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levads

Vézis ir slimibu grupa, kam raksturiga genétisku mutaciju uzkrasanas un
nereguléta génu ekspresija, kas izraisa nekontrolétu $anu proliferaciju. Lai
nodro$inatu nepartrauktu augSanu, véZa S$tnam jaapmierina liels energijas
pieprasijums, jarazo biomasas pamatelementi un jasaglaba oksidéSanas-
reducéSanas lidzsvars. Tas tiek panakts, izmantojot ta saukto metabolisko
parprogrammesanu, kas ietver glikozes transporta un galveno glikolitisko
enzimu regulé$anu, veicinot aerobo glikolizi (Upadhyay et al., 2013). Turklat
mitohondrialais metabolisms ir vienlidz svarigs adenozina trifosfata (ATP)
razoSanai, apoptozes reguléSanai un audzgju attistibai (Zu and Guppy, 2004;
Weinberg et al., 2010; Fan et al., 2013; Weinberg and Chandel, 2015). Vé&za
Stnas uztur augstaku reaktivo skabekla savienojumu (ROS) limeni neka parastas
Stnas, tacu, neskatoties uz palielinatu antioksidantu kapacitati, ir jutigakas pret
papildu ROS veidosanos (Gorrini, Hariss and Mak, 2013).

Lidz ar seléna un seleénprotetnu lomu atklaSanu vielmainas un
antioksidantu sist€mas, ka arT progresu selénorganiskas kimijas joma, ir sakusies
intensiva jaunu organisko selénu saturoso zalvielu izstrade (Gandin et al., 2018).
Lai gan ka pretvéza agenti ir p&titas dazadas seléna savienojumu klases, nenemot
véra daudzsoloSus prekliniskus rezultatus, neviena selénorganiska viela nav
atradusi vietu aptiekas plaukta. Klinisko izmantosanu biezi ierobezo prasiba péc
lielam devam, kas izraisa toksisku seléenu saturoSu metabolitu uzkrasanos
(selenozi) un nopietnas blakusparadibas, pieméram, zalu izraisitu aknu
bojajumu, imtinsupresiju, anémiju un neauglibu (Johnson et al., 2008; Garbo
et al.,, 2022). Izplatita probléma selénu saturo$iem lidzekliem ir neskaidrs vai
tikai virspusgji pétits darbibas mehanisms, kas kavé konkrétas savienojumu
klases attistibas procesu (Lenarddo, Sancineto, and Santi, 2018; Chuai et al.,
2021). So problému risinasanai nepiecie$ama padzilinata izpratne par darbibas

mehanismu, nosakot objektivu molekularo mérki, ka arT jaunu selénu saturosu
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savienojumu ar augstaku antiproliferativo aktivitati atklasana, lai samazinatu
efektivo devu un selenozes risku.

Nesen atklata jauna selénorganisko savienojumu grupa — izoselenazolija
sali, heterocikliska sistéma ar Se-N* saiti (Arsenyan et al., 2015). Ir paradits, ka
§ie savienojumi ir prooksidanti ar augstu reag€tsp&ju, kas izraisa
dezoksiribonukleinskabes (DNS) dubultpavedienu bojajumu un uzrada lielisku
antibakterialu iedarbibu pret ESKAPE patogéniem (Arsenyan un Vasiljeva,
2017; Rendekova et al., 2017; Witek et al., 2017). Tomeér $o savienojumu
Kimijterapeitiskais potencials nebija izpétits. Saja promocijas darba ir aprakstita
izoselenazolija salu antiproliferativa aktivitate, struktiras un aktivitates
likumsakaribas pétfjumi, darbibas mehanisms, zinatniskie izaicinajumi un

atrastie risinajumi.

Darba meérkis
Izpetit izoselenazolija salu antiproliferativo aktivitati un molekularos
darbibas mehanismus, lai, veicot turpmakas strukturalas izmainas, palielinatu

efektivitati.

Darba uzdevumi

Promocijas darba mérka sasniegSanai izvirziti $§adi uzdevumi:

1. Novertet izoselenazolija salu citotoksicitati laundabigas un normalas
$tnu linijas.

2. Atklat izoselenazolija salu darbibas mehanismu un atrast
potencialos molekularos mérkus.

3. Izpétit  izoselenazolija  atvasindgjumu  struktiiras-aktivitates
likumsakaribas, pamatojoties uz in vitro farmakologiskas aktivitates

datiem.



Darba hipotéze
Modulgjot v&za metabolismu, aizvietotiem izoselenazolija hloridiem

piemit augsta antiproliferativa aktivitate.

Darba novitate

Promocijas darba aprakstita izoselenazolija salu antiproliferativa
aktivitate un ietekme uz véZa metabolismu. P&tfjuma ietvaros izstradata jauna,
uz fluorescenci balstita konkurjosas saistiSanas metode, lai noteiktu
savienojumu afinitati pret kardiolipinu, tadgjadi veicinot uz mitohondrijiem
meérketo savienojumu izpéti. Otras paaudzes izoselenazolija atvasinajumu
izstrades rezultata atklati efektivi duali PARP1 un PKM2 inhibitori. legitie
rezultati palidz8s turpinat fundamentalos pétijumus par PKM2 lomu véza
metabolisma un dod pamatu jaunas zalu kandidatu grupas ar unikalu molekularo
mehanismu izpétei. Petljuma novitati apliecina divi starptautiski patenti par
specifiskiem fluorescgjosiem kardiolipina markieriem un konkurgjosas

saistiSanas metodi, ka ari PCT pieteikums par jaunajiem PKM2 inhibitoriem.
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1. Rezultati
1.1. Izoselenazolija salu ietekme uz véZa metabolismu
1.1.1. Izoselenazolija salu citotoksicitate

Izoselenazolija salu 1-7 (1.1. att€ls) citotoksicitati noteica kriits véza un
normalas §tnas, izmantojot MTT testu (1.1. tabula). V&za $tnas visam vielam
bija augstaka citotoksiska aktivitate, salidzinot ar kontroles vielu Na;SeQs.
Savienojumu 1-7 ICsp vértibas bija Iidzigas doksorubicinam, tomér krits
karcinomas  (4T1) Stnas bija jutigakas pret jaunsintezStajiem
izoselenazolija saliem.

Lai noveértétu kondenséta heterocikla ietekmi uz citotoksisko aktivitati,
piridina fragments tika aizstats ar tiazola vai imidazola gredzeniem, iegiistot
attiecigas tiazolo- un imidazoloizoselenazolija heterocikliskas sisteémas. Tiazola
(6) vai imidazola (7) gredzenu ievieSana samazindja citotoksicitati audzgja
§tnas, tomér jaatzimée, ka savienojums 7 uzradija augstaku toksicitati normalas
§unas neka savienojums 6. Lai izpétitu kondens€to izoselenazolija salu

iespgjamos darbibas mehanismus, tika izveleti savienojumi 3, 6 un 7.

1.1. attels. Izoselenazolija salu 1-7 struktiiras
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1.1.2. Ietekme uz mitohondrialo elposanu un ROS veido$anos

Viens no svarigakajiem oksideéSanas-reduc€$anas procesiem $ina notiek
ETS mitohondrijos, kas arT ir galvena intracelularo ROS razosanas vieta. Ta ka
izoselenazolija sali H,O> klatbutng ir specigi oksidetaji, butiski bija noskaidrot
to ietekmi uz mitohondrialo funkcionalitati.

Vispirms tika noteikta savienojumu 3 un 6 ietekme uz kompleksa I (no
NADH atkarigiem) un kompleksa Il (no sukcinata atkarigiem) celiem. Abas
vielas no koncentracijas atkariga veida kaveja mitohondrialas elposanas atrumu
un palielinaja H>O, veidoSanos Cl substratu (gan piruvata un malata, gan
glutamata un malata) klatbitné (1.2. A un B attéls). Turklat netika novérotas
nozimigas mitohondriju funkcijas izmainas ar CII saistita OXPHOS stavoklt.
Neskatoties uz savienojumu aktivitates atskiribu, visizteiktako H202/O attiecibas
palielinasanos izoselenazolija salu 3 un 6 klatbGitné novéroja, kad piruvats un
malats tika izmantoti ka substrati (1.2. C attéls). legitie rezultati liecingja, ka
izoselenazolija sali, visticamak, ietekm& no piruvata atkarigo mitohondrialo
metabolismu.

Lai noteiktu, vai novérotie izoselenazolija salu efekti saistiti ar ietekmi
uz metabolisko celu, atkarigu no piruvata, bet ne ar tieSu CI kavéSanu,
mitohondriju funkciju permeabilizétas krits v€za Sunas (4T1) novertgja
savienojumu 3, 6 un 7 klatbutné (1 uM). Lai gan tikai savienojums 6 samazinaja
skabekla patérinu OXPHOS stavokli piruvata un malata klatbutné (1.3. A un
E attéls), savienojumi 3 un 6 ievérojami samazindgja OXPHOS sajiig8anas
efektivitati (1.3. B attéls). Cita no NADH atkariga CI substrata glutamata
pievienoSana kompensgja elpoSanas samazinaSanos piruvata un malata
klatbutng, par to liecinaja palielinats glutamata plismas kontroles faktors
(raksturo individuala substrata/cela ieguldijumu ETS darbiba). Ta ka rotenona
pliismas kontroles faktors netika samazinats, rezultati liecina, ka izoselenazolija

sali tiesa veida nekavé Cl.
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1.3. att€ls. 1zoselenazolija salu 3, 6 un 7 ietekme 1 pM koncentracija uz
mitohondrialo elpo$anu permeabilizétas 4T1 §anas. A) elpo$anas atrums;
B) pliismas kontroles faktori; C) H20: razo$anas atrums; D) H20,/0O
attieciba;

E) reprezentativais respirometrijas eksperiments (zal§ — kontrole, DMSO,
sarkans —sav. 6); F) H2O2 razoSanas atruma mérijums
(gaisi zal$ — kontrole, DMSO, violets — sav. 6)*

* Cl — komplekss I; Cll — komplekss Il; LEAK — elpoSanas atrums nefosforilgjosa
miera stavoklt; OXPHOS — oksidativas fosforiléSanas stavoklis; P — piruvats; M —
malats; G — glutamats; S — sukcinats; Rot — rotenons, AmA — antimicins A. OXPHOS
sajligSanas efektivitate tiek aprekinata ka 1-elpoSanas kontroles attieciba™. Plismas
kontroles faktors raksturo individuala substrata/metaboliska cela ieguldijumu ETS
darbiba. Rezultati ir paraditi ka vidgjais + SD no 3 1idz 4 neatkarigiem eksperimentiem.
Statistiski nozimiga atskiriba (*) tika uzskatita, kad p < 0,05 (ANOVA dispersija
analize), salidzinot ar kontroles grupu (DMSO).

