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KOPSAVILKUMS

Pastiprinata brivo radikalu veidoSanas dazadu vides un organisma patologisko
stavoklu ietekm@ var izraisit nevélamas komplikacijas. To starpa DNS integritates
izmainas un mutacijas, tadéjadi izmainot $tnas aktivitati un funkciju biologiskajos
procesos, kas var izraisit slimibu vai slimibu komplikaciju attistibu.

Promocijas darba mérkis bija eksperimentali parbaudit dabas vielu un LOSI
sintezéto 1,4-DHP atvasinajumu sp&ju neitralizét brivos radikalus, korigét slapekla
oksida sint€zes celus un pasargat DNS molekulas integritati oksidativa un nitrozativa
stresa apstak]os.

Tika izpétita dabas vielu: baikaleina, luteolina, kemferola, miricetina,
kvercetina, indol-3-karbinola, likopéna, kafijskabes estera, ellagskabes un
resveratrola, ietekme uz slapekla oksida un iNOS mRNS un proteinu limeniem LPS
induceta akiita iekaisuma apstaklos. Otra dzivnieku modela ietvaros, tika izanalizéta
1,4-DHP: J-9-125, etkarbatona, metkarbatona, glutapirona, AV-153-Na, un flavonola
miricetina slapekla oksida sintézi regul&josas un DNS integritati pasargajosas Ipasibas
STZ izraisita 1TCD apstaklos. Ka arT pacientiem ar 1TCD tika izpétits DNS
parravumu limenis un to korekcijas iesp&jas ar AV-153-Na ex vivo.

Misu iegitie dati liecina, ka apskatitas dabas vielas LPS stimul&tas sepses
apstaklos darbojas organospecifiski, ietekmgjot INOS biosintézi dazados limenos.
Potencialakais slapekla oksida produkcijas inhibitors bija luteolins, kas normaliz&ja
aknas gan iINOS géna, gan proteina ekspresijas Itmenus un ari slapekla oksida
produkciju asinis, ka ari indol-3-karbinola un kvercetina noteiktu koncentraciju
kombinacija samazinaja NO koncentraciju vairakos organos LPS inducétas sepses
apstaklos.

1,4-DHP atvasinajumi, neskatoties uz savu strukturalo Iidzibu, uzradija
aktivitati dazados slapekla oksida biosintézes posmos un tieSa vai netieSa veida
ietekm&jot DNS molekulas integritati. DNS parravumu limenis 1TCD pacientu asinis
bija augstaks neka kontroles grupa, ko veiksmigi samazinaja AV-153-Na.

Tadgjadi var secinat, ka dabas vielas un 1,4-DHP var korigét slapekla oksida
un slapekla oksida sintazu Iimenus audos, ka ar1 1,4-DHP var tik uzskatiti par
potencialam DNS molekulas integritati pasargajosam vielam.

Atslégvardi: NO, iNOS, eNOS, DNS parravumi, 1,4- dihidropiridini, dabas vielas
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IZMANTOTIE SAISINAJUMI

H — tdenraza radikalis

pNOS-1 — nNOS paveids muskulos
1,4-DHP — 1,4-dihidropiridinu grupas preparati
1TCD — 1. tipa cukura diabéts

8-OH-Ade — 8-hidroksiadenins

8-OH-Gua — 8-hidroksiguanins

A — adenins

AP — abaziskas DNS vietas

AP-1 — aktivéSanas proteins 1

APE1 — AP endonkleaze 1

ARE — antioksidantu atbildes elementus
ATP — adenozina trifosfats

AU — patvaligas vienibas

AVONA — vienfaktoru dispersijas analizi
BER — bazu ekscizijas reparacija

BH, — tetrahidrobiopterins

bp — bazu pari

C — citozins

Ca®" — kalcija jons

CaM — kalmodulins

CaMKII — kalcija/kalmodulina-atkariga proteinkinaze I1
CAMP — cikliskais adenozina monofosfats
CAT — katalazes

Cay1-3 — kalcija kanali

Cay2,2 — N-tipa kalcija kanali

CcDNS — komplementarais DNS

CGMP — cikliskais 3’, 5’-guanozinmonofosfats
C-H — oglekla- tidenraza

CO; — oglekla dioksids

CO; "™ — karbonata radikalis

COX — ciklooksigenaze

Cu® —vara (1) jons

DETC — dietiltiokarbamids

DIM — 3,3’-diindolilmetans

DMPO - 5,5 —dimetil-1-pirolin-N-oksids
DMSO - dimetilsulfoksids

DNS — dezoksiribonukleinskabe

dRP — dezoksiribozesfosfats

EDTA — etilendiamintetraetikskabes dinatrija sals
eNOS — endotelialas slapekla oksida sintaze
EPR — elektronparamagnétiskas rezonanse
FAD — flavinadenindinukleotids

