo funkcionalo lomu, bet ari norada uz iesp&am jaunu preparatu
radiSana, izmantojot dabas vielu struktiiru farmakoforus.

Darba mérkis

Noteikt endogéno un eksogéno dabas vielu ietekmi uz centralas nervu
sistémas funkcijam, p&tot vielu efektus uz dzivnieku uzvedibas reakcijam un
mijiedarbibu ar receptoriem.

Darba uzdevumi

1. Noteikt melanokortinu peptidu y1- un y2-MSH sp&ju izraisit anksiogenos
vai anksiolitiskos efektus etanola testos;

2. Veikt pirmreizgjos peptida lunasina centralo efektu petfjumus;

3. Salidzinat taurina un ta dihidropiridina analoga tauropirona ietekmi uz
gamma aminosviestskabes (GABA)-A receptora ligandu izraisttiem
efektiem;

4. Novertet kartupelu sulas izraisitos GAB Aergiskos efektus;

5. Novertét pentaciklisko triterp&nu - betulina, betulinskabes un lupeola
farmakologiskos efektus un GABAergiska komponenta lomu tajos.



Aizstavesanai izvirzitas tézes

Endogéno vielu darbibas mehanismu noskaidroSana var palidzet saprast
to lomu smadzenu funkciju regulacija, dazadu neirologisku un psihiatrisku
traucgjumu etiopatogenéze.

Daudzas eksogénas dabas viclas var penetrét hematoencefalisko barjeru
un, ietekm@jot smadzenu neirotransmiteru sist€mas, piedalities CNS funkciju
regulacija. Sada veida atklajumi var radit iespgjas dabas produktu struktiiru
farmakoforu izmantoSana, lai raditu jaunas zalu vielas un arstétu dazadas
patologijas.

Metodes

In vivo: pétito vielu darbibas mehanismu noskaidro$anai un to ietekmes
uz CNS noveértesanai izmantotas dazadas references vielas un izvertéta darbiba
dzivnieku uzvedibas testos. P&tijumos izmantoti bezliniju ICR un C57Bl/6
pelu tévini svara 20 — 25 g. Dzivnieku vispargjas aktivitates novérté$anai
izmantots atvérta lauka (open field) tests, anksiogéna/anksiolitiska efekta
noskaidro$anai - paaugstinatais X-veida labirints (X-maze), koordinacijas un
muskulu relaksacijas izvértéSanai - rotgjosais stienis (rota rod), nekustibai un
muskulu rigiditatei - katalepsijas tests. P&tamo vielu aktivitate izverteta
mijiedarbiba ar vielu-analizatoru izraisitam specifiskam reakcijam bikukulina
krampju, etanola gul€Sanas un anksiolitiskas aktivitates, ka ari abstinences
izraisitas anksiog€nas uzvedibas apstaklos, amfetamina hiperaktivacijas,
apomorfina stereotipiskas rapsanas (climbing) un ketamina uzvedibas testos.
P&tamas vielas ievaditas intraperitoneali (i.p.), intracisternali (i.c.), intravenozi
(i.v.), subkutani (s.c.) vai per 0s.

In vitro pétijumos, izmantojot radioligandu saistiSanas (binding) metodi
parbaudita taurina, tauropirona un 1,4-dihidropiridina cikla spgja saistities ar
smadzenu membranas GABA receptoriem. Savukart HEK293 §tnu linjja
parbaudita lunasina sp&ja saistities ar dopamina receptoriem (D; un D), un
lunasina ietekme uz cAMF sintgzes aktivéSanu vai inhib&Sanu.

legiito datu statistiska apstrade veikta, izmantojot datorprogrammu
GraphPad Prism v.5.00. Atskiribas starp pétjumu grupam izvertetas ar
vienfaktora ANOVA ar tai sekojoSiem multiplas salidzinaSanas testiem.
Rezultati tika uzskatiti par statistiski ticamiem pie p<0,05. Visas vertibas
izteiktas ka vid€jais aritmétiskais + vidgja standartkliida (S.E.M.) vai videja
standartnovirze (S.D.).
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DARBA KONSPEKTIVS IZKLASTS

Teoretiskais pamatojums

Lidz ar molekularas biologijas un modernas kimijas metozu un
tehnologiju attistibu ir radusies iesp&ja identificét dabas produktu aktivo
molekulu struktiiras, raksturot to darbibas mehanismus un S$tnas mérkus
(targets), lickot pamatus jaunu arstniecisku lidzeklu dizainam un sintézei. Te
var minét bezgala daudz tradicionalu piemeéru, kaut vai salicilskabes atklasanu
vitolu mizas, morfina iegiiSanu no miega magoném (Papaver somniferum) un
citus.

Dazadu dabas produktu darbibas mehanismu atklasana ir stimul&jusi ar1
organisma endogéno procesu izpratni. Viens no spilgtakajiem piemériem ap
1970. gadu vidu ir smadzepu opiatu peptidu jeb opioidu (endorfinu,
enkefaltnu, dinorfinu) un to receptoru atklasana dazadas Stnas. Tas ir lavis
izprast ne tikai $o peptidu lomu neiro-imuno-endokrino procesu regulacija, bet
arT atklat eksogénas dabas vielas morfina signaltransdukcijas mehanismus.
Morfina efekts realiz€jas caur tiem paSiem opiatu receptoriem, ar kuriem
saistas endogénie opiatu peptidi. V&l vairak, izradijas, ka atklatais proteina
prekursors proopiomelanokortins jeb POMC, skeloties veido ne tikai opiatu
peptidus, bet arT melanocitus stimulgjo$os hormonus (MSH) jeb
melanokortinus, kuru pétijumi sakas tikai 1990.gados lidz ar piecu MSH
receptoru subtipu atklasanu.

Promocijas darba ieklauti neirofarmakologiski p&tjjumi par endogénam
substancém 7y;- un y,- MSH peptidiem, aminoskabi taurinu un ta sintetisku
dihidropiridina atvasinajumu tauropironu, ka ar1 par eksogénam dabas vielam:
partika izmantojama produkta (kartupelu) sulas un nesen no sojas pupam un
graudaugiem izol&tu peptidu lunasinu, un triterpéniem, kas izplatiti augu valsti,
ipasi bérzu miza (detalizétaku pamatojumu skat. zemak). Saskana ar darba
koncepciju §Tm substanc€m piemit noteikta ietekme uz dazadam smadzenu
neirotransmiteru sistémam.

legiitie rezultati neapSaubami papildinas jau esoSo informaciju par
smadzenu MSH peptidu un taurina funkcijam, dos prieksstatu par pirmo reizi
uz CNS funkcijam pétita lunasina darbibu, sniegs parsteidzosus datus par
kartupelu sulas augsto GABA koncentraciju un salidzinoSiem triterpénu
(betulina, betulinskabes un lupeola) efektiem. Sie dati var noradit uz jaunam
iesp&jam psihotropu vielu dizaina, izmantojot pétito struktiiru farmakoforus un
determinantes.



Pétito vielu izvéles pamatojums

y-MSH un y>-MSH pepfidi. Melanokortinu peptidu (a-, B-, yi1-, y2- un
v3-MSH) un to receptoru piecu subtipu atklasana ir Javusi iegiit priekSstatus par
to iesp&jamo fiziologisko lomu organisma. Galvenie p&tijumi, kas sakas 1990-
ajos gados, bija veltiti a-MSH lomas noskaidro$anai, paradot ta dalibu gan
adas aptumsSoSanas procesos, gan uzvedibas, stresa, seksualas funkcijas,
baribas uznemsanas regulacija, imiinas sistémas regulacija, analgézija un vél
ar1 citas organisma funkciju norisés (Wikberg et al., 2000; Schioth, 2001).
Tacu joprojam maz ir zinams par y;-MSH un y,-MSH (peptidu struktiiru skatit
1. att€la) lomu smadzenu funkciju regulésSana. Iepriek$€jos miisu grupas
petijumos (Jansone et al., 2004) y-MSH peptidi uzradijusi sp&ju regulét
dopaminergiskos procesus mezolimbiskaja sistéma. Ta ka tiek uzskatits, ka §1
sisteéma ir atbildiga par emocijam, motivaciju, atkaribas veido$anas procesiem
un abstinences sindromu, tad $aja p&tijuma ipasu veéribu pieversam tiesi ;-
MSH un y,-MSH izraisitam uzvedibas reakcijam, kas saistas ar dazadiem
trauksmes un fobiju stavokliem un bailém/trauksmi ka bitisku etanola
abstinences izpausmi. Bez tam, trauksmes simptomi ir vieni no pirmajiem, kas
var noradit uz miisdienas loti izplatitas slimibas - depresijas sakuma stadiju.
Nemot vera iesp&jas kimiskas sint€zes cela iegiit peptidu dabigo strukttiru
modifikacijas, kas melanokortinu receptoru Iimeni darbotos ka agonisti vai
antagonisti, pastav nakotnes izredzes jaunu anksiolitisku vai antidepresantu
vielu radiSanai.

v1-MSH:  H,N-Tyr-Val-Met-Gly-His-Phe-Arg-Trp-Asp-Arg-Phe-NH,
v2-MSH:  H,N-Tyr-Val-Met-Gly-His-Phe-Arg-Trp-Asp-Arg-Phe-Gly-OH

1. att€ls. y;- un y,- melanokortinu peptidu struktiira.