15



Visi tris parbauditie izoselenazolija atvasinajumi 3, 6 un 7 izraisija
talitéju un butisku H>O; razosanas atruma un H0,/O attiecibas palielinasanos
no piruvata atkariga OXPHOS stavoklt (1.3. C, D un F attels). Visizteiktaka bija
savienojuma 6 ietekme uz H,0, razosanas atrumu un H,O,/O attiecibu (attiecigi
pieaugums 2,3 un 2,8 reizes). Kopuma iegitie rezultati liecina, ka kondensgtie
izoselenazolija sali kave no piruvata atkarigo mitohondrialo elpoSanu un veicina

ROS veidosanos.

1.1.3. Ietekme uz NAD* homeostazi

NAD* un ta metaboliti tieck izmantoti vairakos §Ginu procesos, un to
Itmenis ir kritisks véza Stnu proliferacijai (Houtkooper et al., 2010; Poljsak,
2016; Zhu et al., 2019; Katsyuba et al., 2020).

Savienojumi 3 un 6 samazinaja NMN Iimeni MCF-7 §uinas attiecigi par
33 % un 26 %. Turklat savienojums 3 bitiski samazinaja NAD* un NADH
limeni par 59 % un 33 %, ta rezultata NAD*/NADH attieciba tika samazinata
par 38 % (1.4. A un B attgls). Savienojums 6 samazinaja NAD* limeni par 25 %,
neietekm&jot NADH daudzumu vai NAD*/NADH attiecibu $tnas. Atskiriba no
savienojuma 6 savienojums 7 samazinaja NADH Iimeni, neietekm&jot NAD*
koncentraciju, un rezultata palielinagja NAD*/NADH attiecibu. Savukart
NAMPT aktivitate netika butiski ietekméta, un tikai imidazoloizoselenazolija
sals 7 samazinagja NAMPT aktivitati (par 31 %) 2 uM koncentracija
(1.4. C attels).

Kopuma Sie rezultati liecina, ka kondensgtie izoselenazolija sali ietekmé
NAD* homeostazi kriits audzgja $unas, tacu neaizskar esosu NAD* parstradi

(angl. salvage pathway).
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1.4. attels. Izoselenazolija salu 3, 6 un 7 ietekme uz NMN, NAD*, NADH
Iimeniem un NAMPT aktivitati MCF-7 $anas. A) NMN, NAD* un NADH
koncentracijas; B) NAD*/NADH attieciba; C) 3, 6 un 7 (2 pM)
ietekme uz NAMPT aktivitati*

* Rezultati ir paraditi ka vid&jais + SD (n = 6). Statistiski nozimiga atSkiriba (*)
tika uzskatita, kad p < 0,05 (ANOVA dispersija analize),
salidzinot ar kontroles grupu (DMSO).

1.1.4. Poli(ADP-ribozes)polimerazes 1 inhibgjosa aktivitate

Poli(ADP-ribozes)polimerazes (PARP) enzimi tiek aktivizeti péc
parmériga DNS bojajuma un dramatiski samazina NAD* Iimeni pat lidz 20—
30 % no normala Itmena. (Houtkooper et al., 2010). Ta ka izoselenazolija sali
ietekm&ja NAD* homeostazi, bija svarigi parbaudit, vai tiek moduléta PARP
aktivitate. Parsteidzosi, tika konstatets, ka savienojumi 3 un 7 inhib&ja PARP1
ar 1Cs=0,970+0,030 un 0,880 + 0,010 uM, savukart savienojums 6 bija
visaktivakais ar ICso = 0,140 + 0,010 uM. Lidz ar to NAD" koncentracijas

samazinasanas nav saistita ar PARP1 parmérigu aktivaciju.

1.1.5. Mijiedarbiba ar kardiolipinu

Kardiolipins (CL) ir unikals fosfolipids, kas sintez&ts un lokaliz&ts ieks&ja
mitohondriju membrana (IMM), kur veido aptuveni 20 % no kopgja IMM
fosfolipidu kopuma. Tagad ir plasi atzits, ka CL ir svariga loma mitohondriju

membranas morfologija, stabilitaté, dinamika un tas nepiecieSsams vairaku
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mitohondriju membranas proteinu, pieméram, ETS kompleksu un citohroma ¢
(cyt c), optimalai aktivitatei (Paradies et al., 2019).

Lai parbauditu, vai kondens@tie izoselenazolija sali tiesa veida
mijiedarbojas ar CL, tika noteikta savienojuma 6 mijiedarbiba ar CL/1,2-
dioleoil-sn-glicero-3-fosfoholina (DOPC) liposomam. Savienojuma 6 spektra
(1.5. A attels) ir redzami asi protonu signali ar skaidri atSkiramam spinu
mijiedarbibam. DOPC liposomu klatbiitné savienojuma 6 signali aromatiskaja
regiona tika paplasinati un spinu mijiedarbibas netika atrisinatas. Tas varétu
noradit uz vaju mijiedarbibu starp savienojumu 6 un DOPC liposomam vai
alternativi — rezonanses izmainas varetu biit saistitas ar izmainitu molekularo
vidi (liposomu dispersiju). Parsteidzo$i, CL saturoSu liposomu klatbGitng Sie

signali tika paplasinati vél vairak.
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1.5. attéls. Mijiedarbiba starp savienojumu 6 un CL. A) savienojuma 6
(augsa), 6 un DOPC (vidii), 6 un DOPC ar CL (apaksa) 600 MHz 'H KMR
spektrs 90 % H20/10 % D»0O, D18 HEPES, pH = 7,4 (paradits palielinats
aromatiskais regions); savienojuma 6 un DOPC (B) un CL/DOPC (C)
saistiSanas izotermas un kalorimetriskas titréSanas liknes

Sos rezultatus apstiprinaja arf dati, kas iegati ar izotermiskas titréSanas
kalorimetrijas (ITC) palidzibu (1.5. B un C attéls). DOPC liposomu titré$ana ar
savienojumu 6 neizraisija nekadu siltuma izdali$anos, un saistiSanas pazimes

nenoveéroja. Turprett negativa siltuma plisma, kas noverota p&c katras
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savienojuma 6 injekcijas, noradija, ka izoselenazolija katjona-CL mijiedarbibu
pavadija entalpijas samazinasanas. Sie rezultati liecinaja, ka savienojums 6
saistas ar kardioliptnu vienkarSota mitohondriju membranas modeli. Tomer liela
energijas izdaliSanas, ka arT plasie un asimetriskie piki nelava precizi noteikt
savienojuma 6 saistiSanas afinitati.

Saja pétijuma posma PARP1 un CL identificéti ka potencialie
izoselenazolija salu molekularie mérki. Lai parbauditu PARP1 inhib&joso
aktivitati lielam savienojumu skaitam, var izmantot komerciali pieejamu testa
komplektu, tom&r precizas metodes, lai noteiktu savienojumu afinitati pret CL,
nebija. Tapéc, lai veicinatu progresu darbibas mehanisma izp&te, pétijums tika
turpinats ar jaunas metodes izstradi, lai biitu iesp&jams noteikt savienojumu

afinitati pret CL.

1.2. Jauna, pret kardiolipinu specifiska fluorescéjosa

markiera izstrade

Petit saistiSanos ar CL ir svarigi, meklgjot jaunus, uz CL meérké&tus
mitohondrialo funkciju modulatorus un antibakterialos lidzeklus, ka ari lai
noveértétu zalvielu potencialo mitohondrialo toksicitati, kuru var izraisit
mijiedarbiba ar CL.

Pagajusa gadsimta 80. gadu sakuma tika atklata fluoresc€josa krasviela
10-N-nonilakridins oranzais (NAO), kuru izmantoja selektivai CL detektesanali
un mitohondriju vizualizacijai (Mileykovskaya et al., 2001). Tom&r NAO ir
butiski trikumi, I1dz ar to ierobezota izmanto$ana gan kvantitativaja analize, gan
konkurgjosas saistiSanas testos. Precizak, NAO fluorescences intensitate ir
salidzino$i zema un nestabila zemas $kidibas d€l, tam ir zems fotoluminiscences
kvantu iznakums (®) un neliela fluorescences intensitates atskiriba starp brivo
NAO un CL-NAO kompleksu.
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Cits komerciali pieejams fluorescgjosais markieris, kas ir specifisks pret
CL, ir TTAPE-Me. Tas veido fluorescgjosu kompleksu ar CL, ta¢u §1 kompleksa
fluorescences intensitate ir loti zema (Chen et al., 2015), lidz ar to kvalitativu
rezultatu ieghisanai ir nepiecieSami lieli parauga un markiera daudzumi. Vel
viens bitisks trukums ir tas, ka TTAPE-Me saistas ar CL tikai elektrostatiski.
Natrija joni konkuré ar markieri, tatad TTAPE-Me nav iesp&jams lietot
konkurgjosas saistiSanas petijjumos.

Tadge] ir vajadzigs stabilaks un jutigaks markieris, kuru batu iesp&jams
lietot CL koncentracijas merijumiem, ka ari vienkar$a metode, lai varétu realiz&t
biologiski aktivo savienojumu skriningu un kvantitativi raksturot saistiSanas
afinitati. ST iemesla dgl ir jauzlabo fluorescgjosa markiera $kidiba, stabilitate,

fotoluminiscences kvantu iznakums un fluorescences intensitate.

1.2.1. Jauna, pret kardiolipinu specifiska fluorescejosa

markiera sintéze

Lai atrisinatu iepriek§ min€tas problémas, petijums tika versts uz NAO
fizikokimisko ipasibu uzlabo$anu. Sakuma uzmaniba tika pievérsta §kidibas un
stabilitates jautajumiem. Bija zinams, ka N* katjonam ir iz8kiro$a nozime vielas
mijiedarbiba ar CL fosfatu grupam, taja pasa laika ir jasaglaba alkilkedes
lipofilitate, lai savienojums varétu veidot hidrofobas saites ar CL taukskabju
keédem (Rodriguez et al., 2008). Acimredzot NAO hidrofoba alkilkéde negativi
ietekmé ta skidibu un §1 iemesla del tika modificéta.

Akridina oranza (AO) alkiléSana notiek 1éni (24-72 stundas), ar zemu
konversiju un ar vairaku blakusproduktu veidosanos, ko var izskaidrot ar
3,6- dimetilaminoakridinija salu demetiléSanu ilgstosas karsé$anas laika. Lai
samazinatu reakcijas laiku, tika izmantoti aktivakie alkiléjoSie agenti — in situ
iegutie dialkilkarbonati, sulfati un trialkilfosfati, kuri bija parbauditi toluola,

ksilola un dihlorbenzola attieciga skidinataja virSanas temperatiira. Parsteidzosi,
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tika konstatéts, ka AO kvaternizacija ar 1-bromnonanu vai 1-jodnonanu
dihlorbenzola 170 °C un 2 ekviv. Na;COs klatbutné lava palielinat konversiju
lidz 91 un 98 % bez ieverojamas demetilétu blakusproduktu veidoSanas
(1.6. attéls). ST metode lava iegiit dazadus kvaternizétus akridinija salus ar
labiem iznakumiem un augstu tiribas pakapi (> 96,5 %, AESH).