Fe?* — dzelzs (11) jons

Fe®* — dzelzs (I11) jons

FeCl;— dzelzs (III) hlorids

FEN-1 — flap endonuclease I



FeSO,— dzelzs (II) sulfats

FMN — flavinmononukleotids

GAPDH — gliceraldehida-3-fosfata dehidrogenaze

GLUTZ2 — glikozes transportétajproteins 2

GPx — glutationa peroksidaze

H* — protons

H,O — tdens

H,0, — tidenraza parskabe

HCI — salsskabe

i/p — intraperitoneali

IFNy — interferons gamma

IKK — IxB kinaze

IL-1pB — interleikins 1 beta

IL-6 — interleikins 6

INOS — inducgjama slapekla oksida sintaze

IRAK — interleikina-1 receptoru asociéta kinaze

IxB — kodola faktora kappa B inhibitors

JNK —Jun N- terminalkinazes

JNK/SAP — c-Jun N- terminalas kinazes/stresa aktivétas proteinkinaze
Keap 1 — Kelch like ECH-associated protein

LBP — LPS-saistosais proteins

LOO - lipidu peroksids

LOSI — Latvijas Organiskas sintézes institiits

LP-BER — ,,ielapa” reparacija

LPS — lipopolisaharids

MAPK — mitogénu-aktivétas proteinkinazes

MCD14 — monocitu diferenciacijas klasters 14

MD-2 — limfocitu antigéns 96

metHB — methemoglobins

MyD88 — mieloidas diferenciacijas primaras atbildes proteins 88
MYH — Escherichia coli MutY DNS glikozidazes homologs
MnSOD — mangansuperoksiddismutaze

MRNS — matrices ribonukletnskabe

N20O3 — dislapekla trioksids

N2O, — dislapekla tetroksids

Na® — natrija jons

NaCl - natrija hlorids

NADH — nikotinamidadenindinukleotids

NADPH — nikotinamidadenindinukleotidfosfats

NADPH oksidaze - nikotinamidadenindinukleotidfosfata oksidaze
NaOH — natrija hidroksids

NEI — endonukleaze VIII, 5-formiluracil/5-hidroksimetiluracil DNS glikozidaze
NF-kB — kodola faktors kappa B

-NH; — aminogrupa

NNOS — neironala slapekla oksida sintaze

NO™— nitrozonija jons

NO' — slapekla oksids

NO;— slapekla dioksids
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NOj3™ — nitratjons

NOS - slapekla oksida sintazes

NOSI — neironala slapekla oksida sintaze

NOSIII — endotelialas slapekla oksida sintaze

NOX — NADPH oksidaze

Nrft2 — nuclear factor erytroid 2- releted 2

NTH — DNS glikozidaze un apirimidinisku vietu liaze (endonukleaze III)
O, — superoksida radikalis

OGG1 — DNS 8-oksiguanina glikozidaze

OH™ — hidroksilanjons
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p38 MAPK — mitogénaktiveta proteinkinaze p-38
p50 — NF-kB aktivitati inhib&josa vieniba p-50

p53 — audzgjsupresors p-53

p65 — NF-«B aktivitati inhib&josa vieniba p-65
PARP — poli-ADP-ribozes polimeraze

PKC — proteinkinaze C

PSD-93 — postsinaptiskais blivuma proteins 93
PSD-95 — postsinaptiskais bltvuma proteins 95
PSKUS — Paula Stradina Kliniska universitates slimnica
RNOS — reaktivie slapekla radikali

RNS — ribonukleinskabe

ROS — reaktivie skabekla radikali

RV — relativas vértibas

S.E.M. — vidgjas aritm&tiskas vertibas standartklida
SDS — natrija dodecilsulfats
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SGC — guanilatciklazes

SN-BER - viena nukleotida ievieto$anas reparacija
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SOD - superoksida dismutaze

SONE — pretpliismas mRNS molekulas

SR-B1 — B klases tipa saistitajreceptoru 1. proteina transportieris
STATS-1 — signala parnesgjs un transkripcijas aktivators 1
STZ — streptozotocins
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TATA — promotera konsensus sekvence

TLR4 — troll-lidzigais receptors 4
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TRAF6 — TNF receptora asociétais faktors 6
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IEVADS

Slapekla oksids ir viena no vissvarigakajam signalmolekulam ziditaju
organismos. 1998. gada 12. oktobri Robert Furchgott, Lois Ignarro un Ferid Murad
sanéma Nobela prémiju Medicina un Fiziologija par to, ka pieradija, ka slapekla
oksids ir signalmolekula kardiovaskularaja sisttma. Kop$ ta laika interese par tas
lomu organisma fiziologiskajos un patologiskajos procesos neizsikst. Fiziologiskos
apstaklos slapekla oksida molekula ir iesaistita signalparneses celos un iminaja
atbilde. Tomér nekontroléti paaugstinoties NO Iimenim dazados patologiskos
organisma stavoklos, ta iesaistas reakcijas ar biologiskajam molekulam un brivajiem
radikaliem, izraisot bojajumus. Galvenie slapekla oksida citotoksiskie efekti tiek
realiz&ti ar NO metabolita, peroksinitrita, starpniecibu, tie$a vai netie$a veida izsaucot
DNS molekulas oksidativus bojajumus (Pacher et al., 2007). To neadekvatas
reparacijas gadijuma var attistities citotoksiski un mutagéni efekti (Svilar et al., 2011),
kas stimulé dazadu slimibu vai komplikaciju attistibu. To parada, pieméram, p&tijumi,
kur tika atrasts augstaks DNS parravumu Iimenis asins limfocitos pacientiem ar
hepatitu C ar cirozes pazimém un hepatocellaro karcinomu neka kontroles grupa un
pacientiem, kuriem ir hepatits C bez cirozes pazimém (Shawki et al., 2014). Savukart,
hroniskas nieru slimibas apstaklos, hemodializes pacientiem paaugstinats DNS
bojajumu limenis limfocitos korele ar kardiovaskularo komplikaciju attisttbu un véza
incidenci (Corredor et al., 2014). Tadgjadi ir butiski atrast vielas, kas uzraditu DNS
molekulas integritati pasargajosas 1pasibas paaugstinata riska apstak]os.