Lunasins ir 43 aminoskabju gars peptids (2. att€ls), ko 1996. gada atklaja
sojas pupas un vélak ari vairakos citos graudaugos (Galvez et al., 1997;
Nakurte et al., 2013). SalidzinoSi neilgaja pétiSanas veésturé lunastnam jau ir
atrasta pretiekaisuma, holesterina ITmeni pazemino$a un pretvéza darbiba
(Hernandez-Ledesma et al., 2013). Ta ka pétijumos uz pelém, Zurkam un ari
cilvékiem ir konstatéta perorali uznemta lunasina sp€ja penetrét
hematoencefalisko barjeru un sasniegt smadzenu audus (Hsieh et al., 2010),
tad likas logiski, ka $is peptids var ietekmét CNS funkcijas. Saja darba
demonstréti pirmo reizi pasaulé veikto pétfjumu dati par sintétiska lunasina
centraliem efektiem.



Ser-Lys-Trp-GIn-His-GIn-GIn-Asp-Ser-Cys-Arg-Lys-GIn-Leu-GIn-Gly-Val-
Asn-Leu-Thr-Pro-Cys-Glu-Lys-His-lle-Met-Glu-Lys-Ile-GIn-Gly-
Arg-Gly-Asp- -Asp-Asp-Asp-Asp-Asp-Asp-Asp-Asp

2. attels. Lunasina aminoskabju sekvence.

Taurins ir endogéna s€ru saturosa aminoskabe, kas piedalas daudzu
organisma procesu regulacija, veicot neirotransmitera funkcijas un uzradot
plasa spektra darbibu no antioksidanta lidz membranas stabilizacijai, no
osmoregulacijas lidz neiroprotekcijai (Huxtable, 1992). Tiek uzskatits, ka
taurins savu hidrofilo Tpasibu dg] slikti absorb&jas, un ta transports cauri
hematoencefaliskajai barjerai ir vajs$, tapéc nepiecieSsamas lielas taurina devas,
lai sasniegtu efektu. Daudzi pétijumi ir velttti taurina sp€jai samazinat etanola
patérinu un samazinat etanola izraisitas aknu patologijas (Kerai et al., 1998).

Lai uzlabotu taurina biopieejamibu, uzlabotu vielas lipofilitati un
veicinatu transportu uz mérkS$inam smadzenes, Latvijas Organiskas sintézes
institfita ir sintez&ts taurinu saturo$s 1,4-dihidropiridina (DHP) atvasinajums
tauropirons (struktiiras skatit 3. attéla). Savienojuma dizaina pamata bija
doma, ka DHP cikls/gredzens ka nesgjmolekula atvieglos taurina nonaksanu
smadzenés (brain delivery) un tauropirona efekti bus daudz spécigaki neka
taurfnam. Saja darba izmantotas Iidz §im nepétitas zemas taurina un
tauropirona devas in vivo, ipaSu véribu veltot etanola efektu regulacijai. Bez
tam ir dots abu vielu salidzinoS$s raksturojums in vitro GABA-A receptoru
ltment.

I
H 0=S—0 Na*
0 |
A /\/N\H
S0 O.. _NH
0] 0 X (T
Taurins HiC™ 0 07 °CH;,

Tauropirons

3. attéls. Taurina un tauropirona struktiirformula.

Nesen ir atrasts, ka kartupe]i satur benzodiazepinu struktiiras vielas
(Wildmann et al., 1988; Skirycz et al., 2005), kas rada intrigu noskaidrot §Ts
biologiski svarigas kultiiras farmakologiskos efektus. Lidz §im nav atrodami
pétijumi, kas paraditu, vai kartupe]u produkti var ietekm&t CNS darbibu. Zinot,
ka benzodiazepini saistas ar GABA-A receptora noteiktam struktiiras dalam
(benzodiazepina saitu), tad logiski, ka masu interese bija noskaidrot, vai
kartupeliem (misu gadijuma kartupelu sulai) piemit spg€ja saistities arl ar



specifisko GABA-A receptora GABA saitu un, vai §1 saistiSanas (ja ta tiktu
paradita) izraisa tipiskos GABAergiskos efektus in vivo.

Lupana tipa pentacikliskie triterpeni betulins, betulinskabe un lupeols
(struktiiras skatit 4. att€la) ir plasi izplatiti augu valsti, IpaSi berza miza.
P&tjjumi par to biologisko aktivitati galvenokart saistiti ar pretiekaisuma,
pretvirusu, pretsénisu un pretvéza darbibu (Alakurtti et al., 2006). Salidzinosi
nesen ir pieradits, ka betulinskabe, kas atrodama noteiktu augu ekstraktos, péc
intraperitonealas ievadiSanas spgj Skérsot hemoencefalisko barjeru (Udeani et
al., 1999) un izraisit anksiolttisku efektu (Durst et al., 2002). Savukart lidz §im
nav atrodami p&tfjumi par betulina un lupeola sp&ju Skérsot hematoencefalisko
barjeru un So triterpenu iesp&jamo ietekmi uz CNS funkcijam. Darba
atspoguloti pirmo reizi veiktie petfjumi CNS Iimeni, testéjot strukturali
lidzigos lupana tipa triterpénus betulinu un lupeolu, ka art betulinskabi in vivo
GABAergisko procesu konteksta.
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R= CH3 Lupeols
R =CH20H Betulins
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4.attels. Pentacikliskie triterpéni - lupeols, betulins, betulinskabe.

Materiali un metodes
Dzivnieki

P&ttjuma procediiras veiktas laika posma no 2006. gada rudens lidz 2013.
gada maijam, iznemot vasaras sezonas.

Pétijumos izmantoti bezliniju ICR un C57BI1/6 pelu tevini (svara 20 - 25
g) no Rigas Stradina Universitates Dzivnieku audzeSanas laboratorijas (Riga,
Latvija). Dzivnieki tika adaptéti plastikata biiros, izmitinot tos standarta
apstaklo: istabas temperatira 22+1 °C, gaismas/tumsas cikls 12h/12h,
standartiz&ta sausa bariba un tidens ad libitum. Viena eksperimentala grupa tika
ieklauti 6-10 dzivnieki.



Visas pétijumu procediiras veiktas, lai pec iespgjas samazinatu un
atvieglotu dzivnieku cieSanas, un saskana ar Eiropas Parlamenta un Padomes
direktivu 86/609/EEC un 2010/63/ES vadlinijam par zinatniskiem mérkiem
izmantojamo dzivnieku aizsardzibu un ar Latvijas Republikas Partikas un
veterinara dienesta Dzivnieku aizsardzibas &tikas padomes atlaujam.

Vielas

Lielaka dala petijumos izmantotas petamas vielas (betulins, betulinskabe,
lupeols, taurins), gan references vielas (bikukulins, apomorfins, diazepams,
gamma-aminosviestskabe, ketamins, amfetamins) un Tween-80 iegadatas no
Sigma-Aldrich (St.Louis, MO, ASV). Peptidi yl- un y2-MSH pirkti no
BACHEM, Vacija, bet sintétiskais lunasins - no CASLO Laboratory ApS
(Danijas Tehniska universitate, Danija). 1,4-Dihidropiridina atvasinajums
tauropirons (2-(2,6-dimetil-3,5-diet oksikarbonil-1,4-dihidropiridin-4-
karboksamido)-etansulfoskabe) un  dihidropiridina  cikls (Na  3,5-
dietoksikarbonil-2,6-dimetil-1,4-dihidropiridin-4-karboksilats) sintezeti
Latvijas Organiskas sintézes institiita. 95% etanols iegadats aptieka un
atSkaidits lidz vajadzigajai koncentracijai. Vielu $kidinasanai izmantots NaCl
fiziologiskais $kidums 0.9% (Fresenius Kabi, Polija). Kartupelu pétijjumos
izmantojam ,,Adretta” Skirnes kartupelus, kuri audzeti biologiskaja zemnieku
saimnieciba (Latvija), un kuri pec novaksanas uzglabati 10°C temperattira telpa
ar relattivo mitrumu 50%. Nomizotiem kartupeliem izspieda sulu, kuru
izfiltr§ja caur nitrocelulozes filtru. Eksperimentos izmantoja svaigi spiestu
sulu, kuru atskaidija ar fiziologisko §kidumu Iidz vajadzigajai koncentracijai.

Vielu ievadiSana

Pétijumos izmantotie peptidi (yl-, y2-MSH un lunasins), betulins un
fiziologiskaja $kiduma un injicti i.c. neanestez&tam pelém caur J-veida adatu,
kas savienota ar Hamiltona §lirci; metode detaliz&ti aprakstita ieprieks (Takagi
et al., 1979). IevadiSanas tilpums viena reizé bija 5 pl vai 10 pl.

Lielaka dala vielu-analizatoru (etanols, ketamins, amfetamins,
apomorfins), ka arT pétamas vielas taurins, tauropirons $kidinati fiziologiskaja
Skiduma, bet triterpéni Twina $kiduma, un ievaditi i.p. vai s.c. tilpuma 10
ml/kg. Kartupela sula vadita ar1 perorali, bet bikukulins — i.v. Detaliz&takas
vielu devas, ievadiSanas veidus un reZimus skatit publikacijas I; II; IIT; IV; V.

Dzivnieku uzvedibas noverosanas testi

Rotéjosa stiepa (Rota-rod) testa tika parbaudita pelu kustibu
koordinacija un muskulu tonuss uz rotgjosa stiena aparata (Acellerating Rota
Rod 7650, Ugo Basile, Italija). Testa metodes pamatojums sikak aprakstits
ieprieck§ (Dunham and Miva, 1957). Isuma: iepriek$gja diena pirms
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eksperimenta dzivnieki tika tren&ti uz rot€josa stiena, un tie dzivnieki, kuri 180
sekundes nesp&ja noturéties uz rotgjosa stiena, kura grie$anas atrums bija 15
apgriezieni mintte, tika izsleégti no eksperimenta. Eksperimenta diena velreiz
tika parbaudita spgja noturSties uz rotgjosa stiena, un divas stundas péc
parbaudes dzivniekiem tika ievadita p&tama viela vai fiziologiskais $kidums
kontroles grupai. 15 mintites péc i.c. ievadi$anas vai 30 (vai 60) miniites péc
i.p. ievadiSanas pele tika novietota uz rot&josa stiena, kur katram dzivniekam
tika registréts latentais periods (sekund@s) 1idz nokri$anai no rotgjosa stiena,
neparsniedzot laiku 180 s.