Lai palielinatu fluorescgjosa markiera $kidibu tidens vide, nezaudgjot
lipofilitati, tika izmantots (3-jodpropil)trimetilsilans. Iegutajam akridinija
atvasingjumam 12 ar 3- (trimetilsilil)propilgrupu bija piecas reizes liclaka
Skidiba 20 mM HEPES (pH =7,4) buferi, salidzinot ar NAO, un labaka
stabilitate 24 stundu laika. Turklat 3- (trimetilsilil)propilgrupas ievie$ana
nedaudz palielinaja @, salidzinot ar NAO (attiecigi 18,7 % un 15,5 %), bet,
neskatoties uz to, ka @ pieaugums bija neliels, fluorescences intensitate (FI)

palielinajas par ~ 30 %.

RI Nal I
N A
Heac0s %’ RaCOs ¥ %—'
Me,N N NMe; Me,N N* NMe,
Nal I‘?

Na,CO3

8-12
1.6. att€ls. Savienojumu 8-12 sintéze*
* Reakcijas apstakli: alkiljodids, dihlorbenzols, 170 °C, Na2COs (2 ekviv.).
8, R = metil, 98 %; 9, NAO, R = nonil, 77 %; 10, R = dodecil, 76 %;
11, R = 3-(trimetilsilil)propil, 97 %; 12, R = 3- silatranilpropil, 14 %.

Ir pieradits, ka azetidinilgrupas ievieSana lidzigas heterocikliskas
sistémas ieverojami palielina @, iesp&jams, kavéjot Caii—N saites pagriesanu un
traucgjot izgriezta iek§molekulara ladina parneses stavokla veidoSanai (Grimm
etal., 2015). Lai to apstiprinatu, dimetilaminogrupas 3. un 6. pozicijas akridinija

sals struktiira tika aizstatas ar cikliskam aminogrupam.
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Savienojumi 14-17 tika sintez&ti no savienojuma 13, izmantojot palladija
katalizeto Skérsametinasanas reakciju ar cikliskajiem aminiem. Talak tie tika
kvaternizgti, izmantojot ieprieks izstradato metodi ar atbilstoSo alkiljodidu
natrija karbonata klatbGitng, lai iegiitu akridinija jodidus 18-25 (1.7. attéls).

Ka jau bija gaidams, AO analogi 18-20 ar azetidinilgrupam uzradija
Cetras reizes augstaku @ (> 60 %) neka NAO (1.2. tabula). Ar pirolidinu
aizvietotais akridinija sals 23 uzradija vid&ju @ (40 %), bet akridinija saliem ar

piperidil- un morfolilgrupam 24 un 25 bija loti zems @, attiecigi 2,7 % un 6,8 %.

R
14417 18-25

|-
X a X b A
Z pZ +
TfO N OTf RyN N NRy R:N N NR;
13

1.7. att€ls Akridinija salu 18-25 sintéze*

* Reakciju apstakli: a) cikliskais amins (3 ekviv.), Pd(OAC)2 (25 mol-%),
BINAP (30 mol-%), Cs2COs (4 ekviv.), ksilols, virSanas temperatiira, 16h; b) R™-I,
Na2COs, dihlorbenzols vai toluols, virSanas temperatiira, 10-40 min.

14, NR2 = azetidinil, 69 %; 15, NR2 = pirolidil, 54 %; 16, NR2 = piperidil, 65 %;
17, NR2 = morfolil, 67 %; 18, NR2 = azetidinil, R* = CHs, 75 %; 19, NR2 = azetidinil,
R = CDs, 89 %,; 20, NR2 = azetidinil, R* = MesSi(CH2)s3, 61 %; 21, NR2 = azetidinil,
R™ = CoHug, 76 %; 22, NR2 = azetidinil, R = C12H2s, 54 %; 23, NR2 = pirolidil,
R™ = MesSi(CHz2)s, 98 %; 24, NR2 = piperidil, R* = MesSi(CH2)s, 59 %;

25, NR2= morfolil, R* = MesSi(CH2)3, 63 %.

Atvasinajumiem ar azetidinilgrupam un metil- vai
3-(trimetilsilil)propilgrupu 10. pozicija bija visaugstakais @, bet alkilkédes
pagarinajums to samazindja. Tapeéc turpmakiem pétjjumiem tika izveleti

akridinija jodidi 18 un 20.
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NAO analogu fotoluminiscentas ipasibas

1.2. tabula

Savienojums R R’ D, % | habs/Aem, NM
9 (NAO) MezN CoHuo 15,5 497/529
12 MezN MesSi(CH2)s 18,7 491/529
18 7 CHs 59,9 498/529
19 ] CDs 615 498/529
20 7 MesSi(CH2)s 60,7 497/529
21 i CoHio 47,9 498/529
22 7 Ci2Hzs 16,1 496/529
23 NQ MesSi(CH2)3 40,0 511/529
24 “O MesSi(CH2)s 2,7 484/547
25 R MesSi(CHz) 6,8 488/547
&O 3 2)3 )

Ka bija paredz&ts, N-metil aizvietots diazetidinilakridinija jodids 18 bez

hidrofobas alkilkédes nespgj izveidot stabilu kompleksu ar CL, ko apstiprinaja

FI palielinajums par 13 % 10 min. laika p&c savienojuma pievienosanas pie CL.

Savukart savienojuma 20 un ta kompleksa ar CL fluorescences intensitate

buferskiduma bija stabila vismaz 30 min. atikiriba no NAO. So faktu varétu

izskaidrot ar aptuveni piecas reizes labaku Skidibu (0,188 mg/ml pret

0,041 mg/ml NAO gadijuma). Ir svarigi atzZimét, ka savienojums 20, tapat ka
NADO, saistijas ar CL specifiski (1.8. attgls).
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1.8. attels. Savienojuma 20 un NAO mijiedarbiba ar fosfolipidiem

Turklat savienojums 20 tika veiksmigi izmantots mitohondriju
vizualizacijai dzivajas $unas (1.9. attéls). Salidzinagjumam, mitohondriji tika
iekrasoti ar komerciali pieejamu krasvielu MitoTracker Deep Red, lai
apstiprinatu savienojuma 20 mitohondrialo lokalizaciju. Savienojuma 20
fluorescentais signals precizi parklajas ar MitoTracker Deep Red signalu un
butiski neparklajas ar citiem organoidiem.

Lidz ar to savienojums 20 tika izv€lets ka fluoresc€josais markieris CL
kvantitativajai analizei un konkur&josas saistiSanas testa izstradei, lai noteiktu

biologiski aktivo vielu saisti$anas afinitati pret CL.

24



5pm

1.9. attéls. A) savienojuma 20 (100 nM) lokalizacija cilveka
melanomas $anas (A2058); B) mitohondriji A2058 §unas, iekrasoti
ar MitoTracker Deep Red (200 nM); C) reprezentativs savienojuma 20
un MitoTracker Deep Red kolokalizacijas attels

1.2.2. Kardiolipina kvantitativa analize

Vispirms tika veikta CL kvantitativa analize CL/DOPC liposomalaja
modeli: savienojumu 20 titr&ja ar CL 0,05-8 pM koncentracijas, iegtistot linearu
(R?=10,9930) regresijas likni (1.10. A attéls). Ta ka CL atrodas galvenokart
mitohondrijos, izmantojot kalibrésanas liknes, ieglitas ar liposomaliem CL
Skidumiem, CL daudzums tika noteikts mitohondrialas frakcijas, izolétas no
dazadam $tnu linijam. Ka negativu kontroli izmantoja cilvéka eritrocttu lizatu,
jo cilvéka eritrocitos nav mitohondriju un tie nesatur CL. Paraleli CL
koncentracija tika noteikta ar TTAPE-Me un iegiitie rezultati salidzinati ar
rezultatiem, ieghtiem ar savienojumu 20, izmantojot Stjudenta t-testu
(1.10. B attéls). Visas parbauditajas $tunu linijas netika konstattas statistiski
nozimigas at8kiribas starp rezultatiem, iegiitiem ar savienojumu 20 vai TTAPE-
Me (p > 0,37, Stjudenta t-tests). Turklat CL netika konstatgéts eritrocitos, tadgjadi
apstiprinot savienojuma 20 selektivitati pret CL.

Kardiomioblasti (H9C2) ir bagati ar mitohondrijiem un satur relativi lielu
CL daudzumu (26,6 + 3,7 nmol/mg prot.). Parsteidzosi, véza §unu linijas un
§tnu linijas ar augstu proliferé$anas atrumu tika atrasts salidzinams vai pat

lielaks CL daudzums.
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1.10. attels. A) 20 un NAO (16 uM) titrésana ar CL/DOPC liposomam
20 mM HEPES buferi, pH = 7,4; B) CL koncentracijas mitohondrialas
frakcijas, izolétas no Stinu lizatiem; C) CL koncentracijas mitohondrialas
frakcijas, izolétas no C57BI/6J pelu audu homogenatiem™

MDA-MB-231

*n = 3-5. Visos gadijumos p > 0,05 (Stjudenta t-tests).

Visaugstaka CL koncentracija (108,5 +16,0 nmol/mg prot.) starp
pétitajam S§tnu linijam tika konstatéta peles resnas zarnas karcinomas $iinu
mitohondrijos (CT-26), kas atbilst zinojumam par paaugstinatu CL limeni resnas
zarnas véza gadijuma (Zichri et al., 2021).

Nakamais solis bija pieradit, vai ir iesp&jams izm&rit CL koncentraciju
mitohondrialas frakcijas, kas izol&tas no dzivnieku audiem. Mitohondrialas
frakcijas tika izol&tas no veselu C57Bl/6J pelu sirds, nieru un smadzenu audu
homogenatiem, un CL koncentracijas tika noteiktas ar ieprieks aprakstito metodi
(1.10. C attels). Saja gadfjuma ari netika konstatétas statistiski nozimigas
atskiribas starp CL koncentracijam, kas iegiitas ar savienojuma 20 vai TTAPE-

Me palidzibu (p > 0,44, Stjidenta t-tests). Pelu sirds un nieru mitohondriji

26



saturéja 1idzigu CL daudzumu (37,49 + 8,69 un 33,95 + 5,32 nmol/mg prot.).
Ieprieks publicgtajos datos (Grevengoed et al., 2015; Pennington et al., 2019)
secinats, ka CL koncentracijas peles sirds mitohondrijos ir zemakas (15—
20 nmol/mg prot.), un to var izskaidrot ar iespgamiem CL zudumiem
ekstrakcijas un atdaliSanas laika. Interesanti, ka CL koncentracija pelu smadzenu
mitohondrijos (66,11 + 5,78 nmol/mg prot.) bija gandriz divreiz augstaka neka
sirdi un nierés. leglita vértiba bija nedaudz augstaka par iepriek§ zinoto
(52,7 = 4,5 nmol/mg prot.) (Kiebish et al., 2009), ko arT var izskaidrot ar lipidu
ekstrakcijas soli pirms CL noteik$anas vai CL limena svarstibam starp dazadam
pelu sugam.