Flavonoidu grupas dabas vielas ir mazas molekulas, kas brivi difund€ §iina un
var mijiedarboties ar DNS molekulu (Rusak et al., 2010). Tam piemit brivo radikalu
neitralizgjosas Tpasibas un ir dati par to sp&ju reagét ar peroksinitritu (Heijnen et al.,
2001b), tada veida inaktivéjot toksisko molekulu. Dabas vielas nomac iNOS
ekspresiju, kas ir atbildigs par parmeérigu slapekla oksida Iimena pieaugumu
(Augustyniak et al., 2010).

1,4- dihidropiridinu atvasinajumi ir cita vielu grupa, kas uzrada antioksidativas
un peroksinitrita molekulu neitralizéjoSas ipasibas (Lopez-Alarcon et al., 2004,
Augustyniak et al., 2010), ka arT ir dati, ka 1,4-DHP atvasinajumi nomac iNOS
produkciju (Tan et al., 2008; Altamirano et al., 2013) tadgjadi samazinot peroksinitrita

veidoSanas iesp&jamibu.
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Latvijas Organiskas sint€zes institiita sintez€tie 1,4- DHP atvasinajumi jau ir
uzradijusi antiradikalu, antioksidativas (Lovakovic et al., 2011) un DNS molekulu
pasargajosas Tpasibas in vitro (Ryabokon et al., 2005).

Misu pétijuma rezultati parada dabas vielu sp&ju ietekmét slapekla oksida un
iINOS produkciju dazados organos akiita iekaisuma apstaklos un Latvijas Organiskas
sint€zes institiita sintezétu 1,4-DHP atvasinajumu antioksidativas un antiradikalu
pasibas in vitro, ka arT to sp&ju modulét slapekla oksida sintazu limenus un ietekmét
DNS molekulas integritati in vivo.

Promocijas darba eksperimentala dala ir izstradata Latvijas Organiskas
sint€zes institita Biokimijas grupa un Latvijas Universitates Medicinas fakultates

Mediciniskas biologijas katedra.
DARBA MERKIS

Eksperimentali noskaidrot dabas un LOSI sintezéto 1,4-DHP atvasinajumu
antioksidativas, antiradikalu un DNS molekulas integritati pasargajoSas ipaSibas

oksidativa un nitrozativa stresa apstaklos.
DARBA UZDEVUMI

1. Noskaidrot flavonu: baikaleina, luteolina, un to kombinaciju sp&ju ietekmét
slapekla oksida produkciju LPS stimuléta akiita iekaisuma apstaklos zurkas.

2. lzanalizét flavonolu: kvercetina, kemferola un miricetina, slapekla oksida
Itmeni modulgjosas 1pasibas LPS stimuléta akiita iekaisuma apstaklos Zurkas.

3. Izpetit LPS inducéta akuta iekaisuma izraisitas slapekla oksida produkcijas
izmainas zurkas karotinoida likopéna klatbatng.

4. Parbaudit polifenolu savienojumu: kafijskabes estera, ellagskabes,
resveratrola, slapekla oksida produkciju ietekméjoSas ipaSibas Zurkas péc
akuta iekaisuma inducésanas ar lipopolisaharidu.

5. Parbaudit indol-3-karbinola un ta kombinacijas ar kvercetinu sp&u mazinat
slapekla oksida produkciju LPS inducéta iekaisuma apstaklos.

6. Izpetit 1,4-dihidropiridinu  atvasinagjumu:  AV-153-Na, etkarbatona,

metkarbatona, J-9-125, ka ari flavonola miricetina sp&ju modulét slapekla
12



oksida sintazu: iNOS un eNOS eckspresiju un saglabat DNS integritati
streptozotocina inducéta 1. tipa cukura diabéta apstaklos zurkas.

7. Salidzinat DNS vienpavedienu parravumu Itmeni 1. tipa cukura diab&ta
pacientu un kontroles grupas asinis.

8. Izanalizét 1,4-DHP sp&ju neitralizét hidroksilradikali un pasargat DNS
molekulu Fentona reakcijas apstaklos in vitro.

9. [Izpetit 1,4-DHP atvasinajuma AV-153-Na sp&ju reparét DNS vienpavediena
bojajumus 1. tipa cukura diab@ta pacientu periféro venozo asinu stinu kodolos

ex Vvivo.