Bikukulina krampju testa tika noteikta bikukulina deva (mg/kg), kas
izraisa krampju sakumu pelém ar un bez petamas vielas (metodes pamatojums
sikak aprakstits ieprieks, Devaud et al., 1995). Atkariba no pétijuma protokola
(sikak skatit attiecigas publikacijas I; II; IV; V) pétama viela vai fiziologiskais
Skidums (kontroles grupai) pelém tika injiceti i.c. 10 vai 15 min, vai i.p. 30 vai
60 min, vai per 0s 30 min pirms bikukulina $kiduma intravenozas ievadiSanas
peles lateralaja astes véna ar konstantu atrumu 0,5 ml/min lidz krampju
sakuma slieksnim. Par krampju slieksni tika uzskatits bridis, kad paradijas
pirmie galvas un kakla miokloniskie krampyji.

Etanola izraisitas guléSanas tests. Detalizéta etanola izraisitas
gulésanas testa metode sikak aprakstita iepriek§ (McBroom et al., 1986).
P&tamas vielas tika ievaditas i.p. 60 min pirms etanola (4 g/kg, 20% Skidums,
i.p.) ievadiSanas. Sada etanola deva pelém izraisa sedaciju un miegainibu, kas
izpauzas ka ierastas pozicijas refleksa (righting reflex) atrasties normalaja
kermena pozicija uz ¢etram kajam horizontali pret virsmu zudums. GuléSanas
laiks tika mérits ka laika intervals sekund@s no aizmigSanas (kad pele, nolikta
gulus pozicija uz muguras, neapgriezas vairak ka tris reizes atpakal uz kajam),
lidz pamosanas bridim, kad pilniba tika atgiits ierastas pozicijas reflekss.

Paaugstinata X-veida labirinta tests ir visparatzita metode grauzéju
bailu parbaudei. Labirints sastav no divam platformam, kas krustojas centra,
veidojot plus zimes jeb X-veida izskatu un kas novietotas 50 cm augstuma no
gridas. Vienai platformai ir necaurspidigas sienas, bet otra platforma ir atvérta,
bez sienam. Metodes pamata ir konflikts starp dabisku grauzgju velmi izp@tit
visu platformu un taja pasa laika baidities no platformas atvértajiem rajoniem
un augstuma. Samazinats pavaditais laiks atveértaja platforma tiek saistits ar
bailém jeb anksiog€nu darbibu, savukart pavaditais laiks atvertaja platforma
norada uz anksiolitisku efektu (Pellow and File, 1986). Testa sakuma
eksperimenta dzivnieks tika novietots uz centralas zonas ar skatu uz atverto
platformu. 5 minttes ilgi tika nov@rotas peles uzvedibas reakcijas un ar
mikroskaitlotaja Psion Workabout (Psion PLC, England) palidzibu tika
registréti tadi parametri ka laiks, kas pavadits uz atvertas, slégtas un centralas
platformas; slégto un atveérto platformu ieeju krustoSanas skaits. Ieeja
platforma tika fikseta, kad dzivnieks ar visam cetram kepam bija uzgajis uz
attiecigas platformas.



Pelu anksiogénas/anksiolitiskas uzvedibas izpausmes tika parbauditas 20
min p&c petamo vielu i.c. ievadiSanas, ka arT tika verteta petamo vielu ietekme
uz etanola izraisitiem specifiskiem efektiem paaugstinata X-veida labirinta.
Anksiolitiska uzvediba modeléta, ievadot etanolu vienreizgji i.p. deva 2 g/kg
45 min pirms testéSanas labirinta. Savukart etanola abstinence tika radita, 10
dienas pé&c kartas ievadot etanolu (2 g/kg, i.p.), un tad pec divu dienu etanola
vadisanas partraukuma (eksperimenta 12. diena) paaugstinata X-veida labirinta
novérota abstinences reakcija, kas izpaudas ka bailu uzvediba jeb anksiogéna
darbiba (Cole et al., 2000).

Katalepsijas tests tika veikts, 1énam novietojot peles abas prickskepas
uz horizontalas stieples (0,2 cm diametra), kas atradas 6 cm augstuma virs
galda virsmas. Latentais periods, ko pele pavadija neizkustoties no S§is
pozicijas, tika merits sekundés (Kobayashi et al., 1997). Atkariba no p&tjjuma
protokola katalepsijas tests tika veikts arT atkartoti pec 30 vai 60 minGteém.

Atverta lauka (open field) tests tika izmantots, lai novértétu pétamo
vielu ietekmi uz pelu lokomotoro aktivitati. Pele tika ievietota atklata tipa
arénas jeb lauka (50 x 50 x 20 cm) centra un tika novérota ar videonovéroSanas
sisttmu, kura saistita ar datorprogrammu Panlab Smart version 2. Tad 5
mint$u laika tika registréta dzivnieka parvieto$anas aktivitate jeb horizontala
lokomocija, kas tika izteikta ka kop€ja noieta distance centimetros. Lai
noskaidrotu p&tamas vielas darbibas mehanismus, testd izmantotas references
vielas - ketamins un amfetamins, kas specifiski maina dzivnieku parvietoSanas
aktivitati.

Apomorfina izraisita rapSanas uzvediba (climbing test): apomorfins ir
neselektivs dopamina receptoru agonists, kas pelém noteiktas devas izraisa
stereotipisku rapsanas jeb kapsSanas uzvedibu. Metodes pamatojums sikak
aprakstits iepriek§ (Costall et al.,, 1978; Dixit et al., 2013). Eksperimenta
dzivniekiem tika ievadits apomorfins 5 mg/kg s.c., kas izskidinats 0.1%
askorbinskabes skiduma, kontroles grupai - askorbinskabes Skidums. Péc 5
miniitém pele tika ielikta biirT, kur gar vertikalajam sienam novietots stieplu
siets, un tika novérota peles uzvediba ik pa 5 minttém 30 minasu laika.
Rapsanas uzvediba tika noveérteta ballés: 0 — visas Cetras kepas uz gridas; 1 —
viena kepa uz sieta; 2 — divas kepas uz sieta; 3 — tris kepas uz sieta; 4 — visas
Cetras kepas uz sienas sieta. Tadgjadi rapSanas uzvediba katram dzivniekam
tika registréta robezas no 0-24.

In vitro petijumi

P&tamo vielu (taurina, tauropirona un DHP cikla) saistiSanas ar GABA-A
receptoriem parbaudita uz pelu smadzenu Stnu membranam, ka ,karsto”
ligandu izmantojot [PH]GABA, bet nespecifisko saistisanos nosakot ar 10 mM
GABA (Mehta and Ticku, 2001). Saistisanas ar GABA-B receptoriem noteikta
zurku smadzenu membranas (Bischoff et al., 1999; Asay and Boyd, 2006),
izmantojot GABA-B receptora selektivu radioligandu [*H]CGP54626 un
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neiezimétu 10mM baklofénu. Saistita radioaktivitate tika mérita ar Skidruma
scincilacijas un luminiscences mériSanas aparatu 1450 Microbeta Trilux
(Wallac, Somija). Radioligandu saisti$anas pétijums veikts Latvijas Organiskas
sintézes institita Farmaceitiskas farmakologijas laboratorija (Radolfs
Mezapuke).

Lunasina spgja saistities ar dopamina receptoriem noteikta HEK293 $iinu
Itnijas $nu membranu suspensija, nosakot specifisko saistiSanos ar D;
receptoru, izmantojot [*H]SCH23390, un ieziméto [*H]raklopridu - ar D,
receptoru (Reinart-Okugbeni et al., 2013). Lunasina ietekme uz cAMF sintézi
novértéta HEK293 linijas dzivas $unds, izmantojot 'Epac’” biosensoru
(Mazina et al., 2012). P&tijums veikts Tartu universitates Kimijas institiita
Bioorganiskas kimijas laboratorija (Ago Rinken grupa).

Statistiska datu apstrade

legiito datu statistiska apstrade veikta, izmantojot datorprogrammu
GraphPad Prism v.5.00. In vivo eksperimentos atSkiribas starp pétijumu
grupam izvertétas ar vienfaktora ANOVA ar tai sekojoSiem multiplas
salidzinaSanas testiem (detalizétak skatit rezultatu sadala vai attiecigas
publikacijas I; II; ITT; IV; V). In vitro radioligandu saistiS8anas pétijumi veikti ar
2-3 paraléliem mérjjumiem un atkartoti vismaz divas reizes, iegiitie rezultati
atteloti, pozitivo atbildes vertibu normaliz&jot [1dz 100%. Visu pétljumu
rezultati uzskatiti par statistiski ticamiem pie p<0,05. Visas vertibas izteiktas
ka wvidgjais aritmetiskais + vidga standartklida (S.E.M.) vai vidgja
standartnovirze (S.D.).