Apkopojot iegiitos datus, secinats, ka sintez&ta fluoresc€josa krasviela 20
ir piemerota atrai un vienkarSai CL koncentracijas noteikSanai mitohondrialas
frakcijas, kas izolétas no Stnu kultiram un dzivnieku audiem. Vislielaka
priekSrociba ir vienkarSa eksperimentala procedira, jo lipidu ekstrakcija un
atdaliSana nav nepiecie$ama un ir vajadziga tikai 15 mint$u inkubacija un viens
emisijas merfjums, kas nodro$ina skaidru un stabilu signalu. Lai gan izstradata
metode lauj kvantitativi noteikt kop&jo CL daudzumu, tas ierobeZojums ir

nespéja atskirt CL molekulas ar dazadam alkilkeédém.

1.2.3. Uz fluorescenci balstita konkuré&josas saistiSanas metode

Eksperimentalas procediiras izstradei un optimizé$anai tika izveleti
dabigais CL ligands, citohroms ¢ (cyt ¢) un CL/DOPC liposomas (25:75 mol %).
Vislabakais signals tika iegits, ja savienojums 20 un CL tika izmantoti attieciba
2:1, attiecigi 5 un 2,5 uM koncentracijas. Cyt ¢ uzradija augstu afinitati pret CL,
un pie pH = 7,4 ECx vértiba bija vienada ar 0,32 + 0,06 uM (1.11. A attgls).

Lidziga ECsg vertiba (0,44 +0,02 uM) tika iegiita eksperimentos
sarezgitaka IMM modeli (PI, CL, PE un DOPC, 10:25:30:35 mol %). Tapéc
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savienojumu skrininga noltkos ka vienkar$aks un Iétaks maksligas membranas

modelis tika izvéletas CL/DOPC liposomas.
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1.11. attéls. A) cyt ¢ saistisanas ar CL CL/DOPC liposomas, IMM modelt
un mitoplastos; B) reprezentativas liknes, kur paradita CaClz (B) un
MitoQ (C) saistiSanas ar CL CL/DOPC liposomas un mitoplastos;

D) aminoglikozidu saistiSanas ar CL. CL/DOPC liposomas

Veiksmigi tika lietoti dabigo lipidu membranu reprezentgjosie mitoplasti,

kas bija izoléti no zurkas sirds. Saja gadfjuma cyt ¢ bija aptuveni divas reizes

augstaka ECsp veértiba (0,78 £0,15 uM), ko var izskaidrot ar iespgjamu

mijiedarbibu ar citiem IMM komponentiem, piem&ram, membranu proteiniem

vai citiem lipidiem. P&c tam cyt ¢ afinitate pret CL tika noteikta ar dazadam pH

vertibam, kas atbilst mitohondriju starpmembranu telpas (6,8), citosola (7,4) un

mitohondriju matricas (7,8) pH (Santo-Domingo un Demaurex, 2012). legitie

dati paradija, ka cyt ¢ afinitate pret CL nav atkariga no vides pH.



Nemot véra to, ka cyt c ir augsta un no pH neatkariga afinitate pret CL,

ka ari ta komercialo pieejamibu, cyt c tika izvelets ka references savienojums.

Lai validétu izstradato metodi, tika izpetiti vairaki ligandi (1.11. B-D att€ls un

1.3. tabula).
1.3. tabula
Savienojumu relativa afinitate pret CL
ECso, pM
Modelis CL/DOPC CL/DOPC CL/DOPC Mitoplasti
pH 6,8 7,4 7,8 6,8
Neorganiskie sali
MgCl2 1141 £122 1102 £ 66 1300 + 94 1576 £ 190
Zn glikonats 683+ 111 736 + 37 344 + 32 792 £ 125
CaCl2 1285 + 129 1334 £ 101 1701 + 154 2703 + 246
NH.CI 14849 £2002; | 14270+ 165; | 9170 + 149; 4930 £ 107;
8882743392 | 45130+ 153 82020+ 130 | 68290+ 810
NaCl > 100000 > 100000 > 100000 > 100000
HgCl2 q q q q
Savienojumi, kas ietekmé mitohondrialas funkcijas
Cytc 0,26 + 0,02 0,32 + 0,06 0,33 + 0,06 0,78 +£0,15
Nonil TPP 36,65+£293 | 1976+0,75 | 28,82+1,02 | 4331+3,87
MitoQ 19,55+1,67 | 1592+0,87 | 17,06+0,17 | 30,67 +5,14
Metformins > 500 > 500 > 500 n.p.
Timerosals > 500 > 500 > 500 n.p.
Aciklovirs > 500 > 500 > 500 n.p.
Abakavirs > 500 > 500 > 500 n.p.
Antimicins A q q q n.p.
CCCP q q q n.p.
Antibiotikas
Vankomicins 796 + 47 434 + 62 346 + 21 1732 £29
Rifampicins q q q n.p.
Ampicilins Na > 500 > 500 > 500 n.p.
Dodeciltrimetil- | 7, 41 4 g47 | 3071£2,75 | 23164274 | 6920+3,67
amonija hlorids
Apramicins 0,85 +0,04; 0,63 +£0,21; 0,58 £ 0,04; 2,79 +0,31;
102,5+1,5 14,54 + 0,59 27,87 +£2,70 593+ 76
Gentamicins 1,04 +0,09; 0,22 +0,03; 0,38 +0,05; 1,83 +£0,69;
384+ 18 19,19+ 1,44 24,15 +3,90 298 £ 55
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1.3. tabulas turpinajums

ECso, pM
Modelis CL/DOPC CL/DOPC CL/DOPC Mitoplasti
pH 6,8 7,4 7,8 6,8
Antibiotikas
Streptomicins 1,22 £0,20; 0,60 +0,15; 0,89 +0,12; 2,33 +£0,05;
87,5+6,2 14,15+£2,17 16,28 +2,83 155+ 69
. 0,40 = 0,16;
Tobramicins n.p. 26,16 +2.79 n.p. n.p.
Kanamicins n.p. 0,44:0,10; n.p. n.p.
80,1 £ 13,5
Plazomicins n.p. 1,13 £0.46; n.p. n.p.
294 +£4,72

*n.p. —nav parbaudits,  — p&tamais savienojums samazina savienojuma 20
fluorescences intensitati.

Kopuma metode tika validéta, parbaudot 25 dazadas dabas vielas —
neorganiskos salus, peptidu, glikopeptidu, polikatjonu cukurus, lipofilus,
fosfonija un amonija salus, guanina un guanidina grupu saturosas zales un citas
vielas. Izstradatajai metodei nav nepiecieSamas specialas iekartas, iznemot
fluorimetru, un ta ir atra, laujot $o testu izmantot liela Savienojumu skaita
skriningam. Apkopojot iegiitos datus, tika noverots, ka pozitivi ladétam vielam
ir tendence saistities ar CL, tacu to afinitate var ievérojami atskirties; ECsp
vertibas var svarstities no submikromolaram lidz milimolaram koncentracijam.
Fluorescgjosa markiera mijiedarbiba ar pétamajiem savienojumiem, pieméram,
smago metalu joniem, ir analizes ierobeZojums; tapéc, lai izvairitos no rezultatu

nepareizas interpretacijas, vienmér javeic kontroles titrésana bez CL.

1.2.4. 1zoselenazolija salu afinitate pret kardiolipinu

Beidzot péc jaunas metodes izstrades bija iesp&jams noteikt

izoselenazolija salu afinitati pret CL. Neraugoties uz ieprieks€jiem ITC datiem,
kas liecinaja par skaidru eksotermisku mijiedarbibu starp savienojumu 6 un CL

saturo$am liposomam, ar jauno metodi iegiitas savienojumu 3 un 6 ECsp vértibas
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CL/DOPC modeli bija augstakas par 500 pM. Tas nozimé, ka So savienojumu
afinitate pret CL ir zema un t0 ietekmi uz mitohondrialo elposanu un kopgjo
citotoksisko aktivitati nevar izskaidrot ar mijiedarbibu ar CL. Tadél tika nolemts
modificet izoselenazolija salu struktiru un fokuset petijumu uz mitohondrialo
elposanu, atkarigu no piruvata, NAD* metabolismu un PARPL1 inhib&jo$o

aktivitati.

1.3. Izoselenazolija salu otra paaudze un tas darbibas mehanisms
1.3.1. Jauno izoselenazolija atvasinajumu sintéze

Sakotng&jais plans bija izveidot savienojumus, kuri atgadinatu PARP1
substratu NAD?, ievadot nikotinamida dalu izoselenazolopiridinija struktiira, ka
arT izpetit amida, karboksilgrupas un metilestera grupas ietekmi uz citotoksicitati
(1.12. attels).

Sintéze tika sakta no a-brompiridiniem 26a—-c, kuri tika apstradati ar
1- etinilcikloheksan-1-olu palladija katalizatora klatbtitng, kas lava iegut

etinilaizvietotus atvasinajumus 27a—C ar augstiem iznakumiem.
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1.12. attels. Izoselenazolopiridinija hloridu 30a—e, 3la—c un 32a—c sintéze*
* Reakciju apstakli: a) terminalais acetiléns (1,4 ekviv.), Cul (0,01-0,05 ekviv.),
(PhsP)2PdCl2 (0,01-0,05 ekviv.), DMF/iPr2NH vai EtaN, 50 vai 80 °C, 2-5 st;

b) 1. NaOH (5 ekviv.), 2. HCI, MeOH/H20, ist. t., 16 h; c) NH3, MeOH, ist. t., 16 h;
d) SeBrs, dioksans/idens, it; €) CD3OD, EDC-HCI, HOBt-H20, DMF, ist. t., 2 h.

Attiecigas karbonskabes tika ieglitas, hidroliz€jot esterus 28a—C sarmaina
vidé, bet amidi 29a-c tika sintez&ti, apstradajot savienojumus
27a—c ar piesatinatu NHs; metanola $kidumu. Metil-d3  2-((1-
hidroksicikloheksil)ethinil)izonikotinats (27d) tika ieguts, esterificgjot attiecigu
karbonskabi 28c ar CD3OD dimetilformamida HOBt hidrata un
EDC-HCI klatbiitné.

P&c visu etinilpiridinu atvasinajumu iegtiSanas attiecigie izoselenazolija
sali tika sintezgti, balstoties uz ieprieks izstradato metodi (Arsenyan et al., 2015).
Etinilpiridinus 27a—d, 28a—c un 29a—c apstradaja ar in situ pagatavotu SeBry,

kas tika iegits, izSkidinot seléna(IV) oksidu koncentréta bromudenrazskabe
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dioksana/tdens maisijuma. P&c reakcijas beigam j€lmaterials tika izSkidinats
etanola/Gidens maisfjuma un veikta jonu apmaina, izmantojot jonapmainas
svekus, kas iepriek$ apstradati ar salsskabi, lai iegiitu izoselenazolopiridinija
hloridus 30a-d, 3la—c un 32a—c. Tomeér 2-(1-
hidroksicikloheksil)etinil)nikotinskabes, ka ari tas amida un metilestera
atvasinajumu reakcijas ar SeBrs; bija neveiksmigas, produkti veidojas nieciga
daudzuma, un tos nebija iesp&jams izdalit no reakcijas maisijuma.