DARBA HIPOTEZE

Antioksidativo un DNS molekulu pasargdjosu preparatu klatbiitng tiek
samazinata slapekla oksida produkcija nitrozativa un oksidativa stresa apstaklos lidz

ar to tiek mazinats DNS molekulas oksidativo bojajumu risks.
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1. LITERATURAS APSKATS

1.1. Brivie radikali

Brivie radikali ir atoms vai molekula ar vienu nesaparotu elektronu, pieméram,
slapekla oksids (NO), superoksida radikalis (O,"), hidroksilradikalis (OH'). Udenraza
parskabe nav brivais radikalis, bet gan prekursors, kas UV radiacijas vai reakcijas ar

metala joniem (Fe?*, Fe**, Cu®), veido hidroksilradikali (Kalyanaraman, 2013).
1.1.1. Slapekla oksids

Slapekla oksida molekula sastav no slapekla un skabekla atomiem, kur ir
slapekla septini un skabekla astoni elektroni. Slapekla oksida reaktivitate ir atkariga
no ta fizikalajam pasibam: neliels izm@rs, augsta difundétspgja, lipofilitate. NO' reagé
tikai ar molekulam, kuram ir viens nesaparots elektrons, piemé&ram, brivajiem
radikaliem vai parejas metalu joniem. Slapekla oksida reakciju produkti art ir sp&jigi
reaglt ar biologiskam molekulam un var izraisit toksisku efektu (Habib and Ali,
2011). Visi NO' efekti tiek daliti tieSos un netieSos. Pie tieSiem pieskaita, tos efektus,
ko izraisa slapekla oksids pats par sevi, bet piec netieSajiem, kuros piedalas NO
reakciju produkti (Thomas et al., 2010).

Slapekla oksida molekulas izsauktie procesi Suna ir atkarigi no ta
koncentracijas. Endogéni sintezéta NO' koncentracija var variét no mazak ka 2 nM
endoteliocitos 1idz vairak ka 1 uM koncentracijai makrofagos. Ilgstosa NO 10-30 nM
klatbtitne $unas izraisa cGMP-atkarigo fosforilaciju, kas tik zemas koncentracijas
uzrada protektivo efektu $tina un inducg tas proliferaciju. 30-60 nM NO koncentracija
izraisa Akt fosforilaciju, kas sekmé aizsardzibu pret apoptozi. Aptuveni 100 nM NO
koncentracija izraisa hipoksijas inducg€jama faktora 1 alfa stabilizaciju, kas stimulé
angiogenézi, $unu proliferaciju un pasarga pret audu bojajumiem. 400 nM NO
koncentracijas ietekmé p53 var tik gan fosforiléts, gan acetiléts, kas izraisa
citostatisku un apoptotisku efektu. 1 uM NO' koncentracija notiek vitalo proteinu tadu
ka PARP-1 nitréSana, bet augstakas NO koncentracijas nomac mitohondrialo

elposanu — ATP sintézi (Thomas et al., 2010).
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1.1.1.1. Slapekla oksida tieSais efekts

Slapekla oksida tieSie efekti ir vairak saistiti ar eNOS un nNOS inducéto nM
slapekla oksida koncentraciju, kas Stna eksist€ vien dazas miniites. Pie tieSajiem
efektiem tiek pieskaititas reakcijas ar metaliem, kur veidojas nitrozilétie metalu
kompleksi. Slapekla oksids reagé ar vairakiem metalus saturoSiem proteiniem, bet in
vivo apstaklos lielaka ta loma ir reakcijas ar héma grupu. Visnozimigaka, ka tiek
uzskatits, ir Skisto$as, hému saturo$as guanilatciklazes (sGC) reakcija ar slapekla
oksidu, ka rezultata mainas proteina konformacija. sGC tiek aktivéta un izraisa
guanozintrifosfata konversiju par ciklisko guanozinmonofosfatu, kas savukart aktivé
specifiskas proteinkinazes, fosfodiesterazes un jonu kanalus (cGMP) (Wink et al.,
2000; Hobbs and Stasch, 2010; Habib and Ali, 2011). Tas izraisa kaskadi ar efektiem,
tai skaita bazala asinsvadu muskulatiiras tonusa uzturé$anu, trombocttu agregacijas
nomaksanu, neirotransmisiju u.c. Slapekla oksids nomac citohromu P450 aktivitati
(Wink et al., 2000), kas var izraisit toksiskus efektus. Hroniska iekaisuma un septiska
Soka laika tiek stimuléta iNOS un NO' sintéze, tadgjadi nomacot citohroma P450
aktivitati, ka rezultata tiek traucéts zalu metabolisms (Wink et al., 2000). NO nomac
ar1 slapekla oksida sintazu aktivitati, saistoties ar to héma grupu. Konstitucionalas
formas ir vairak paklautas Sai regulacijai neka inducgjama. Tadgjadi noteikta NO
koncentracija inaktivé §1s NOS formas pat pie paaugstinata kalcija jonu Itmena $iinas.
iNOS savukart netiek inaktivéta un ta ir atbildiga par RNOS veidosanos in vivo (Wink
et al., 2000).