Rezultati

Melanokortinu peptidu y1- un y2-MSH anksiogenie efekti etanola testos
paaugstinata X-veida labirinta (Publikacija I11)

Parbaudot y1- un y2-MSH efektus paaugstinataja X-veida labirinta,
novérojam, ka abi peptidi per se, ievaditi intracisternali devas 1 un 2
nmoli/pelei, ievérojami samazina atvertas platformas ieejas krustosanas skaitu.
5.A attgla tas izteikts procentos pret kop€jo platformu ieeju krustoSanas skaitu,
bet 5.B attéla atspogulots laiks, kas pavadits uz atvertas platformas, salidzinot
ar aCSF kontroles grupu. Deva 0,3 nmoli/pelei $adas pelu uzvedibas
izpausmes nenoveroja (5. att.). Abu peptidu efektivitate abas aktivajas devas
bija lidziga.
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5. attéls. y1- un y2-MSH (devas 0,3; 1,0 un 2,0 nmol/pelei/5pl) efekti uz izpétes
uzvedibu pelém paaugstinata X-veida labirinta. Atvértas platformas ieejas krustosanas
skaits, % (A) un pavaditais laiks uz atvertas platformas, % (B) tika uzskaitits 20 min péc i.c.
peptidu vai aCSF kontrolei ievadi$anas. Dati attéloti ka vidgja veértiba + S.E.M. *p<0,05,
**p<0,01 vs. attiecigd aCSF kontrole, vienfaktora ANOVA ar sekojosu Dunnetta multiplas
salidzinasanas testu.

Parbaudot y-MSH peptidu ietekmi uz akiiti ievadita etanola izraisitu
anksiolitisku darbibu paaugstinataja X-veida labirinta, atradam, ka y1-MSH un
v2-MSH deva 1 nmols/pelei samazinaja gan atvertds platformas ieejas
krustoSanas skaitu, gan procentuali pavadito laiku atvertaja platforma,
salidzinot ar etanola kontroles grupu. Turklat etanola izraisitos anksiolttiskos
efektus abi peptidi reversgja lidz kontroles Iimenim (6. att.).
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6. att€ls. y1- un y2-MSH (deva 1,0 nmol/pelei/5pl) ietekme uz izpétes uzvedibu
pelém, kas akiiti sapémusas etanolu, testéjot paaugstinata X-veida labirinta.
Atvertas platformas ieejas krustosanas skaits, % (A) un pavaditais laiks uz atvertas
platformas, % (B) tika uzskaitits 5 min ilgi. Etanols deva 2 g/kg vai fiziologiskais $kidums
kontrolei ievadits i.p. 45 min pirms, un peptidi vai aCSF kontrolei ievaditi i.c. 20 min pirms
test€Sanas X-veida labirinta. Dati att€loti ka vidgja vértiba + S.E.M. *p<0,05 vs. attieciga
aCSF kontrole; #p<0,01 vs. attieciga Etanola kontrole, vienfaktora ANOVA ar sekojosu
Dunnetta multiplas salidzinasanas testu.



Modelgjot etanola abstinences izraisitu anksiogénu uzvedibu, peles 10
dienas péc kartas san@ma etanola (2 g/kg i.p.) injekciju, un eksperimenta 12.
diena (divas dienas pe&c etanola vadiSanas partraukSanas) tika testetas
paaugstinataja X-veida labirinta.

1.tabula. y1- un y2-MSH efekti uz etanola abstinences izraisitu bailu tipa
uzvedibu paaugstinata X-veida labirinta testa pelem

Atvertas Platformu Atvértaja  Centralaja

Vielu ievadisana Deva (i.c. platformas  kopgjais ieeju  platforma  platforma

(i.c.uni.p.) ievadisanai) ieejas krusto$anas pavaditais  pavaditais
krustosana,% skaits laiks, % laiks, %

aCSF kontrole (+ fiz.8k., i.p.) aCSF, 5ul 42,85+1,78 14,21+0,51 13,6 £0,51 17,20+ 1,51

Etanola abstinences kontrole
(etanols, 2 g/kg, i.p.)

y1-MSH (+etanols, 2 g/kg, i.p.
y1-MSH (+etanols, 2 g/kg, i.p.
y1-MSH (+etanols, 2 g/kg, i.p.
y2-MSH (+etanols, 2 g/kg, i.p.
y2-MSH (+etanols, 2 g/kg, i.p.
y2-MSH (+etanols, 2 g/kg, i.p.

aCSF, 5ul 35,30 £ 1,69* 8,64 + 0,68* 6,78+ 0,54* 14,25+ 152*

0,3 nmol/5ul 33,13 + 1,72* 9,84 + 0,44* 6,73+ 0,45% 14,88 + 1,46*
1nmol/5ul 568054  7,74+063*  1,33+0,28**"" 14,32 +1,50*
2nmol/5ul  3,25+0,49***"  7,69+058%  1,12+0,14**" 13,78 +1,39*

0,3 nmol/5ul 36,99 + 1,84* 8,19 + 0,76* 6,38+ 0,52* 14,02+ 1,35*
1nmol/5ul  7,03+0,61%*  7,39+0,63%  1,22+0,22**"" 14,29 + 1,53*
2nmol/5ul  3,51+0,49%*""  7,40+£0,90* 1,18 +0,16**"" 14,18 + 1,55*

Etanola abstinenc€ eso$am pelém (2 dienas péc desmit dienu piespiestas alkoholizacijas,
etanols 2 g/kg i.p.) i.c. tika ievaditi y1- un y2-MSH (devas 0,3; 1,0 un 2,0 nmoli/pelei/5ul)
vai aCSF kontroles grupai. 20 min p&c peptidu ievadiSanas parbaudija uzvedibas reakcijas
paaugstinata X-veida labirinta testa 5 mintites. Kontroles grupas dzivnieki sanéma aCSF i.c.
un fiziologisko $kidumu i.p. etanola vietd 10 dienas. Dati att€loti ka vidgja vertiba + S.E.M.
*p<0,05, **p<0,01 vs. aCSF kontrole; *"p<0,01 vs. etanola abstinences kontroles grupa,
vienfaktora ANOVA ar sekojo$u Dunnetta multiplas salidzinasanas testu.

Etanola abstinencé esoSi dzivnieki uzradija ieverojamu samazinajumu
tados uzvedibas parametros ka laiks, kas pavadits atveértaja un centralaja
platforma (izteikts procentos pret kopgjo testa laiku), atvertas platformas ieejas
krusto$anas skaits, (izteikts procentos), un kopgjais ieeju krustosanas skaits,
salidzinot ar fiziologiska $kiduma grupu (1. tabula). Dzivnieki, kas bija
sanémusi y1-MSH un y2-MSH injekcijas devas 1 un 2 nmoli/pelei, potencéja
etanola izraistto reakciju samazinajumu: atvertas platformas ieeju krustoSanas
skaitu un laiku, kas pavadits atvértaja platforma (izteikts procentos), salidzinot
ar etanola abstinences kontroles grupu. Ta¢u deva 0,3 nmoli/pelei ne y1-MSH,
ne y2-MSH neietekmgja etanola abstinences izraisitos anksiogénos efektus (1.
tabula).
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Lunasina centralo efektu péfijumi, novertejot ta iespejamos darbibas
mehanismus (Publikacija 1)

Lunasina ietekmi uz lokomotoro aktivitati atvérta lauka testa novertgjam
ar video noveroSanas sistémas palidzibu péc peptida intracisternalas
ievadiSanas devas 0,1, 1 un 10 nmoli/pelei. Lunasins visas devas uzradija
ievérojamu horizontalas lokomotoras aktivitates samazinasanos, kas izpaudas
ka ievérojami isaka noieta distance, salidzinot ar kontroles grupu. Ipasi tas
izpaudas zemakaja test€taja deva 0,1 nmols/pelei, kad noieta distance
samazinajas par aptuveni 75% (p<0,001 vs. kontroles grupa). Savukart
lielakajas devas 1 un 10 nmoli/pelei efekts nepalielinajas, pat nedaudz
samazinajas (distance samazinajas par aptuveni 63%, p<0,01 vs. kontroles
grupa) (7. att.).

7. attéls. Lunasina ietekme uz

2000+ lokomotoro aktivitati CS7B1/6 pelu
£ 15004 téviniem atveérta lauka testa.
G Lunasins (Lun) ievadits devas 0,1, 1 un 10
g 10004 nmol/pelei/5Spl i..c.; aCSF ievaFHts.
S kontroles grupai (Kontr) 10 min pirms
@ 5004 testa. Horizontala lokomotora aktivitate
Q izteikta ka distance cm, kas noieta 5
0 minates. Dati att€loti ka vidgja vertiba +

Kontr Lun01 Lunl Lun10 S.E.M. **p<0,01 un ***p<0,001 vs.
Kontr, vienfaktora ANOVA ar sekojosu
Bonferroni multiplas salidzinasanas testu.

Lai noskaidrotu lunasina izraisitas hipoaktivitates c€lonus, izveélgjamies
zemiako aktivako peptida devu (0,1 nmols/pelei). ST deva ievérojami, aptuveni
par 40%, samazinaja amfetamina izraisito, hiperlokomociju (noietas distances
pieaugumu) (8.A att.), ka arT samazindja, aptuveni par 15%, apomorfina
izraistto stereotipiskas rapSanas jeb climbing uzvedibas intensitati (8.B att.).

Savukart ketamina izraisTtu lokomotoro aktivitati atverta lauka testa un
bikukulina izsauktas konvulsijas lunasins neietekmgja (dati nav attéloti).
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8. attéls. Lunasina ietekme uz amfetamina izraisito hiperaktivitati (A) un
apomorfina izraisito rapsanas uzvedibu (B) C57BV/6 pelu téviniem. Amfetamins
(Amf) deva 2,5 mg/kg ievadits i.p. 20 min pirms lunasina deva 0,1 nmol/pelei/5ul (Lun 0,1)
vai aCSF (Kontr) kontroles grupai i.c. ievadi$anas. Horizontala lokomotora aktivitate atvérta
lauka novertéta 10 min péc i.c. ievadiSanas un izteikta ka distance cm, kas noieta 5 min laika.
Apomorfins (Apo) 5 mg/kg ievadits s.c. 10 min pirms Lun 0,1 vai aCSF kontroles grupai i.c.
ievadisanas. Rap$anas uzvediba sakta novérot 5 min p&c i.c. ievadiSanas un uzskaitita ik pa
piecam minttém 30 mindtes ilgi. Dati att€loti ka vidgja vértiba + S.E.M. *p<0,05 un
*+*n<0,001 vs. Kontr; *p<0,05 un #p<0,01 vs. Amf (A) vai Apo (B), vienfaktora ANOVA
ar sekojoSu Bonferroni multiplas salidzinasanas testu.