Balstoties uz sakotngjiem struktiiras-aktivitates likumsakaribas (SAR)
datiem, cikloheksilgrupa 2. pozicija tika aizstata ar ciklobutil-, ciklopentil-,
1-adamantil-, tridecil- un 4’,4"-difluorcikloheksilgrupam.
Izoselenazolopiridinija hloridi 30f-k, 32d—f tika sintez&ti lidzigi ieprieks&jai
savienojumu grupai (1.13. attéls). Savienojumus 30j un 30k sintezgja, par
izejmaterialu izmantojot metil- un fluor- aizvietotus - brompiridinus.
Savienojumu 30a (CCDC 2178481), 30e (CCDC 2179108), 31b (CCDC
2178824) un 32e (CCDC 2178826) molekularas strukttras tika viennozimigi

apstiprinatas ar rentgenstrukturalas analizes datiem.
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1.13. attels. Izoselenazolopiridinija hloridu 30f—k un 32d-f sinteze*

* Reakciju apstakli: a) terminalais acetiléns (1,4 ekviv.), Cul (0,01-0,05 ekviv.),
(PhsP)2PdCl2 (0,01-0,05 ekviv.), DMF/iPr2NH vai EtsN, 50 vai 80 °C, 2-5 h;

SN . f

i a™
r/\/
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Oy _-OMe

CCDC 2178826

b) NHs, MeOH, ist. t., 16 h; ¢) SeBras, dioksans/udens, ist. t.

1.3.2. Jauno izoselenazolija salu citotoksicitate

Jaunu izoselenazolija salu citotoksicitate tika parbaudita uz cilvéka un
peles krits véza §inam (MCF-7, MDA-MB-231, 4T1), T $unu leik€mijas
(Jurkat), cilvéka hepatocelularas karcinomas (HCC1937) un cilvéka plausu
adenokarcinomas (A549) stnam, un dati ir apkopoti 1.4. tabula. Ta ka jaunas
vielas var€ja ietekmét mitohondrialas funkcijas, zurku kardiomioblasti (H9C2)
tika izvéléti ka normala $tnu linija, jo tie satur lielu mitohondriju skaitu

(Kuznetsov et al.,

noteik8anai in vitro (Kim un Choi, 2021).
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Karboksilgrupa izoselenazolopiridinija gredzena (savienojumi 31c un
31b) samazingja citotoksicitati un selektivitati pret véza $unam, iesp&jams,
sliktas biopieejamibas dél. Savienojumi 30a un 3la tika izsleégti no talakiem
pétijumiem sliktas savienojumu S§kidibas tdeni dél. Atvasinajumi ar
metoksikarbonil- vai amida grupu 5. vai 6. pozicija uzradija augstu citotoksicitati
pret vairakam v&7u S$inu linijam. Ipa§i jamin savienojums 30c ar
metoksikarbonilgrupu 5. pozicija, kuram bija vislabaka citotoksicitate. Savukart
fluora atoma ievadiSana 6. pozicija vai metilgrupas ievadiSana 7. pozicija
samazinaja selektivitati pret véza $tinam.

Talak tika modificéti aizvietotaji 2. pozicija un secinats, ka liela izméra
(adamantil) un lipofilie (2-hidroksimpentadekan-2-il) aizvietotaji samazina
citotoksicitati un/vai selektivitati pret véza Sinam. Tika konstatts, ka optimalais
aizvietotajs bija 1-hidroksicikloheksilgrupa un hidroksicikloalkaniem ar mazaku
oglekla atoma skaitu bija zemaka citotoksicitate.

Savienojumi 30g un 30f uzradija labus rezultatus citotoksicitates testos,
toties savienojums 30c bija visselektivakais un uzradija visaugstako citotoksisko
aktivitati pret plasu véza $unu Iiniju spektru. Tadgjadi savienojums 30c tika

izvelets padzilinatai darbibas mehanisma izpétei.
1.3.3. Ietekme uz mitohondrialo elpoSanu, ROS veidoSanos
un elektronu transporta kedes sajiigianas stavokli

Savienojuma 30c ietekme uz mitohondrialo elpoSanu tika pétita
HCC1937, MCF-7, 4Tl wun Jurkat S$tGnas ar augstas izskirtspgjas

fluororespirometriju. Iegatie rezultati apkopoti 1.14. attela.
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1.14. attéls. Savienojuma 30c (1 pM) ietekme uz mitohondriialo elposanu.

ElpoSanas parametri permeabilizétas (A) MCF-7, (B) 4T1, (C) HCC1937,

(D) Jurkat Siinas. Plismas kontroles faktori permeabilizétas (E) MCF-7,
(F) 4T1, (G) HCC1937, (H) Jurkat Sanas*

* OCR - skabekla patérina atrums, CI — komplekss I; Cll — komplekss 1l; LEAK — no
fosforilésanas neatkarigs miera stavoklis; OXPHOS — oksidativas fosforilésanas
stavoklis; ET — elektronu transports atjiigta stavokli; P — piruvats; M — malats; G —
glutamats; S — sukcinats; N — NADH razojosie substrati; NS — NADH un sukcinatu
razojosie substrati; rot — rotenons. Statistiski nozimiga atskiriba (*) tika uzskatita, kad
p < 0,05 (Stjudenta t-tests), salidzinot ar kontroles grupu (DMSO).

Flux control tactor

Mitohondriala metabolisma aktivitate Sajas $tinu linijas batiski at$kiras,
un maksimalais skabekla paterina atrums (OCR) bija dilsto$a seciba:
MCF-7 > 4T1 > HCC1937 > Jurkat (1.14. A-D attéls).

Parsteidzosi, savienojums 30c ievérojami palielindgja OCR visas $tnu
Imijas piruvata un malata klatbutneé LEAK, OXPHOS vai abos stavoklos. Taja

pasa laika savienojums 30c kavéja OXPHOS sajiigsanu CI substratu (piruvata
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un malata) klatbtitne MCF-7 (1.14. E attels), HCC1937 (1.14. G attels) un Jurkat
(1.14. H attels), bet ne 4T1 $unas (1.14. F attels). Savienojums 30c tiesa veida
neinhibgja Cl, jo rotenona (CI inhibitora) efekts pétamas un kontroles grupas
bija gandriz identisks, iznemot HCC1937, kur rotenona efekts tika samazinats.
Turklat OXPHOS stavoklt CII substratu klatbGtné nebija butisku izmainu
mitohondriala elposSana.

Paaugstinatu OCR var izskaidrot ar ROS razosSanas picaugumu. Talit péc
savienojuma 30c pievienosanas visas $tunu linijas ievérojami palielinajas H.O;
razoSanas atrums (1.15. A-D attéls).

Visizteiktakais H»O» razoSanas pieaugums bija noverots CI substratu
klatbtutng. Augstakas H»,O,/O attiecibas (1.15. E-H attels) norada uz to, ka
lielaks skabekla daudzums tika novirzits uz ROS razosanu, nevis piedalijas ETS.

Mitohondriju ROS razoSanas palielinasanas var veidoties no CI vai
kompleksa 11 (CIII) radita superoksida radikalanjona. Tomér CIII veido O,
mazos daudzumos, un ir mazticams, ka tas bija saistits ar tadu ROS pieaugumu
(Forman and Azzi, 1997). Savukart CI var raZot lielu O, un H,O, daudzumu
gan tie§a (NADH-oksidgjosa), gan pretéja (NAD*-reducgjosa) elektronu
transporta rezultata. P&dgjo variantu var izslégt, jo rotenons nesamazinaja H,O»
veidoSanos, apstiprinot, ka elektroni neiepliist CI caur koenzima Q saistiSanas

vietu(-am) pretgja virziena (Murphy, 2009).
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1.15. attéls. Savienojuma 30c (1 pM) ietekme uz H20> raZosanas atrumu
permeabilizétas (A) MCF-7, (B) 4T1, (C) HCC1937 un (D) Jurkat $iinas.
H202/0 attieciba permeabilizétas (E) MCF-7, (F) 4T1, (G) HCC1937
un (H) Jurkat Sinas*

* Cl — komplekss I; Cll — komplekss Il; LEAK — no fosforilésanas neatkarigs miera
stavoklis; OXPHOS — oksidativas fosforilésanas stavoklis; ET — elektronu transports
atjugta stavoklt; P — piruvats; M — malats; G — glutamats; S — sukcinats; rot — rotenons.
Statistiski nozimiga atskiriba (*) tika uzskatita, kad p < 0,05 (Stjidenta t-tests),
salidzinot ar kontroles grupu (DMSO).

Vel viens veids, ka var palielinat mitohondrialo ROS veidoSanos, ir
samazinat NAD*/NADH attiecibu (Murphy, 2009). Savienojums 30c ievérojami
samazinaja intracelularus NAD* un NADH daudzumus 4T1 $unas attiecigi par
42,8 % un 57,4 % (1.16. A attéls). Turpretim paral€laja eksperimenta ar H9C2
Sunam netika konstatéta ietekme uz NAD* un NADH daudzumiem vai

NAD*/NADH attiecibu (1.16. B attéls). Parsteidzosi ir tas, ka savienojums 30c
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nesamazinaja NAD*/NADH attiecibu 4T1 $uinas, bet tiesi otradi, palielindja to
(1.16. C attels). Tadgjadi izmainas NAD*/NADH attieciba nav saistitas ar ROS
parprodukciju.

Lai noteiktu, vai savienojuma 30c mijiedarbiba ar CL potenciali var&tu
izraisit novéroto ROS veidoSanos un OXPHOS atjigsanu, savienojuma 30c
afinitate pret kardiolipinu tika noteikta ar konkurgjosas saistiSanas testu,
izmantojot mitoplastus, izol&tus no zurkas aknam (1.16. D att&ls).

Lai gan savienojums 30c acimredzami mijiedarbojas ar CL
(ECso= 3490 + 298 uM), ta afinitate bija aptuveni 100 reiZzu zemaka neka
klasiskajam, uz  mitohondrijiem me&rk€am, nonilTPP  bromidam
(ECs0= 32,22 £ 2,64 uM) un aptuveni 5000 reizu zemaka, salidzinot ar cyt ¢
(ECs0=0,70 = 0,14 uM).
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1.16. attéls. NAD* un NADH koncentracijas (A) 4T1 un (B) H9C2 $iinas
péc savienojuma 30c (1 pM) pievieno$anas. (C) NAD*/NADH attieciba 4T1
un HIC?2 §iinas péc savienojuma 30c (1 pM) pievienosanas.