Slapekla oksida aktivitate ir saistita ne tikai ar kovalento saiSu veidoSanu ar
metalu joniem (nitroziléSana), bet ari vairaki metalu-skabekla kompleksi reagé ar NO'.
Oksihemoglobins, reaggjot ar slapekla oksidu, veido methemoglobinu un nitratu.
OksiHb[Fe(I1)-O,] + NO — metHB[Fe(IIl)] + NO3~
Tiek uzskatits, ka $is ir viens no celiem, ka tiek reguléta NO™ koncentracija audos un
tiek nomakta slapekla oksida netieSo efektu izpausme.

Slapekla oksida molekula noteiktos apstaklos var reducet augstas potences
metalu savienojumus ar skabekli (2. reakcija), kas rodas péc to reakcijas ar idenraza
parskabi (1. reakcija). Augstas potences metalu savienojumi ir loti reaktivi un var
izraisit bojajumus $tna.

1. Fe(ll) + H,0, — Fe(IV) = O + H,0
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2. Fe(IV) =0 + NO — Fe(Il) + NOy~

Slapekla oksids reagé ari ar biologisko molekulu brivajiem radikaliem.
Iekaisuma un citu patologisku procesu ietekmé tiek aktivéta lipidu peroksidacija,
kuras rezultata veidojas brivie radikali, kas turpina lipidu oksidé$anas procesu lidz
Sinu membranu sabruksanai. Slapekla oksids reagg€ ar Siem savienojumiem, tada
veida inaktiv&jot tos un apstadinot lipidu peroksidacijas procesu (Wink et al., 2000;
Trostchansky et al., 2010).

1.1.1.2. Slapekla oksida netieSais efekts

Slapekla oksida netieSie efekti biezi tiek saistiti ar patofiziologiskiem
procesiem, kuru rezultata veidojas paaugstinata slapekla oksida koncentracija audos.
Tie tiek iedaliti oksidativas un nitrozativas reakcijas. Oksidativas reakcijas izraisa
hidroksilaciju un elektrona zaud&umu, process tiek saukts par oksidativo stresu, bet
nitrozativas reakcijas RNOS nodod NO" (nitrozonija jons) nukleofilam grupam (tioli,
amTini) — nitrozativais stress. (Habib and Ali, 2011).

NO, N20; (dislapekla trioksids), ONOO™ un NO; (slapekla dioksids) ir
galvenie RNOS. Reaggjot ar skabekli, sava starpa un brivajiem radikaliem, tie veido
dazadus reaktivus produktus, kas ir atbildigi par biologisko molekulu bojajumiem.
Nitrits (NO;") ir galvenais slapekla oksida metabolits tidens Skidumos.

Reaggjot ar molekularo skabekli, NO' izveido slapekla dioksidu, nitratu
(NO3") un nitritu (Wink et al., 2000).
2NO + Oy — 2NO; «» N20O4 + H,0 — NO7™ + NO3~

Paaugstinoties slapekla oksida koncentracijai, audos pieaug ari RNOS
koncentracija, reag€jot sava starpa un ar citiem reaktiviem RNOS metabolitiem
(Thomas et al., 2010).

NO + NO, <> N;03 + H,O — 2NO,™ +2H"

NO,™ ir viena elektrona oksidants, kas viegli oksidé aminoskabes: cisteinu un
tirozinu, izveidojot attiecigos radikalus, ka ari tas var reakcija ar biologisko molekulu
radikaliem veidot nitrétus savienojumus (Szabo et al., 2007). N,O3 nav oksidants, bet
tas nitrozileé nukleofilas molekulas (tiolus). Slapekla oksidam, reag€jot ar
superoksidanjonu, veidojas peroksinitrits (Wink et al., 2000).

NO + O;” — OONO™
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Peroksinitrits neitralos skidumos uzvedas ka spécigs oksidants, kas var oksidét
tiolus, inici€t lipidu peroksidacijas procesus, nitrét tirozinu, parraut DNS molekulu,
nitrét un oksidét DNS bazes, oksidét metioninu, utt. Sos efektus realizé gan pati

peroksinitrita molekula, gan arf tas metaboliti (Szabo et al., 2007) (sk. 1.1.att.).