Novérojam, ka deva 0,1 nmols/pelei lunasins izraisa loti izteiktu
katalepsiju (9. att), kas sakas jau 5 min p&c peptida ievadiSanas un turpinajas
30 min ilgi (un pat 60 min, dati nav atteloti). Pele kataleptiska pozicija
neizkustoties pavadija pat 30 sekundes. Tacu lunasina izraisita katalepsija
neattistijas, ja pirms peptida ievadija amfetaminu vai apomorfinu (9. att.).
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9. att€ls. Apomorfina un amfetamina ietekme uz lunasina izraisitu katalepsiju
C57BV/6 pelu teviniem. Apomorfins (Apo) deva 5 mg/kg ievadits s.c. 10 min un
amfetamins (Amf) deva 2,5 mg/kg ievadits i.p. 20 min pirms lunasina 0,1 nmol/pelei/5ul
(Lun 0,1) vai aCSF (Kontr) kontroles grupai i.c. ievadiSanas. Latentais periods, ko pele
pavadija neizkustoties no kataleptiskas pozicijas, tika mérits sekund€s un novértéts 5 un 30
min péc peptida ievadiSanas. Dati att€loti ka vidgja vertiba + S.E.M. ***p<0,001 vs. Kontr;

#p<0,01 vs. Lun 0,1, vienfaktora ANOVA ar sekojosu Bonferroni multiplas salidzinaganas
testu.
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Pétijumos HEK293 §iinu membranu suspensijas izmantoja specifisko
dopamina D radioligandu [*H]SCH23390, kura saisti§anas afinitate Ky bija
0,5 nM, un dopamina receptora D, radioligandu [*H]raklopridu, K4=0,7 nM.
Lunasins inhibgja D; radioliganda saistianos (K;= 60 = 15 uM) (10. attéls),
bet neietekméja D, liganda saistiSanos (dati nav attgloti).

HEK?293 Iinijas Stnas, kas ekspresé D; receptoru, lunasins inhib&ja 10
nM apomorfina (10 nM) stimulétu cAMF producésanos (pEC50=6,1 £ 0,3),
savukart D; specifiska antagonista SCH 39166 pECS50 vértiba bija 7,61 + 0,03.
Stinas, kuras ekspresgja D, receptoru, lunasina ietekmi lidz pat 100 uM
koncentracijai uz cAMF veido$anos nenoveérojam.

1001 - _ -
10. attls. Dopamina un lunasina

inhibgéjosa aktivitate attieciba pret
[3H]SCH23390 saistisanos D1
receptora producéjoso HEK293
$iinu membranas. Attéla paradi
rezultati no viena reprezentgjosa
eksperimenta. Inhibicijas konstantes
8 % M 5 aprékinatas no diviem atseviskiem
eksperimentiem: dopaminam Ki =36 + 7
puM un lunasinam Ki = 60 £+ 15 pM.
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Taurina un tauropirona salidzinosie efekti GABA receptoru liment
(Publikacija II)

In vitro pétijuma, izmantojot radioligandu saistiS$anas metodi, noteicam,
ka taurins saistas ar pelu smadzenu membranas GABA-A receptoru, izspiezot
[PH]GABA no saisti$anas vietam, ar afinitati ap 10 uM (K; = 1,013 x 10”° M)
(11.a attels). Turpreti tauropirons un DHP cikls neuzradija saistiSanos ar
GABA-A receptoru (11.a attéls). Visas tris pétitas vielas - taurins, tauropirons
un DHP parbauditajas koncentracijas no 0,1 nM Iidz 1 mM miisu pétijuma, kur
ka iezimétais ligands tika izmantots [°H]-CGP54626, neuzradija afinitati pret
GABA-B receptoru (11.b attéls).
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11. att€ls. Taurina (TAU), tauropirona (TRP), un DHP saistiSanas pie pelu
smadzenu membranas (a) GABA-A receptora, un Zurku smadzenu (b) GABA-B
receptora. Smadzenu membrana tika inkubéta ar 10 nM [*H]GABA (a) un ~2 nM [*H]-
CGP54626 (b), un TAU, TRP, un DHP koncentracijas 0,1 nM lidz 1 mM. Nespecifiska
saistiSanas noteikta 10 mM GABA (a) vai 10 mM bakloféna (b) klatbuitng.

In vivo pétijumos noteicam taurina, tauropirona un DHP cikla ietekmi uz
GABA-A receptora ligandu izraisitiem efektiem uz pelu uzvedibu.

Intravenozi pelém ievadot bikukulinu, pirmie miokloniskie krampji
paradijas bikukulina deva ap 1,2 mg/kg. Ka redzams 12.a attcla, taurins,
ievadits i.p. 60 min pirms bikukulina, visas testétajas devas 0,1, 1 un 10 mg/kg
antagonizé bikukulina efektu, kas izpauzas ka lielaka bikukulina deva, kas
nepiecie$ama, lai izraisitu krampjus. Taurins visspécigako efektu uzradija deva
0,1 mg/kg, kad bija nepiecieSsama gandriz dubulta bikukulina deva, lai
paraditos krampji, salidzinot ar kontroli. Savukart tauropirona ievadiSana
neietekméja bikukulina konvulsivo darbibu, bet DHP ievadiSana devas 0,1 un
10 mg/kg, bet ne 1 mg/kg, samazinaja bikukulina devu, kas izsauc krampjus
(12.a att.). Taurtnam, tauropironam un DHP per se 60 min iedarbibas laika Iidz
bikukulina ievadiSanai nenovéroja jebkada veida konvulsivu darbibu.

Taurins, tauropirons un DHP neviena no testétajam devam pasas par sevi
neuzradija miorelaks&josu efektu rot&josa stiepa testa (dati nav attéloti). Sis
vielas arT neietekmé&ja diazepama izraisito muskulu spéka pazemindjumu un
koordinacijas traucgjumus, kaut gan taurins deva 10 mg/kg uzradija tendenci
pagarinat diazepama efektu - laiku 11dz nokriSanai no rot&josa stiepa (12.b att.).

Ka redzams 12.c attela, taurins devas 1 un 10 mg/kg ieveérojami
samazinaja etanola izraistto guléSanas laiku. Lidzigu efektu vargja novérot péc
tauropirona ievadiSanas, bez tam deva 10 mg/kg vargja novérot visizteiktako
gulésanas laika samazinajumu. DHP ievadiSana pelém neietekmgja etanola
efektu Saja testa, ka arT paSas vielas 60 min iedarbibas laika neizraisija
gulgsanu.
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12. attéls. Taurina (TAU),
tauropirona (TRP) un 1,4-
dihidropiridina (DHP)
ietekme uz GABA-A
receptora ligandu izraisitu
uzvedibu pelem.
(a) Bikukulina (B) izraisiti
krampji. (b) Diazepama (D)
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TAU, TRP un DHP ievaditi
devas 0,1, 1,0 un 10 mg/kg
i.p. 60 min pirms B (0,1
mg/ml, i.v.) un E (4 g/kg 20%
8k., i.p.), un 60 min pirms
rotgjosa stiena testa. D (5
mg/kg, i.p.) ievadits 30 min
ol péc TAU, TRP vai DHP
STy lau T4y, sy e TRe TRo Py Y Ok Ok ievadisanas. Kontroles
O”?Z,,;jf 5% 04 ;2;010*0 0(25,,;0*0 %0 dzivnickiem ievadits
%% “ % fiziologiskais $kidums (F.3k.).
Dati atteloti ka vidgja vertiba
+ S.E.M. *p<0,05, **p<0,01,
***p<0,001 vs. attieciga
kontrole, vienfaktora ANOVA
ar sekojoSu Dunnetta
multiplas salidzinasanas testu
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Kartupelu sulas izraisitic GABAergiskie efekti (Publikacija V)

Bikukulins, ievadits i.v. deva ap 1,5-2 mg/kg peles astes lateralaja véna,
izsauc miokloniskus krampjus. Parbaudot Kkartupelu sulas ietekmi uz
bikukulina izsauktiem krampjiem, noveérojam, ka gan uz pusi atSkaidita, gan
neatSkaidita kartupelu sula, ievadita i.c. pirms bikukulina, uzradija ievérojamu
antikonvulsivu darbibu (13.A att.). Bez tam Kkartupelu sulas efekts uz
bikukulina krampju saksanas slieksni bija ievérojami augstaks, salidzinot ar
jau zinamam antikonvulsivam vielam diazepamu un GABA i.c. ievadisanu
(13.A att.). Ne tik specigu, bet arl statistiski ticamu bikukulina darbibas
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samazinajumu, tatad antikonvulsivu efektu, novérojam péc peroralas kartupelu
sulas ievadiSanas (13.B att.).
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13. attels. Kartupelu sulas pretkrampju darbiba péc i.c. (A) un peroralas (B)
ievadiSanas. Intracisternali kartupelu (Kart.) sula neat$kaidita un atSkaidita 1:2, diazepams
deva 25 pg/pelei un GABA deva 50 pg/pelei tika ievaditi 10 pl tilpuma 10 min pirms
bikukulina i.v. ievadi$anas. Kontroles dzivnieki sanéma fiziologisko $kidumu tada pat
tilpuma ka p&tamas vielas. Perorali kartupelu sula neat$kaidita un uz pusi atSkaidita ievadita
0,4 ml tilpuma 30 min pirms bikukulina i.v. ievadiSanas. Kontroles dzivnieki sanéma
fiziologisko §kidumu tada pat tilpuma. Dati attéloti ka vidgja vertiba + S.E.M. *p<0,05 vs.
attieciga bikukulina kontrole; *p<0,05 vs. atskaidita kartupelu sula; *p<0,05 vs. diazepams;
"p<0,05 vs. GABA, vienfaktora ANOVA ar sekojosu Dunnetta multiplas salidzinasanas
testu.