(D) Savienojuma 30c, citohroma ¢, nonilTPP bromida saisti§anas
ar kardiolipinu mitoplastos, izolétos no Zurkas aknam*

* Rezultati ir paraditi ka vidgjais = SD no 3 Iidz 5 neatkarigiem eksperimentiem.
Statistiski nozimiga atskiriba (*) tika uzskatita, kad p < 0,05 (Stjudenta t-tests),
salidzinot ar kontroles grupu.
Tadgjadi ir mazticams, ka savienojuma 30c mijiedarbiba ar CL izraisa

OXPHOS atjugsanu. Lidz ar to tika mekl&ti citi molekularie merki, kas varétu

bt saistiti ar mitohondrialo metabolismu.
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1.3.4. Izoselenazolija salu enzimatiskais skrinings

Sakuma savienojuma 30c PARP inhibgjosa aktivitate parbaudita 0,25 uM
koncentracija uz 13 PARP saimes proteiniem un tika konstatets, ka selektivi
inhibé PARP1 izoformu. Meklgjot citus iesp&jamos molekularos mérkus,
savienojums 30c (1 uM koncentracija) tika parbaudits uz vairakiem metaboliem
enzimiem, ka arT uz vairakiem Bcl-2 saimes proteiniem. Parsteidzosi, tika
atrasts, ka savienojums 30c selektivi kavé piruvata kinazi M2 (PKM2), vienu no
Cetram piruvata kinazes izoformam, kas parsvara tiek ekspres€ta audzgjos
(Israelsen et al., 2013; Liu et al., 2015).

Péc Siem intrig€joSajiem atklajumiem tika noteiktas pargjo
izoselenazolija salu PARP1 un PKM2 inhibgjosas aktivitates (1.5. tabula).
Izradijas, ka savienojumam 30cC bija visaugstaka PARP1 inhib&josa aktivitate
starp pétitajiem savienojumiem, ICsp vértiba 0,250 + 0,08 uM, kas ir aptuveni

Cetras reizes zemaka neka savienojumam 3.

1.5. tabula

Izoselenazolija salu PKM2 un PARP1 ICso vértibas un PKM1, PKR
un LDH kavéjosa aktivitate 1 pM koncentracija

1Cs0, pM Inhibicija 1 pM, %
Sav. PKM2 ar
PARP1 PKM2 FBP (250 uM) PKM1| PKR | LDH
Apigenins n.p. >20 >20 n.p. n.p. n.p.
Sav. 3k (Ning
et al., 2017) n.p. >20 >20 n.p. n.p. n.p.
. 0,0035 +
Olaparibs 0,0005 >10 >10 n.p. n.p. n.p.
3 0,970+ 0,030 | 2,924 + 0,356 | 2,731 £ 0,277 | n.p. n.p. n.p.
30b 0,359 +0,070 [ 0,545+ 0,059 0,303 +0,081 | 16+4 |39+6| 10+3
30c 0,250+ 0,080 | 0,350 + 0,068 | 0,477 +£0,104 | 13 +£1 |21 +11|10£7
30d 0,769 +£ 0,021 (0,478 £ 0,143 | 0,610+ 0,022 | 10+2 (16 £ 14| 13 +4
30e 0,307 +£0,010 | 0,854 + 0,263 | 0,603 + 0,023 | 26 +4 | 20+2 | 7+2
30f 0,322 +0,012|0,380+0,138 0,517 +0,036 20+ 10| 42+3 | 62
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1.5. tabulas turpinajums

1Cs0, pM Inhibicija 1 pM, %
Sav PKM2 ar
’ PARP1 PKM2 FBP PKM1 PKR LDH
(250 uM)
309 0,438 +£0,090|0,637 +£0,137|0,572 +£0,021] 11+4 |[29+13| 2+1
30h >1 >1 n.p. n.p. n.p. n.p.
30i >1 >1 n.p. n.p. n.p. n.p.
30j 0,378 £0,020|0,897 + 0,385 n.p. 290+ 1 15£6 | 7+£3
30K > 1 1,355+ 0,295 n.p. 10£6 |28+14| 7+2
31b 1,370 + 0,070 >1 n.p. n.p. n.p. n.p.
31c 1,620 +£0,130(1,064 + 0,266 n.p. 4+3 5+3 9+4
32a 0,275 +0,014 >1 n.p. n.p. n.p. n.p.
32b 0,315+ 0,080 >1 n.p. n.p. n.p. n.p.
32¢ 0,355+0,090/0,420 +0,097|0,572+0,103| 15+8 | 37+1 | 6+2
32d 0,303 +£0,080(0,362 + 0,038/ 0,542+0,030| 26+4 |40+17| 13+£5
32¢ >1 1,010 + 0,264 n.p. 21 +£3 11+4 6+1
32f >1 0,901 +£0,173 n.p. 23+£3 [29+10| 942

* Rezultati ir paraditi ka vidgjais + SD vismaz no 3 neatkarigiem eksperimentiem. PKM2,
piruvata kinazes M2 izoforma; PKMI, piruvata kinazes M1 izoforma; PKR piruvata
kinazes R izoforma; LDH, L-laktata dehidrogenaze; FBP, fruktozes-1,6-bifosfats;
n.p. — nav parbaudits.

Savienojumu PKM2 ICs vértibas tika noteiktas ar LDH sajiigtu testu.
Izoselenazolija sali neinhib&ja LDH, lidz ar to izvEl&tais tests bija piemérots §ada
tipa savienojumiem. Tika konstatéts, ka savienojumi 30b—32f selektivi kavé
PKM2 un savienojuma 30c un ta amida analoga 32c ICsp vértibas ir
0,350 + 0,068 un 0,420 + 0,097 uM. Japiemin, ka izmantotaja testa ieprieks
aprakstitie PKM2 inhibitori apigenins un savienojums 3k nekavéja PKM2 pat
20 uM koncentracija. P&tamie izoselenazolija sali bija selektivaki pret PKM2, jo
neviens savienojums 1 uM koncentracija nekavéja PKM1 vai PKR vairak par
50 %. Ipasi interesanti ir tas, ka fruktozes-1,6-bifosfata (FBP), PKM2 dabiska
alostériska aktivatora, pievienoSana neietekméja pétito savienojumu kavéjo$o

aktivitati.
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Ir jaatzimg, ka estera vai amida grupa izoselenazolopiridinija gredzena
batiski uzlaboja PKM2 kavgjoso aktivitati, jo ieprieks aprakstitais neaizvietotais
izoselenazolopiridinija hlorids 3 bija aptuveni astonas reizes mazak aktivs neka

savienojumi 30c un 32c.

1.3.5. Piruvata kinazes M2 inhibicijas mehanismi

Jaunatklato PKM2 inhibitoru struktiiras-aktivitates likumsakaribas
(SAR) (1.17. A attels) labi korel&ja ar citotoksicitates datiem. Lai noskaidrotu
izoselenazolija salu saistiSanas un inhibicijas mehanismus, turpmakajiem
bioktmiskiem un biofizikalajiem petfjumiem tika izveleti specigakie inhibitori
30c un 32c. Lai raksturotu inhibicijas mehanismu, tika noteikti PKM2 kingtiskie
parametri savienojuma 30c klatbitng, titrgjot gan ar PEP, gan ar ADP. Tika
konstatéts, ka, palielinot savienojuma 30c koncentraciju abu substratu titré$anas
gadijumos, VAPP,Max vertiba nemainijas, bet KAPP,M palielinajas. Turklat,
spriezot péc Lainvivera-Berka (angl. Lineweaver-Burk) diagrammam, (1.17. B
un C attéls) izoselenazolija saliem piemit Klasiskais atgriezenisko konkurgjoso

inhibitoru raksturs abu substratu gadijuma.
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1.17. attels. A) Struktiiras-aktivitates likumsakaribas attieciba
uz PKM2 kavéjoSo aktivitati; B) PKM?2 sakotngjais reakcijas atrums (Vo)
attiectba pret PEP koncentraciju dazadas savienojuma 30c

koncentracijas; C) PKM2 sakotnéjais reakcijas atrums (Vo) attieciba pret

ADP koncentraciju dazadas savienojuma 30c koncentracijas

Seléna atomam izoselenazolija struktiira piemit elektrofilas ipasibas, un
tas var veidot kovalentas saites ar nukleofilam cisteina sanu k€dém uz PKM?2
virsmas. Izmantojot magnetizacijas parneses eksperimentu no tidens molekulam
uz ligandu caur kodolu Overhauzera efektu (Water-LOGSY), tika parbaudits, vai
savienojums 32c saistas ar PKM2 atgriezeniski, vai veido kovalentas saites.
Briva stavokli savienojuma 32¢ protoniem bija negativas signala intensitates
(1.18. A attéls, apaksa), savukart PKM2 pievieno$ana pie savienojuma 32c
izraisTja signala intensitates apgrieSanu — negativu kodolu Overhauzera efektu,

kas liecina, ka notikusi atgriezeniska, nekovalenta liganda saistiSanas ar PKM2

(1.18. A attels, augsa).
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PKM2 aktivitati regulé dazadi metaboliti, kas ietekmé ta ceturtgjo
struktiru, veicinot vai kav&jot aktivaka tetraméra veido$anos, vai izraisot
starpprotomeru kustibas, kas arT izraisa izmainas aktivitateé (Wang et al., 2015;
Macpherson et al., 2019; Srivastava, Nandi un Dey, 2019; Nandi un Dey, 2020).
Lai novertétu izoselenazolija salu ietekmi uz PKM2 oligom@ro stavokli, tika
lietota izmeru izslégsanas hromatografija (SEC). Izmantotos eksperimentalajos
apstaklos PKM2 pastav galvenokart tetraméra forma, kurai atbilst pirmais
signals hromatogramma, kam sekoja mazaks diméra/monoméra signals
(1.18. B attels). Ka bija sagaidams, tetraméra attieciba pret dim&ru/monoméru
palielingjas, pieaugot PKM2 koncentracijai. PKM2 (5 uM) inkubacija ar
savienojumiem 30c vai 32c izraisija no devas atkarigu tetraméra attiecibas
pieaugumu, samazinot diméra/monoméra signalu (1.18. C attgls).

SEC metode lauj stradat tikai ar mikromolaram proteina koncentracijam,
un noveérota PKM2 diméra/tetraméra attieciba varja but fiziologiski
maznozimiga, nemot veéra to, cik liela méra §1 attieciba ir atkariga no
koncentracijas. Lai izpétitu PKM2 oligoméro stavokli zemaka koncentracija,
tika izmantota masas fotometrija. 50 nM koncentracija (1.18. D attéls) PKM2
parsvara bija diméra forma (69,1+1,9% no kop&jiem oligomériem), bet
monomeri un tetraméri — attiecigi 11,1 + 3,0 % un 19,8 £ 4,3 %.

Tapat ka SEC eksperimenta, savienojuma 32c pievieno$ana izraisija
diméra daudzuma samazinasanos, un pie 5 pM diméra daudzums tika samazinats
divas reizes (69,1+1,9% pret 358+4,0%, p<0,0001). Taja pasa laika
monomgeru Tpatsvars tika palielinats tikai pie 5 uM (lidz 38,0 + 3,8 %,
p = 0,0002). Interesanti, ka fotometrijas histogrammas tika novérota art triméra
forma, ta molekulara masa ir aptuveni 180 kDa, un to nevargja detektét ar SEC
palidzibu. Ka bija sagaidams, FBP (100 pM) pievieno$ana palielingja tetraméra
un triméra daudzumu un samazindja diméra ipatsvaru (1.18. E attgls).