Tiedas reakcijas Radikalu reakcijas
Metaloproteini Tirozina nitréSana
Fe/Cu/Mn kompleksi Proteinu oksidésana
Se-GPx DNS oksidésana un nitréSana
hidrofila vidé
a COZ d
'NO + 0;—>= ONOO- c 'NO, + COy
‘lH*.
ONOOH <e:> ONOOH
[ (|
, A 'NO, +OH
hidrofoba un hidrofila vidé
Glutations g l
Proteinu tioli

MetaloproteTni hidrofoba vidé
Liptdu oksidéSana

Liptdu nitréSana
Tirozina nitréSana

1.1. att. Peroksinitrita reakcijas. Peroksinitrita anjons (ONOQO") neiralos $kidumos
ir lidzsvara ar peroksinitritskabi (ONOOH). Abas §is molekulas var reagét ar
biologiskam molekulam (a un b) Peroksinitrita anjona reakcija ar CO; (oglekla
dioksidu) (c) izraisa karbonata (CO3;") un slapekla dioksida radikalu veidosanos (d)
Savukart peroksinitritskabe Stinas hidrofobos rajonos, sadalas par slapekla dioksida
radikali un hidroksilradikali (f), kas izraisa lipidu perokisdaciju un nitré proteinu un

lipidus (g) (adaptéts no (Szabo et al., 2007)).

1.1.2. Slapekla oksida sintazes (EC 1.14.13.39) struktiira un NO' biosintéze

Slapekla oksida sintazes sintezé NO molekulu, kataliz&jot oksidaciju vienam
no terminalajiem N atomiem L- arginina guanidina grupa (Bryan et al., 2009).
Oksidacija notiek divos etapos, pirmkart, izveidojot N“-hidroksli-L-argininu ka
starpproduktu, bet otraja cikla iegiistot L- citrulinu un slapekla oksidu (sk. 1.2. att.)
(Stuehr and Ghosh, 2000; Forstermann, 2010).
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NOS ir homodimérs, kas sastav no diviem identiskiem monomeériem, kuri
satur oksigenazes (N- gals), kur notiek NO' sintéze, un reduktazes (C- gals) doménus
(Forstermann, 2010). NOS homodimérs satur piecas kofaktoru grupas:
flavinadenindinukleotidu (FAD), flavinmononukleotidu (FMN), héma dalu,
tetrahidrobiopterinu (BH4) un Ca®* - kalmodulina dalu, kas ir nepieciesami NOS
dimerizacijai un pilnvertigai slapekla oksida sintézei (Stuehr and Ghosh, 2000; Bryan
et al., 2009). NOS tiek iedalitas divas grupas, 1) konstitucionalas — endotelialas
slapekla oksida sintazes (NOSIII, eNOS), neironala slapekla oksida sintazes (NOSI,
nNOS), un 2) inducgjamas- inducgjama slapekla oksida sintaze (NOSII, iNOS)(Stuehr
and Ghosh, 2000; Forstermann, 2010).

H,N . H,N — NH
N NH, N N—OH N
i i
I I Y
CH.
?Hz 1 NADPH (‘3H2 0,5 NADPH . n=o
(‘3H2 0, (-‘:Hz 0, ?HZ
I I r
CH CH ,~CH_
HNT coo- HN' "coo- HN'T - coo-
L-arginins Ne-hidroksi-L-arginins L-citrulins  Slapekla oksids

1.2. att. Slapekla oksida biosinteze.

Sis ir loti komplicéts un koordingts process, tomér slimibu gadijuma, kuru
patogenézg ir oksidativais stress, notiek kofaktoru oksidacija, NOS atjligSanas un tiek
izraisits L-arginina deficits, radot NO™ produkcijas traucgjumus (Bryan et al., 2009).
NOS monoméri un pat izoléti reduktazes domeéni ir sp&jigi parnest elektronu no
NADPH uz flaviniem: FAD un FMN, ka ari tiem ir ierobezota spgja reducét
molekularo skabekli, iegiistot superoksida radikali, bet sintezét pilnvértigu NO

molekulu tie nespgj (Stuehr and Ghosh, 2000; Forstermann, 2010).

1.1.3. Inducéjama slapekla oksida sintaze

Cilveka inducgjamas slapekla oksida sintazes géns atrodas 17ql1.2-q12
hromosoma, géna izmérs ir 37 kb un tam ir 26 eksoni un 25 introni. Pirmo reizi
inducgjama slapekla oksida sintaze tika atrasta makrofagos. Parasti iNOS géns $iina ir
neaktiva stavokli. Ta ekspresiju un aktivitati stimulé baktériju lipopolisaharidi,
citokini, augSanas faktori. P&c indukcijas notiek iNOS géna transkripcija, iNOS géns
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tiek transléts iNOS proteina, kas L-arginina klatbiitng, sinteze lielu slapekla oksida
daudzumu (Du and Geller, 2010).

Maksimalai iNOS promotera aktivacijai ir nepiecieSama LPS un citokinu
(TNF-a, IL-1pB, IFNy) sinergiska darbiba. LPS un IFNy sinergiska darbiba grauzgju
makrofagos stimulé iNOS promotera aktivitati, bet grauz€ju asinsvadu gludas
muskulatiiras $Siinam un hepatocitiem iNOS ekspresijas stimulacijai ir nepiecieSama
arT TNF-a un IL-1p klatbiitne. LPS un citokini izraisa sekojosu transkripcijas faktoru,
NF-kB, STATS-1, AP-1 u.c. aktivaciju, kas ir nepiecieSami iNOS aktivéSanai (Du
and Geller, 2010).