Pentaciklisko triterpenu - betulina, betulinskabes, lupeola farmakologiskie
efekti un GABAergiska komponenta loma tajos (Publikacija IV)

Triterpénu efektu noskaidro$anai in vivo sareZgijumus radija vielu slikta

_____

vielas ievadija tikai i.p. Parbaudot, ka $kidinatajs neietekmé bikukulina
darbibu, turpmak to izveélgjamies ka kontroli. Intracisternala betulina
ievadiSana visas test€tajas devas 10, 50 un 100 nmoli/pelei ieverojami
antagonizgja bikukulina efektu, kas izpaudas ka lielaka bikukulina deva, kas
nepiecieSsama, lai paraditos pirmie miokloniskie krampji (14.A att.). Lidzigi,
betulina ievadiSana i.p. devas 50 un 100 mg/kg samazinaja bikukulina krampju
efektu. Tacu ne betulinskabe, ne lupeols neuzradija ietekmi uz bikukulina
konvulsivo darbibu (14.B att.). Parbaudijam arT triterpénu ietekmi uz muskulu
speku un koordinaciju rotgjosa stiena testa. Ne betulins, ievadits i.c. vai i.p., ne
betulinskabe un lupeols, ievaditi i.p., neuzradija muskulus relaksgjosu efektu
(dati nav att€loti).
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14. attgls. Triterpénu ietekme uz bikukulina krampju izraiso$o darbibu pelem.

A. Betulins devas 10, 50 un 100 nmol/10ul/pelei vai kontroles grupai fiziologiskais $§kidums
(Fiz.8k.) ar 0,5% Tvina-80 $kidumu ievadits i.c. 15 min pirms bikukulina i.v. infuzijas. B.
Betulins (50 un 100 mg/kg), betulinskabe (50 un 100 mg/kg) un lupeols (50 mg/kg) vai
Fiz.8k./Tvins-80 ievaditi i.p. 30 min pirms bikukulina i.v. infuzijas. Dati att€loti ka vidgja
vértiba + S.D. *p<0,05 vs. Fiz.8k kontrole p&c i.c. ievadiSanas; “p<0,05 vs. Fiz.§k. + Tvins-
80 péc i.p. ievadisanas, vienfaktora ANOVA ar sekojoSu Dunnetta multiplas salidzinaSanas
testu.

Diskusija
y1- un y2-MSH pepfidu anksiogéna darbiba (Publikacija I11)

Si pétijuma mérkis bija noskaidrot y;- un y,-MSH funkcijas bailu
uzvedibas regulacija pelém paaugstinata X-veida labirinta testa, ka arl
parbaudit So peptidu ietekmi uz etanola anksiolitiskiem efektiem un etanola
abstinences izraisito anksiogéno uzvedibu.

Cik mums zinams, $is ir pirmais $§ada veida pétijums, kura identificéta y-
MSH peptidu (1 un 2 nmoli/pelei i.c.) anksiogéna darbiba X-veida labirinta:
peptidu ietekmé samazinajas atvertas platformas ieejas krustoSanas skaits un
kopgjais pavaditais laiks atvertajas platformas. Zemaka testéta deva 0,3
nmoli/pelei neietekm&ja pelu uzvedibu. Lai parliecinatos, ka iegttais efekts ir
tieSam anksioge€na darbiba, nevis katalepsijas izraisits mazkustigums, tiilit pec
X-veida labirinta testa veicam katalepsijas parbaudi. Katalepsiju neviena no
gadljumiem nenovérojam, kas liecina, ka y;- un y,-MSH tiesam izraisa
anksiogénu efektu.

Miisu pétijuma iegitie rezultati par y-MSH anksiogéno darbibu ir [idzigi
citu autoru iepriek$ atrastajiem datiem par o-MSH anksiogéno darbibu
(Vecsernyes et al., 2000; Kokare et al., 2006). Interesanti, ka lidzigi a-MSH
darbibai (Kokare et al., 2006), arT y,- un y,-MSH samazinaja etanola inducg&to
anksiolitisko efektu. Tadgjadi var domat, ka gan a-MSH, gan vy;- un y,-MSH
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pieder anksiogéno peptidu gimenei, kam ir liela nozime trauksmes un bailu
procesu regulacija.

Interesanti, ka abi peptidi ;- un y,-MSH (devas 1 un 2 nmoli/pelei, bet
ne 0,3 nmoli/pelei) pastiprindja etanola abstinences izraisito anksiogéno
darbibu, ko noverojam ka samazinatu atvertas platformas ieejas krustoSanas
skaitu un mazak pavaditu laiku atveértaja platforma, salidzinot ar etanola
kontroles grupu. Tadgjadi abi y-MSH peptidi uzradija pat pastiprinoSu jeb
sinergisku ietekmi uz etanola abstinences raditam pastiprinatam bailu sajitam
pelém.

Saja pétijuma iegiitajiem rezultatiem nevar noteikt viennozimigu y,- un
v>-MSH anksiogénas darbibas mehanismu. No vienas puses anksiogéno
darbibu var skaidrot ar y-MSH peptidu augstas afinitates saistiSanos ar
melanokortina receptora MC3R un MC4R subtipiem (Wikberg, 1999; Wikberg
et al., 2000; Schioth, 2001), kas licla méra lokaliz&jas mezolimbiskaja sistema,
kas savukart ir saistita ar emociju un atkaribas procesu regulaciju. Citos
petijumos (Kokare et al., 2006) ir uzsvérta MC4R loma, realiz§jot a-MSH
anksiogénos efektus, jo melanokortinu receptora 3. un 4. subtipa antagonists
HSO014 ir inhibgjis etanola abstinences izraisitos anksiogénos efektus. Sie
pétijumi lauj domat, ka ir kopigi mehanismi, kas nodrosina a- un y-MSH
peptidu anksiogéno darbibu, ka arT melanokortinu mijiedarbibu ar etanolu.

Tacu etanola abstinences izraisitas trauksmes jeb bailu reakcijas nevar
izslégt arT ne-melanokortinergiskos, galvenokart ar GABA-A un GABA-B
receptoriem saistitos mehanismus. Ari etanola efektus prioritari saista ar
GABAergisko sisttmu (File et al., 1991), kaut gan neizslédz kortikotropinu
izdalosa hormona (Dave et al., 1986) un serotonina receptora 1A subtipa (Lal
et al., 1991) nozimi. Savukart y-MSH centralas darbibas efektu izraisiSana
GABA un dopaminergisko efektu loma jau ir iepriek§ paradita (Klusa et al.,
2001; Jansone et al., 2004). Ta, pieméram, y;-MSH i.c. ievadiSana pelém
ievérojami samazindja etanola un diazepama izraisitu analgéziju (Klusa et al.,
2001).

v-MSH peptidu potencgjoso darbibu uz etanola abstinences izsauktam
trauksmes reakcijam vél var skaidrot ar vienadu etanola un y-MSH ietekmi uz
Stinas signalceliem, kas aktivé adenilciklazi un cAMF izraisitas reakciju
kaskades (Wikberg, 1999; Yoshimura et al., 2006).

Ta¢u kopuma var teikt, ka pirmo reizi paraditie y;- un y,-MSH
anksiogenie efekti, kas ir lidzigi a-MSH anksiogénajai darbibai (ko ieprieks ir
noveérojusi citi pétnieki), liecina par MSH peptidu (iesp&jams ari B-MSH)
endogéno lomu trauksmes un bailu procesu regulacija. Vel jo vairak, Sie
peptidi varétu but iesaistiti alkohola atkaribas un abstinences stavoklu
manifestacija. NepiecieSami v&l turpmaki pétijumi, kas lautu detalizetak
izprast melanokortinu peptidu ietekmi uz alkohola izraisitiem CNS
trauc€jumiem un to arst€Sanas iespgjam.
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Lunasina izraisitie centralas darbibas efekti: fokuss uz dopaminergisko
sistemu (Publikacija I)

No augiem izol&ta 43 aminoskabju atlikumu gara peptida lunasina sp&ja
Skersot hematoencefalisko barjeru (Hsieh et al., 2010) radija lielu interesi
parbaudit ta iesp&jamo ietekmi uz centralas nervu sist€mas funkcijam. Ievadot
peptidu tiesi pelu smadzen@s intracisternali, pirmo reizi paradijam, ka kimiski
sintezéts lunasins ietekm& CNS darbibu, izraisot izteiktu mazkustigumu un
katalepsiju pat loti mazas devas (piem., 0,1 nmols/pelei). Nemot véra, ka
katalepsijas stavoklis liclakoties realiz€jas caur dopamina receptoru
antagonismu (galvenokart caur dopamina receptora 2.subtipu jeb D,), tad
vispirms parbaudijam lunasina mijiedarbibu ar vielam, kuru pamata darbibas
mérkis ir dopaminergiska sisttma. Kad pelém ievadijam dopamina receptoru
agonistu apomorfinu, kur§ aktivé gan D;, gan D, receptora subtipus, un kur§
pelém izraisa stereotipisku rapsanas jeb kapsanas uzvedibu, tad novérojam, ka
lunasins samazina rap$anas uzvedibas intensitati tikai aptuveni par 15%.