Pievienojot gan FBP, gan savienojumu 32c, izmainas oligoméru populacijas
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kluva sarezgitakas, bet 1idzigi iepriek§gjiem eksperimentiem 5 uM koncentracija
diméra daudzums tika samazinats divas reizes (43,2 = 2,5 % pret 23,7 + 1,8 %,
p < 0,0001). Ta¢u $aja gadijuma bija ievérojams tetraméru Ipatsvara pieaugums
(36,6 +1,5 % pret 52,6 + 3,7 %, p = 0,0004). Gan SEC, gan masas fotometrijas
rezultati ir krasa pretstata iepriekS public€tajiem noverojumiem, ka dabiskie
PKM?2 aktivatori, pieméram, FBP un serins, veicina tetraméru veidoSanos, bet
PKM?2 inhibitori palielina diméru/monoméru ipatsvaru (Nandi and Deja, 2020).

PKM?2 kusanas temperatiira tika parbaudita, izmantojot SYPRO Orange
diferencialas sken€josas fluorimetrijas (DSF) metodi. PKM2 kuSanas liknes
paradija multimodalu raksturu (1.18. F attéls). PKM2 koncentracijas
samazinasanas no 5 lidz 2,5 uM palielinaja zemas stabilitates formu veidosanos.
Tika noverotas tris parejas 2,5 uM koncentracija: pirma 20—40 °C diapazona,
otra 40-50 °C diapazona un treda 60 °C temperatiira. Sie dati liecina, ka pastav
dazadas PKM2 formas ar atskirigu stabilitati, kas, iesp&jams, atspogulo dazadus
oligomérus. Alternativi, noveérotas parejas var but atbilstosas dazadam
konformacijam, pieméram, iepriek§ zinotiem T vai R stavokliem (Wang
et al., 2015).

Ir pieradits, ka FBP pasarga PKM2 no termiskas denaturacijas, un iegiitie
dati bija saskana ar masas fotometrijas rezultatiem un iepriek$ publicétu
zinojumu (Wang et al., 2015). FBP samazindja zemas stabilitates formu
daudzumu, bet neizmainija temperatiru, kura tiek iegiita maksimala
fluorescence. Sie dati liecinaja par to, ka FBP veicinaja augstas stabilitates formu

veidosanos, bet biitiski neietekméja tresgjas struktiiras stabilitati.
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1.18. attéls A) Briva savienojuma 32¢ (250 pM) Water-LOGSY spektrs
(apaksa, sarkans) un savienojuma 32c Water-LOGSY spektrs PKM2
(12,5 pM) Kklatbitné (augsa, zals); B) PKM2 izméru izslég§anas
hromatogrammas; C) PKM2 izméru izslég§anas hromatogrammas péc
inkubacijas ar savienojumiem 30c vai 32c; D) PKM2 oligomérais stavoklis
sav. 32¢ klatbuitng, noteikts ar masas fotometriju; E) PKM2 oligomérais
stavoklis FBP un sav. 32¢ klatbuitné, noteikts ar masas fotometriju;
F) PKM2 DSF liknes ar vai bez FBP; G) PKM2 DSF liknes sav. 32¢
klatbatné; H) PKM2 DSF liknes FBP un sav. 32¢ klatbiitné; I) PKM?2
titréSana ar FBP, veikta ar ITC; J) PKM2 titréSana ar FBP péc
inkubacijas ar sav. 32c, veikta ar ITC*

* Rezultati ir paraditi ka vid&jais + SD vismaz no 3 neatkarigiem eksperimentiem.
Statistiski nozimiga atskiriba (*) tika uzskatita, kad p < 0,05 (ANOVA dispersijas
analize), salidzinot ar kontroli.
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Savienojums 32c destabilizgja PKM2, un efekts bija atkarigs no devas
(1.18. G attels). Sada veida destabilizacija liecina par izmainam oligoméra
stavoklT vai izmainam proteina tres$gja struktiira. Augsta koncentracija (10 uM)
savienojums 32c veicinaja destabiliz€tas populacijas veidoSanos ar kuSanas
temperatiru 20-40 °C diapazona, kas bija tikai minimali parstavéta brivai
PKM2. Savukart FBP samazinaja savienojuma 32c izraisitas destabilizacijas
sekas (1.18. H attels). Ta ka FBP nestabilizé tresgjo, bet gan ceturtgjo struktiru,
ir iesp&jams, ka savienojums 32c un FBP izraisa konkurgjoSas konformacijas
izmainas PKM2 oligoméros. So pienémumu apstiprinaja ITC dati, kas liecinaja,
ka FBP bija augsta afinitate pret brivo PKM2 (1.18. | attéls) un PKM2 péc
inkubacijas ar savienojumu 32c (1.18. J attéls). Toties otraja gadijuma bija
ievérojami zemaka saistiSanas entalpija, kas liecina, ka FBP lokala mijiedarbiba

ar enzimu ir saglabata, bet tas ietekme uz ceturtgjo struktiiru ir traucéta.

1.3.6. Ietekme uz piruvata kinazu M2 un M1 mRNS ekspresiju

Vel viens veids, ka var modulét enzima aktivitati, ir samazinat ta
ekspresiju. PKM1 un PKM2 mRNS ekspresija tika noteikta ar gPCR palidzibu,
un savienojums 3k tika izmantots ka pozitiva kontrole. Savienojums 30c 0,25 un
0,5 uM koncentracijas péc 24 stundam samazinaja PKM2 mRNS ekspresiju 4T1
§Unas aptuveni tris reizes (p < 0,001), savukart PKM1 ekspresija netika butiski
ietekméta (1.19. A un B attéls). Lai gan savienojums 3k nebija aktivs
enzimatiskaja testa, tas sp&ja samazinat PKM2 mRNS ekspresiju 4T1 $iinas
0,5 uM koncentracija.

HCC1937 sunas savienojums 30c 0,25 un 0,5 uM koncentracijas
samazinaja PKM2 ekspresiju attiecigi 4 un 20 reizes (1.19. C attgls), savukart 3k
bija efektivs tikai 0,5 uM koncentracija. Savienojums 30c neietekmgja PKM1
ekspresiju HCC1937 $unas (1.19. D attéls), savukart savienojums 3k nebija

selektivs un samazinaja PKM1 mRNS daudzumu trijas reizés (p =0,0021).
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Tadgjadi var secinat, ka savienojums 30c samazinaja PKM2 mRNS ekspresiju

efektivak un selektivak neka savienojums 3k abas izpétitajas $tnu linijas.
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1.19. attels. Relativa PKM2 mRNS ekspresija (A) 4T1 un (C) HCC1937
Siinas un relativa PKM1 mRNS ekspresija (B) 4T1 un (D) HCC1937 §iinas
péc 24 h inkubacijas ar savienojumiem 30c vai 3k 0,25 vai 0,5 pM
koncentracijas*

* Rezultati ir paraditi ka vidgjais = SD no 5 1idz 7 neatkarigiem eksperimentiem.
Statistiski nozimiga atskiriba (*) tika uzskatita, kad p < 0,05 (ANOVA dispersijas
analize), salidzinot ar kontroles grupu.

1.3.7. Piruvata kinazes M2 kodola translokacijas noversana

Papildus savam metabolajam funkcijam glikolizé¢ PKM2 diméra forma
var parvietoties uz kodolu, kur ta darbojas ka proteinkinaze un vairaku onkogénu
transkripcijas koaktivators (Zahra et al., 2020). Turklat ir zinots, ka starp
daudzam péctranslacijas modifikacijam PKM2 var tikt paklauta PARiléSanai
(modifikacija ar poli(ADP-ribozi), PAr), ko katalizé PARP1. PARiléSana uzlabo

PKM2 aizturi kodola un ir nepiecieSama proto-onkogéna c-Myc un ar glikolizi
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saistito GLUT un LDH génu ekspresijas veicinasanai (Li et al., 2016). Nemot
vera izoselenazolija salu PARP1 inhib&joso aktivitati un sp&ju samazinat PKM2
diméra daudzumu, bija 1pasi svarigi izpetit, vai tie var kavét PKM?2 translokaciju.

Lai noteiktu PKM2 un PAr intracelularo lokalizaciju 4T1 $unas, tika
izmantots imiinfluorescences krasosanas paneémiens un konfokala mikroskopija
(1.20. attels).

Kontroles grupa PKM2 signals bija augsts un izplatits visa citoplazma,
tomér PKM2 atrasanas kodola tika nenoliedzami apstiprinata XZ un YZ
ortogonalas projekcijas péc kodolu iekrasosanas ar DAPI. Péc $tinu inkubacijas
ar savienojumu 32c, ka arT bija sagaidams no qPCR datiem, PKM2 signals gan
citoplazma, gan kodolos bija zemaks, un parsteidzosa karta inkubacija ar
olaparibu deva lidzigus rezultatus.

Lai kvantitativi aprakstittu PKM2 un PAr daudzumu kodolos, tika
analiz&ts signalu skaits kodolos un signalu relativais aiznemtais tilpums. Analize
paradija, ka gan savienojums 32c, gan olaparibs statistiski nozimigi samazinaja
PKM?2 signalu skaitu (1.21. A attéls) un relativo tilpumu (1.21. B attéls). Lietojot
Dunna salidzinaSanas testu, tika pieradits, ka savienojums 32c ir efektivaks par
olaparibu (p < 0,001) abos aspektos.

Atskiriba no PKM2, kas galvenokart veido punktu signalu, PAr veido
garas poliméru kedes, kas konfokalaja attéla redzamas ka lieli agregati. PAr
skaits kodolos p&c inkubacijas ar savienojumu 32c vai olaparibu (1.21. C attels)
bija lielaks neka kontroles grupa (p < 0,001), bet So agregatu (1.21. D attéls)
aiznemtais tilpums bija mazaks (p < 0,001). Tadgjadi tika izveidotas sakas PAr

kedes, kas apstiprinaja PARP aktivitates kavéSanu.
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1.20. attels. Reprezentativie konfokalas mikroskopijas attéli, kur paradita
PKM2 (zal§) un PAr (sarkans) lokalizacija 4T1 §anas péc inkubacijas
ar kontroles $kidumu (augseja sekcija), savienojumu 32¢ (2 pM, vidgja
sekcija) vai olaparibu (2 pM, apakséja sekcija) un sekojosas stimulacijas
ar CoClz (100 puM). Kodoli ir nokrasoti ar DAPI (zils)
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1.21. attels. A) PKM2 signalu skaits kodolos; B) PKM?2 aiznemtais tilpums
kodolos; C) PAr signalu skaits kodolos; D) PKM?2 aiznemtais tilpums
kodolos péc 4T1 $iinu 24 h inkubacijas ar kontrol§kidumu, savienojumu
32c vai olaparibu (2 pM) un tai sekojosai stimulacijai ar CoClz2 (100 pM)*

* Katrs atseviskais punkts reprezent€ vienu $inu. Dati bija analizéti ar Kraskala—Valisa
testu ar sekojoSo Dunna daudzfaktoru salidzinajuma testu.
Statistiski nozimiga atskiriba (*) tika uzskatita, kad p < 0,05.