Lidz $im nav skaidribas, kur un cik liels ir iNOS promoters. P&tnieki uzrada to
dazadas vietas, dazada garuma un dazadas citokinu induc€jamibas pakapes atkariba
no §tnam, audiem un p&tamas sugas. Tiek pétiti arT cilveka iNOS gé€na promotera
sekvences polimorfismi. Ir aprakstitas dazas $o polimorfismu un slimibu saistibas.
Piem&ram, CCTTT(n) pentanukleotidu atkartojumi 2,5kb pozicija ir saistiti ar
sekojosu slimibu izpausmes smagumu: malariju, 1. tipa cukura diab&étu, kunga vézi,
celiakiju un citam. AAAT insercijas polimorfisms 700bp pozicija iNOS géna
promotera dala ir saistits ar iNOS promotera augstaku aktivitati un ekspresiju, ko
saista ar cukura diab&ta komplikaciju risku, Tpasi homozigotas stavokli (Pautz et al.,
2010).

Ziditaju iINOS géna promotera sekvence uzrada homologiju ar vairaku
transkripcijas faktoru, AP-1, NF-kB, PARP-1, STAT-1 un citu, saistianas vietam.
Veicot petijumus in silico, tika proponéts, ka iNOS géna promotera dala varétu biit ap
2700 transkripcijas faktoru saistiSanas vietas, bet tikai dazas no tam ir pieraditas.
Transkripcijas faktors NF-xB lidz $im ir uzskatits par galveno iNOS ekspresijas
regulétaju. LPS, IL-1B, TNF-B, oksidativais stress stimulé iNOS géna ekspresiju caur
NF-kB aktivaciju. iNOS géna ekspresijas inhibicija notiek caur NF-xB aktivacijas
inhibiciju (antioksidanti, glikokortikoidi) (Kleinert et al., 2010).

INOS ekspresija tiek reguléta ar daudzu signalparneses celu palidzibu, kas tiek
aktiveti vai bloketi, atbildot, uz kadu konkrétu signalu vai to kopu. Loti biitiski, kadas
Stinas un audos $ie celi tiek ietekmeéti, jo atbildes reakcija nav visur vienada. Atkariba
no Stnu tipa cAMP/proteinkinaze A signalparneses cela aktivacija vai nu paaugstina
iINOS ekspresiju (cilvéka Jurkat leikémijas T-limfocitos, Zurku mezangija §tinas, pelu
fibroblastos), vai nu samazina iNOS ekspresiju (Zurku LPS/citokinu stimulétajas

19



insulinomas B Stinas, zurku hepatocitos), vai arT neuzrada efektu (cilvéka epitelialas
Sunas). Lidzigi ir ar PKC signaltransdukcijas cela aktivacijas ietekmi uz iNOS
ekspresiju. Inkubgjot cilvéka Siinas ar citokiniem vai endotoksiniem, tiek aktivets
MAPK (mitogenaktivétas proteinkinazes), 1pasi p38 MAPK, un Jun N-
terminalkinazes (JNK), cel§, kas stimulé iNOS ekspresiju. Tiek uzskatits, ka P38
MAPK ir galvenais signaltransdukcijas celS, kas ir iesaistits iekaisuma geénu
ekspresijas stimulacija. Caur NF-«kB, STAT-1a vai interferona regulétajfaktoru 1
realiz€jas P38 MAPK aktivgjosais efekts uz iNOS promotera aktivitati. Ar dazadu
citokinu receptoru starpniecibu notiek Janus kinazu (JAK) fosforilacija-aktivacija, kas
stimulé STAT (signala parnes€js un transkripcijas aktivators) translokaciju uz kodolu,
kur aktivé STAT-atkarigo génu ekspresiju. JAK-STAT signaltransdukcijas cel§ ir
btisks cilvéka, pelu un zurku iNOS géna indukcijas procesa. Serina/treonina proteinu
fosfotazu cela aktivacija var gan stimulét, gan nomakt iNOS géna ekspresiju, atkariba
no audiem. Lidzigi var teikt par PARP-1 ietekmi uz NF-kB pastarpinato iNOS
ekspresiju. Ta ietekme ir atkariga gan no audiem, kuros notieck iNOS ekspresija, gan
no stimula, kas to izsauc. Pastav vél vismaz 20 iNOS ekspresiju regul&josie
signaltransdukcijas celi (Kleinert et al., 2010; Pautz et al., 2010).

Eksperimentos ar cilvéku materialu ir atrastas nesakritibas starp iNOS géna
promotera aktivitati un iNOS mRNS koncentraciju, ko skaidro ar iNOS mRNS
degradaciju. Ir zinami pieci sekvencu motivi, pieméram, AUUUA vai AUUUUA,
iNOS mRNS 3’-UTR dala. Sis sekvences ir iesaistitas iNOS mRNS stabilitates
regulacija. AU- bagatie elementi destabilizé iekaisuma proteinu un onkogénu mRNS
translaciju. Tie piesaista eksosomas (dalinas ar 3’ un 5’ nukleazu aktivitati) pie mRNS
molekulas, tad€jadi veicinot to degradaciju. Ir dati arT par iNOS mRNS translacijas
procesa regulaciju, pieméram, kardiomiociti ekspresé faktoru, kas inhib& iNOS
proteina ekspresiju, mijiedarbojoties ar iNOS mRNS 5°- un 3’- UTR sekvencém
(Kleinert et al., 2010; Pautz et al., 2010).