Parsteidzosi, bet pétjjumos HEK293 Sinu membranu suspensijas
lunasins konkurgjosi inhib&ja D; radioliganda [PH]SCH23390 saistisanos ar D;
receptoru (Ki= 60 + 15 puM), bet neietekmg&a D, liganda [*H]rakloprida
saistiSanos ar D, receptoru. Ari parbaudot cAMF producésanos HEK?293
Stnas, kas ekspresé D; receptoru, lunasins inhib&ja apomorfina (10 nM)
stimulétu cAMF producgésanos (pEC50=6,1 + 0,3), kas ir tuvu D; specifiska
antagonista SCH39166 pEC50 aktivitatei (pEC= 7,61 + 0,03). Siinas, kuras
ekspres€ja D, receptoru, lunasina ietekmi uz cAMF veidoSanos nenovérojam
lidz pat 100 uM koncentracijai. Tadgjadi $ie in vitro dati lauj domat, ka
bitiskaka loma lunasina izraisito CNS efektu realizé$ana ir drizak D4, neka D,
receptoram.

Tomér lunasina darbibu dopaminergiskaja sistéma nevar attiecinat tikai
caur iedarbibu uz D; receptoru, jo katalepsijas testa gan apomorfins (dopamina
receptora agonists), gan amfetamins, kas ir dopamina izdalitajs (releaser),
pilniba novérsa lunasina izsauktas Kkatalepsijas attistiSanos. Bez tam
noveérojam, ka lunasins izteikti samazinaja (aptuveni par 40%) amfetamina
(vielas, ko izmanto Sizofrénijas modeléSanai) izraisito lokomotoro
hiperaktivitati, kas liecina, ka lunasina izraisito centralo efektu realizéSana var
bt iesaistiti ar intracelularie dopaminergiskie procesi. Nevar izslégt ar1 citus
intracelularos mehanismus, ja nem vera iepriek§ aprakstito lunasina pretvéza
darbibu, inhibgjot histona acetiltransferazi (de Lumen, 2005; Jeong et al.,
2007; Hernandez-Ledesma et al., 2011), pretiekaisuma efektu, supresgjot
transkripcijas faktoru NF-kappaB (de Mejia and Dia, 2009; Hernandez-
Ledesma et al., 2009), holesterola Itmeni pazeminoSo aktivitati, inhibgjot
HMG-CoA reduktazes génu (Galvez, 2012). Intracelularas darbibas
koncepcijai par labu runa citu autoru pétijumi, kuros atklats, ka lunasins var
tikt internalizéts $tna ar $anas adh&zijas motiva RGD (Arg-Gly-Asp) un C-
gala devinu asparaginskabju atlikumu palidzibu (Galvez et al., 2001).
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Saja pétijuma parbaudijam arT lunasina ietekmi uz citu neirotransmiteru
izraisitiem efektiem. Tacu lunasins neuzradija efektu uz NMDA receptora
antagonista ketamina lokomotoro aktivitati, ka arT neietekm&a GABA-A
receptora  GABA subvienibas antagonista bikukulina krampju izraisoSo
darbibu. Sie rezultati norada, ka glutamat- un GABAergiskajam sistémam nav
bitiskas nozimes lunasina izraisito efektu realizésana CNS.

Protams, Sie pirmo reizi iegiitie rezultati par peptida lunasina
centralajiem efektiem ir intrig€josi un izvirza nakosas darba hipotézes, lai
noskaidrotu lunasina iesp&jamo antipsihotisko un atkaribu mazinosu darbibu.

Taurina un tauropirona atskiriga saistiSanas ar GABA-A receptoru un
lidzigie anti-etanola efekti (Publikacija II)

Si pétijuma galvenais mérkis bija salidzinat farmakologiskos efektus
endog€nai s€ru saturoSai aminoskabei taurinam un tauropironam, kas ir 1,4-
dihidropiridina (1,4-DHP) atvasinajums, kam DHP gredzena 4. pozicija ar
peptidsaiti (-CONH-) pievienots taurins. Tauropirona dizaina pamata bija
doma, ka 1,4-DHP cikliska struktiira kalpos par nesgjmolekulu, kas atvieglos
taurna (kas ir izteikti hidrofila molekula) penetraciju  cauri
hematoencefaliskajai barjerai un nonakSanu smadzengs, lidz ar to nodrosinot
augstaku aktivitati neka ta piemit taurinam.

Tacu izradijas, ka taurina pievieno$ana DHP gredzenam ir izmainijusi
vielas kvalitativas IpaSibas, jo atSkirtba no taurina, kas sp&ja saistities ar
GABA-A receptora GABA saistisanas vietu (K; = 1.013 x 10° M) un kas
sakrit ar citu petnieku iegiitiem datiem (Frosini et al., 2003), tauropirons un
DHP cikls (kas kalpoja par references savienojumu) neuzradija saistiSanas
afinitati ar GABA-A receptoru. Var domat, ka bitisku lomu tauropirona
gadfjuma spélé izmainita molekulas geometrija/ konformacija, kas ir daudz
optimalaka taurinam, lai nodroSinatu ta saistiS8anos ar GABA receptoru.
Savukart ar GABA-B receptoru nesaistijas ne taurins, ne tauropirons, un ari ne
1,4-DHP gredzens.

P&tijuma ar1 parbaudijam un salidzinajam taurina, tauropirona un DHP
ietekmi uz GABA-A receptora ligandu - bikukulina (GABA subvienibas
antagonista), diazepama (benzodiazepinu subvienibas agonista) un etanola
(modulatoras subvienibas liganda) izraisitiem pelu uzvedibas efektiem. Mgs
izmantojam mazas taurina un tauropirona devas, tas ir, 0,1, 1 un 10 mg/kg,
kuras uzskatfjam par fiziologiski nozimigakam neka citos pétjjumos
izmantotas taurina devas, kas vidgji ir ap 100 - 200 mg/kg (Chen et al., 2004;
Kong et al., 2006; Wang et al., 2007). Savukart tauropironam ieprieks ir
atrasts, ka tas uzrada efektu devas 0,5, 1 un 5 mg/kg (Klusa et al., 1997,
Pupure et al., 2008). Saja p&tfjuma pirmo reizi paradijam, ka taurins arT mazas
devas, pat 0,1 un 1 mg/kg, uzrada antikonvulsivas ipasibas, antagonizgjot
bikukulina darbibu. Sis efekts apstiprina in vitro iegiitos rezultatus par taurina
sp&ju saistities ar GABA-A receptora GABA saistiSanas vietu. Miisu p&tijuma
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rezultati vismaz dalji parada, ka mazas taurina devas spg Skérsot
hematoencefalisko barjeru, pretgji iepriekS veiktajiem pé€tjjumiem un
postulatiem (Benrabh et al., 1995; Tamai et al., 1995), ka atra taurina iekl@iSana
smadzenés un efekta izpausmes ir iesp&jamas tikai péc lielu taurina devu
ievadiSanas. Kas attiecas uz tauropironu, kam neatradam saistiSanos ar GABA-
A receptoru, tas logiski neietekmgja ari bikukulina efektu. Tacu DHP, kas arT
nesaistijas ar GABA-A receptoru, uzradija vieglu bikukulinu potenc€josu
efektu, kas izpaudas ka mazaka bikukulina deva, kas nepiecieSama, lai
izsauktu krampjus. Sis viegli izteiktais konvulsogénais darbibas mehanisms
paliek neskaidrs.

Izmantojot diazepamu ka miorelaksgjoSu testvielu, noteicam, ka taurins,
tauropirons un DHP neietekmé diazepama darbibu rotgjosa stiena testa.
Iespjams, ka taurina zema saistiSanas sp&ja (50mM) ar GABA-A receptora
benzodiazepinu saistiSanas vietu (Malminen and Kontro, 1986) varetu
izskaidrot, kapéc taurins neiectekmé diazepama izraisitos efektus, lidzigi tas
varétu biit ar tauropirona gadijuma.

Loti pretruniga informacija atrodama par taurina ietekmi uz etanola
izraisitiem efektiem. Miisu pétijuma rezultati pirmo reizi paradija, ka taurins
mazas devas 1 un 10 mg/kg, kas ir zemakas neka citos pétfjumos minéts
(pieméram, 50, 100 un 200 mg/kg) (Olive, 2002), samazinaja etanola izraisttu
gul€Sanas laiku par aptuveni divam reizém. Tacu literatiira atrasti zinojumi, ka
taurins ievadits intracerebroventrikulari devas 7.5, 14 un 25 pmoli/kg zZurkam
pagarina etanola izraisitu gul€Sanas laiku (Mattucci-Schiavone and Ferko,
1985), bet, ievadits periféri, taurins mazina etanola sedativo efektu (Olive,
2002). Ipasa veériba pieversta taurina efektam uz alkohola patérinu. Ta taurina
ievadiSana devas 50, 100 un 200 mg/kg samazina akiitu etanola patérinu par 25
—40 % (Olive 2002).

Miisu pétijumos atradam, ka lidzigi taurinam tauropirons samazinaja
etanola izraisttu guléSanas laiku pelém aptuveni tris reizes. DHP gredzens
neuzradija ietekmi uz etanola darbibu. Spécigi izteikta taurina un tauropirona
darbiba salidzino$i zemajas devas uz etanola izraisita efekta antagonizé$anu
varétu biit §T petjjuma nozimigakais atklajums, tacu mehanismi, caur ko $is
efekts tiek izsaukts, v€l joprojam ir neskaidri. lesp&jams, ka pétitas vielas
mijiedarbojas ar kadu citu etanola saistiSanas vietu, kas ir atrastas ne tikai
heterogénaja GABA-A receptora proteina, bet ari glutamatergiskaja NMDA
(Salous et al., 2009), glicina (Crawford et al., 2007), serotonina receptora 3A
subtipa (Hu et al., 2006), nikotina tipa acetilholina (Narahashi et al., 1999) un
opiatu (Charness et al., 1983) receptora proteinos. Tapat nevar izsleégt, ka
taurins un tauropirons var ietekmét (aktiveét?) kalcija kanalus pretgji etanolam,
kas izraisa voltazas atkarigo kalcija kanalu blokeésanu (Twombly et al., 1990).