Lai gan PAr signalu skaits péc inkubacijas ar savienojumu 32c bija
nedaudz mazaks neka ar olaparibu, savienojuma 32c un olapariba iedarbiba bija
lidziga un netika novérota statistiski nozimiga atskiriba starp abu savienojumu
ietekmi uz PAr tilpumu. P& Siem eksperimentiem tika secinats, ka
izoselenazolija sali samazina PKM2 daudzumu kodolos, iesp&jams, samazinot

PKM2 diméra daudzumu un novér$ot ta aizturi kodola, kavéjot PARP1.
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2. Diskusija

Darbibas mehanisma atklasana ir pamats jaunu pretvéza zalu izstradei.
Pirmas paaudzes izoselenazolija saliem bija augsta un selektiva citotoksicitate
pret kriits vézi in vitro. Sie selénu saturodie savienojumi ietekmeja véza §tnu
metabolismu: samazinaja NAD* un NADH limeni, kavé&ja PARP1, no piruvata
atkarigo mitohondrialo metabolismu un veicinagja ROS veidoSanos. Bija
pieradits, ka izoselenazolija sali ietekmé& Cl aktivitati, bet tie$a veida nekave Cl,
un precizs darbibas mehanisms sakuma netika identificéts. Ta ka CI stabilizeé CL,
ta aktivitati var ietekmet ROS izraisita CL peroksidacija vai lipidu membranas
destabilizacija savienojuma tiesas mijiedarbibas rezultata (Paradies et al., 2002;
Petrosillo et al., 2007). KMR un ITC dati liecingja, ka izoselenazolija sali
mijiedarbojas ar CL, un sakotn&ji tas tika wuzskatits par potencialo
molekularo merki.

Tradicionalajiem zalu mérkiem, piem., enzimiem, receptoriem un jonu
kanaliem, parasti ir izstradati atri un &rti skrininga testi, kas ir piemeroti liela
savienojumu skaita parbaudei. Veésturiski konkréti fosfolipidi, pieméram, CL,
tika atziti par potencialo zalu mérki daudz vélak, un Iidz $im tam nebija
pieejamas zalu skrininga metodes. Tapéc tika iegfits jaunais pret CL specifiskais
fluorescgjosais markieris, kuru lietojot tika izstradats uz konkurgjosas saistiSsanas
balstitais tests. Jaunais skrininga tests lauj izveértét CL ka potencialu molekularo
meérki, gan pétot uz mitohondrijiem merk&tus savienojumus, gan pétot
mérktiecigas zalu transporta sistémas vai izstradajot jaunus antimikrobialus
savienojumus. Tests var palidz&t prognozét zalu mijiedarbibu ar mitohondrialo
membranu un, iespgjams, bridinat par iespgjamam blakusparadibam, kas saistitas

ar mitohondriju disfunkciju jau pétijjuma sakumposma.
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Izoselenazolija sali testa uzradija zemu afinitati pret CL, tap&c pétito
savienojumu citotoksisko efektu nevar saistit ar tieSu mijiedarbibu ar CL. Iegutie
rezultati uzsver, cik svarigi ir izmantot dazadas metodes, kuru pamata ir dazadi
principi, lai apstiprinatu molekularo mérki.

Otras paaudzes izoselenazolija atvasindjumi uzradija augstu
citotoksicitati ne tikai krits véza, bet arT hepatocelularas karcinomas, plausu véza
un T $iinu leikémijas in vitro modelos. Sie savienojumi bija specigaki PARP1
inhibitori neka pirmas paaudzes savienojumi, bet tiem bija lidziga ietekme uz
mitohondrialo elpoSanu. Pétijuma gaita tika atklats, ka savienojums 30c ir
specigs un selektivs PKM2 inhibitors.

Precizi izprast liganda un mérka proteina mijiedarbibas mehanismu ir loti
svarigi, lai veiktu veiksmigu hit-to-lead optimizaciju. Atomu limena strukturalas
metodes, pieméram, proteinu rentgenstaru kristalografija, sniedz visdetalizetako
informaciju, tomér méginajumi iegiit PKM2 un izoselenazolija salu kokristalus
bija neveiksmigi. Acimredzot kokristalizaciju kav&ja savienojumu izraisita
PKM?2 ceturtgjas struktiras destabilizacija. Lidz ar to saistiS8anas mehanisma
izpétei bija jaizmanto citas biokimiskas un biofizikalas metodes.

Lai gan izoselenazolija saliem ir atgriezeniska konkur&josa inhibitora
raksturs, tas ne vienmér nozimé, ka tie obligati saistas ar enzima aktivo centru.
Inhibitors un substrats var saistities dazadas vietas, kas alostériski negativi
ietekmg viena otru p&c inhibitoru izraisitam konformacijas izmainam (Robert A.
Copeland, 2013). Sis ir rets gadijums, ta¢u $ads konkurgjosas alosteriskas
kavéSanas mehanisms dazas reizes aprakstits literatira (Luo et al., 2007; Alphey
et al., 2013; Feldman et al., 2016). DSF, SEC un masas fotometrijas dati liecina,
ka izoselenazolija sali kavé PKM2 nekanoniska veida un veicina nestabilu,
funkcionali neaktivu tetram&ru veidoSanos. Turklat dabiskais PKM2

alosteriskais aktivators FBP nekonkur€ ar izoselenazolija salu saistiSanas vietu
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un nespg atjaunot PKM?2 enzimatisko funkciju un ceturt€jo struktiiru
(Macpherson et al., 2019).

Piedavatais izoselenazolija darbibas mehanisms shematiski att€lots
2.1. attela. Ta ka PKM2 ir vienigais enzims, kas razo ATP glikolizes “atmaksas
faze”, PKM2 enzimatiskas funkcijas kavésana nomac galveno ATP razo$anas
celu véza §Gnas. Taja pasa laika CI un OXPHOS sajiigSana tiek traucéta,
iesp&jams, krasi palielinoties ROS raZzoSanai, kas vél vairak saasina $0nas

energijas krizi.
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2.1. attels. Piedavatais izoselenazolija salu darbibas mehanisms
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Ir pieradits, ka PKM2 neaktiva diméra forma veicina ROS
detoksifikaciju, novirzot glikozes-6-fosfatu fosfopentozu cela, kas nodrosina
glutationa reduktazi ar NADPH (Anastasiou et al., 2011). Papildus PKM2 kave
ROS izraisitu apoptozi, fosforilgjot un stabiliz&jot Bcl-2 (Liang et al., 2017),
toties ta acimredzot netiek gala ar izoselenazolija salu izraisitu oksidativo
spradzienu. Vienlaikus ar1 kop&ja PKM2 ekspresija ir ieverojami samazinata.
Papildus savienojums 30c ievérojami samazina NAD* un NADH limenus krits
veza §linas, bet neietekme tos kardiomioblastos. Pagaidam nav skaidrs, vai tas ir
PKM2 kavesanas sekas vai arpusmérka efekts, un ir vajadzigi papildu pétijumi,
lai atbildetu uz So jautajumu.

Balstoties uz literatiiras datiem, tiesi PKM2 diméra forma parvietojas uz
kodolu, kur ta darbojas ka proteinkinaze un transkripcijas koaktivators, savukart
tetraméri to nedara (Dong et al., 2016). Tap&c diméru ipatsvara samazinasanas
ir loti svariga PKM2 nemetabolo funkciju nomaksanai un audzgja augSanas
kavéSanai. Pieméram, Gao un kol&gi ir paradijusi, ka PKM2 ar mutaciju R399E,
kas neveido tetraméru, veicina STAT3 fosforiléSanos un palielina audzgja
augSanas atrumu in Vivo resnas zarnas adenokarcinomas modeli, salidzinot ar
savvalas tipa PKM2 ekspres€joso audzgju (Gao et al., 2012).

Saja darba tika pieradits, ka savienojums 32¢ samazina PKM2 daudzumu
translokaciju uz kodolu un §im procesam ir divi mehanismi. Pirmkart, tiek
samazinats PKM2 diméru daudzums, kas var nonakt kodolos, un, otrkart, tick
kavéta PKM2 parilésana ar PARPL, 1idz ar to tiek traucgta PKM2 stabilitate un
aizture kodola.

Tadgjadi izoselenazolija sali kavé PKM2 funkcijas trijos limenos:
samazina proteina ekspresiju, samazina enzimu metabolo funkciju un novers
nemetabolas funkcijas, ierobezojot ta translokaciju. V&l nav zinams, kur§ no
Siem efektiem visvairak veicina antiproliferativo aktivitati, tacu dazi dati liek

domat, ka diméra/tetraméra attiecibas samazinasanai ir noteicosa loma. Sadu
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pienémumu  apstiprina  mazmolekularo PKM2  aktivatoru  Iidziga
antiproliferativa aktivitate. PKM2 aktivatori veicina aktivo tetraméru
veidoSanos, samazina diméra daudzumu un kavé PKM2 translokaciju uz kodolu
(Warner, Carpenter un Bearss, 2014; Giannoni et al., 2015; Li et al., 2018).

Paliek atklats jautajums, ka izoselenazolija sali izraisa mitohondralo ROS
razoSanas pieaugumu. Rezultati paradija, ka ROS parprodukciju neizraisa ne
NAD*/NADH attiecibas samazinaanas, ne pretgjais elektronu transports.
Interesanti, ka PKM2 arT ir iesaistits mitohondriadlo ROS regulacija, lai gan
precizs mehanisms pagaidam nav zinams (Gao et al., 2022). Ir pieradits, ka
PKM2 aktivatori TEPP-46 un DASA-58 samazina ROS veido$anos, un, spriezot
péc pretéjas logikas, ir iespgjama saistiba starp PKM2 kavésanu un ROS
parprodukciju. Alternativi, ir ar iesp&jams, ka izoselenazolija sali ietekmé ROS
detoksifikacijas celus, pieméram, glutationa metabolismu, tacu ir nepieciesami
turpmaki pétijumi, lai to parbauditu.

Kopuma Sie atklajumi veido pamatu jaunai zalu kandidatu klasei ar
unikalu molekularo mehanismu un atklaj specifiskas PKM2 struktiiras iezimes.
Turklat specigs un stabils inhibitors ir nepiecieSams, lai padzilinatu

fundamentalas zinasanas par PKM2 lomu véZza metabolisma un onkogenézg.
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Secinajumi
Hipoteze tika apstiprinata: izoselenazolija atvasinajumi, ietekmgjot veza
energijas metabolismu, uzrada augstu antiproliferativo aktivitati vairakos
veza modelos in vitro.
Jauna, uz fluorescgjosa markiera 20 balstita konkurgjosas saistisanas
metode lauj atri un precizi noteikt vielu afinitati pret kardiolipinu, toties
izoselenazolija salu afinitate ir zema un nav saistita ar to farmakologisko
aktivitati.
Estera vai amida grupa izoselenazolopiridinija 5. vai 6. pozicija butiski
uzlabo gan PARP1, gan PKM2 kav&joso aktivitati.
Izoselenazolija salu galvenais molekularais mérkis ir PKM2.
Izoselenazolija sali izraisa nestabila tetram@ra veidoSanos, tadgjadi

samazinot PKM2 metabolisko un nemetabolisko aktivitati.
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