Salidzinot mazu devu taurina un tauropirona farmakologiskos efektus,
ieglitie rezultati kopuma liecina, ka dihidropiridina gredzena pievienosana
aminoskabei taurinam nav uzlabojusi molekulas farmakologiskos efektus un
pat pasliktinajusi vielas saistiSanas spgjas GABA-A receptoru Itment.
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Kartupelu sulas pretkrampju darbiba (Publikacija V)

Saja pétijuma pirmo reizi esam paradijusi, ka kartupelu sula uzrada
pretkrampju darbibu pelem caur GABAergisku mehanismu. Gan koncentrétas,
gan uz pusi atSkaiditas kartupelu sulas ievadiSana perorali vai intracisternali
pelem uzradija loti izteiktu pretkrampju efektu, antagoniz€jot bikukulina
darbibu. Bez tam intracisternali ievaditas kartupelu sulas efekts uz bikukulina
krampju sakSanas slicksni bija ievérojami augstaks, salidzinot ar zinamo
antikonvulsivo vielu diazepamu, ka arT ar pasu aminoskabi GABA.

Benzodiazepinu esamiba kartupelos jau bija vairakkart pieradita dazados
radioligandu saisti$anas un AESH (augsti efektivas $kidruma hromatografijas)
petijumos (Wildmann et al., 1988, Kavvadias et al., 2000). Masu pétijuma ar
AESH nelielos daudzumos kartupelu bumbulos tika atrasts benzodiazepins
diazepams, tacu kartupelu sula to neizdevas noteikt. Tas lava izteikt
pienémumus, ka kartupelu sula satur citas GABAergiskas vielas Radioligandu
saistiSanas pétijumos atrada, ka kartupelu sulai piemit spéciga konkurence ar
ieziméto GABA, uzradot daudzkart lielaku afinitati pret GABA saistiSanas
vietu neka pret benzodiazepinu saistiSanas vietu GABA-A receptora
(Saleniece, Promocijas darbs 2010). ST speciga saistiSanas ar GABA-A
receptora GABA saistiSanas vietu pamato kartupelu sulas izraisito pretkrampju
darbibu.

Pretkrampju efekts, ko ieguvam ne tikai p&c intracisternalas, bet arT pec
peroralas kartupelu sulas ievadiSanas peleém, lauj spriest, ka kartupelos eso$as
biologiski aktivas vielas, kuram piemit GABAergiska aktivitate, $kérso
hematoencefalisko barjeru. Diazepams ir termostabils benzodiazepins, kas
nezaud€ savas fizikali kimiskas ipaSibas varot (Jumaa and Muller, 2002),
lidzigi art GABA ir termostabila viela (Enna et al., 1977). Tap&c japatur prata,
ka ar termiski apstradati kartupeli var saturét benzodiazepinus, GABA vai
GABAergiskas vielas, kas var ietekmét smadzenu darbibu. Protams, Sobrid
pétijumos atrastie benzodiazepinu daudzumi kartupelu produktos, kas varétu
tikt uzpemti ar ikdienas partiku, ir loti mazi un iev€rojami zemaki par
benzodiazepinu terapeitisko devu robezam. Ta, pieméram, diazepama
terapeitiska deva cilvekiem ir 5-20 mg diena, bet kartupelu bumbulos
konstatetais diazepama un delorazepama daudzums bija apméram 250 ng/kg
(Wildman et al., 1988). Nemot véra Sobrid zinamo, dazado informaciju, vél
nevajadzetu izdarit fundamentalus secinajumus par ikdiena lietotu kartupelu
produktu ietekmi uz CNS.

Tacu misu pétfjuma rezultati pirmo reizi apstiprinaja, ka arT vienreizgja
kartupelu sulas ievadiSana izraisa pretkrampju darbibu un ietekmé
GABAergiskus procesus smadzengs. Visticamak §T ietekme ir devas un laika
atkariga, lidz ar to ilgstosa lielu daudzumu kartupelu produktu patéréSana var
ietekm@t galvena nomierino$a neirotransmitera darbibu CNS.

32



Betulina antikonvulsiva darbiba (Publikacija IV)

Saja pétijuma més pirmo reizi paradijam, ka lupana rindas triterpéniem
piemit atskirigi, caur GABA-A receptoru realizéti efekti in vitro un in vivo.
IpaSa nozime ir iepriek§ veiktajam (Saleniece, Promocijas darbs 2010)
pétijumam in vitro, kura konstat€ja, ka no parbauditajiem lupana rindas
triterpeniem tikai betulins saistas ar GABA-A receptoru, konkurgjot ar
ieziméto [PHJGABA par saisti§anas vietam. Savukart betulinskabe un lupeols
nekonkurgja ne ar benzodiazepinu  saistiSanas  vietas ligandu
[®H]flunitrazepamu, ne ar GABA saistiSanas vietas ligandu [°H]GABA.

In vivo pétijuma GABAergisko aktivitati noteicam, izmantojot GABA-A
receptora GABA saistiSanas vietas antagonistu bikukulinu, kura ievadiSana
izsauc miokloniskus krampjus. Atklajam, ka betulinam piemit antikonvulsiva
darbiba, jo tas inhib&a bikukulina izraisitos krampjus pelém gan péc
intracisternalas, gan p&c intraperitonealas ievadiSanas. Tacu betulinskabes un
lupeola ievadisana neietekméja bikukulina konvulsivo darbibu. Sis rezultats
labi saskan ar in vitro pétijumu par betulina sp&ju saistities ar GABA-A
receptoru. Ta ka betulins gan péc centralas (i.c.), gan péc periféras (i.p.)
ievadiSanas uzrada antagonistisku darbibu pret bikukulinu, tad visticamak, ka
betulins $k&rso hematoencefalisko barjeru un, saistoties ar GABA-A receptora
GABA saistiSanas vietu, veic savus efektus. Savukart novérojumi, ka
betulinskabe un lupeols neuzradija ietekmi uz bikukulina izraisitiem
krampjiem, arT saskan ar radioligandu saistiSanas datiem. ArT citi pétnieki ir
ieguvusi lidzigus rezultatus, kas rada, ka betulinskabe nesaistas ar GABA-A
receptoru (Zhu et al.,, 1996). Tacu informacija par betulina saistiSanos ar
GABA-A receptoru citu p&tnieku darbos nav atrodama.

Mgs art paradijam, ka pétitie triterpéni devu diapazona Iidz pat 100
nmoli/pelei i.c. vai 100 mg/kg i.p. neietekm& musku]u tonusu un motoro
koordinaciju rotgjosa stiena testa.

Kopuma, $is pétijums pirmo reizi apstiprina, ka betulins ietekmé GABA-
A receptora medigtus efektus. Lai arT betulinskabe un lupeols no betulina
atSkiras ar pavisam niecigam struktiiras izmainam, tie nesaistas ar GABA-A
receptoru, ka arT neietekmé bikukulina izraisitus krampjus pelém.

Cerams, ka iegtitie rezultati Jaus labak izprast betulina ietekmi uz CNS
darbibu, un veicinas jaunu, uz dabas produktu izmantoSanu balstitu zalu
dizainu, kura pamata izmantojamas betulina struktiiras modifikacijas.
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SECINAJUMI

1. Melanokortinu peptidi yl- un y2-MSH izraisa salidzinamu bailes
pastiprino$u uzvedibu pelém, samazina etanola anksiolitisko darbibu,
ka arf pastiprina etanola abstinences izraisito anksiogéno efektu. legitie
rezultati norada, ka S$ie melanokortinu peptidi pieder anksiogéno
peptidu gimenei, kam ir nozimiga endogena loma bailu/trauksmes
procesu regulacija.

2. Pirmo reizi esam paradijusi, ka peptids lunasins izraisa centralas
darbibas efektus, kas galvenokart izpauzas ka dzivnieku mazkustigums
un amfetamina un apomorfina efektu antagoniz€Sana. Lunasins uzrada
saistiSanas afinitati pret dopamina Dy, bet ne D, receptoru, kas norada
uz lunasinu ka iesp&jamu jauna tipa antipsihotisku peptidu.

3. Tauropirons atskiriba no taurina nesaistas ar GABA-A receptoru un
neizraisa antikonvulsanta darbibu, noradot, ka dihidropiridina gredzena
pievienoSana taurinam ir kvalitativi izmainijusi vielas ipasibas, kas
nepieciesamas, lai realizétu GABA-A receptora mediétus efektus. Tacu
taurins un tauropirons uzrada salidzinamu anti-etanola efektu, kas
liecina par kopigiem, bet ar GABAergiskiem procesiem nesaistitiem
signalceliem. Pretgji iepriek$ literatiira paustajiem apgalvojumiem par
taurina lielo devu (>100 mg kg) efektiem esam paradijusi taurina sp&ju
izraisit farmakologisku aktivitati CNS IimenT ari mazas devas (0,1 un 1

mg/kg).

4. Pirmo reizi esam eksperimentali paradijusi, ka kartupelu sula uzrada
antikonvulsanta aktivitati, kas lauj domat, ka kartupelu produktu
uznems$ana ar partiku var ietekmét GABAergiskai sistémai raksturigos
trankviliz€joSos procesus smadzengs.

5. Betulins (bet ne betulinskabe un lupeols) gan péc centralas, gan
periferas ievadiSanas pelém uzrada antagonistisku darbibu pret
bikukulinu, noradot uz betulina sp&ju penetrét smadzenu barjeras un
nonakt smadzenés, kur tas saistas ar GABA-A receptoru. Tadgjadi
betulina ka mode]savienojuma struktiiras elementi var tikt izmantoti
jauna tipa psihotropu zalu dizainam.
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