INOS enzims ir homodimérs. iNOS homodimerizacija ir atkariga no BHy
biopieejamibas, kas ir galvenais homodimerizacijas kofaktors. Mehanisms, kas regulé
BH, sintézi, tiesa veida ietekmé iNOS enzima aktivitati. iNOS aktivitati regule ari
arginina biopieejamiba, arginina transporta reguléSana un arginina pat€rin$ citos
procesos. Ir dati, ka pastav ar1 iNOS aktivitati regulgjosas vielas, piemeram, kalirins,
kas mijiedarbojoties ar iNOS proteinu, nomac ta dimerizaciju. Pelu makrofagos ir
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atrasts 110 kDa proteins, kas nomac dimerizaciju, saistoties ar iNOS N-galu. INOS
mijiedarbojas arT ar kalcija/kalmodulina-atkarigo proteinkinazes II proteinkinazi
(CaMKII), kuras hroniska inhibicija negativi ietekm& iNOS atbildes reakciju uz
citoktnu indukciju (Kleinert et al., 2010; Pautz et al., 2010).

Apkopojot visu augstakminéto slapekla oksida sintézes regulacija cilveka
notiek sekojosSos Iimenos: 1. iNOS ekspresijas modulacija, kas sev1 ietver promotera
aktivitates regulaciju, iNOS mRNS stabilitates ietekmé&Sanu un iNOS proteina
stabilitates reguléSanu; 2. iNOS enzima aktivitates Iimena ietekm&Sana; 3. iNOS
enzima substrata un kofaktoru biopieejamiba; 4. arginina transportiera aktivitate un

ekspresija (Pautz et al., 2010).
1.1.4. Endoteliala slapekla oksida sintaze

eNOS ir konstitucionala slapekla oksida sintaze, kas tika pirmo reizi atrasta
endotelialas Siinas. eNOS kodgjosais géns atrodas cilvéka 7q36 hromosoma, géna
izmérs ir 21 kb, 26 eksoni un 25 introni (Du and Geller, 2010).

Caur sekundarajiem mesendzeriem asinsvadu endotélija tadi agonisti ka
acetilholins un bradikinins stimulé inozitol-1,4,5-trifosfata veidoSanos. Inozitol-1,4,5-
trifosfats piesaistas pie endoplazmatiska tikla un izraisa Ca®" izdaliSanos no
intracelulara depo. Islaicigais ca®* Itmena paaugstinajums, izsauc kalcija piesaisti pie
kalmodulina. Sis komplekss ir vitali svarigs kofaktors konstitucionalo NOS formu
aktivacijai. eNOS sintezé NO' pulsgjosa, Ca**/CaM- atkariga veida. eNOS producg
nelielu NO' daudzumu lidz kalcija koncentracija §tina samazinas (Bryan et al., 2009).
Endotelialas slapekla oksida sintazes producétais slapekla oksids ir antitrombozes un
antisklerotisks faktors. Tas paplaSina asinsvadus, nomac trombocitu agregaciju,
ierobezo asinsvadu miocTttu proliferaciju (Forstermann, 2010).

Bazalo eNOS ekspresiju nodroSina pozitivas regulacijas doméni I un 1II, saistot
dazadus transkripcijas faktorus. Sie regioni satur ari dazadus metilétos nukleotidus,
kas samazina eNOS transkripciju endoteliocitos (Chatterjee et al., 2008). eNOS
promoterim nav tipiska TATA apgabala, bet tam ir aktivacijas proteins 1, aktivacijas
proteins 2, kodola faktors-1, sterola-regul&josais un ,,bides” stresa atbildes un citi
elementi. LPS un TNF-o nomac eNOS géna ekspresiju, samazinot eNOS mRNS
stabilitati. eNOS mRNS ir aptuveni 4052 nukleotidu gar§ un ta pussabrukSanas
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periods ir 10-35 stundas. Tadgjadi proteinu translacijas process var notikt vel ilgi péc
eNOS géna ekspresijas nomaksanas. P&ctranskripcijas eNOS mRNS regulaciju veic
cis- aktivie RNS elementi, kas atrodas eNOS mRNS 3’- netransl§josaja regiona
(UTR). Cits péctranskripcijas regul&josais mehanisms ir pretplismas mRNS
molekulas (sONE) atkarigd regulacija, sONE tiek transkribétas no mRNS
kodgjosajam preteja DNS pavediena. Ir dati, ka, nomacot eNOS mRNS sONE
elementu transkripciju, nozimigi pieaug eNOS mRNS daudzums un otradak
(Chatterjee et al., 2008).

Loti biitisks eNOS enzima aktivitati regulgjoSais faktors ir substrata, L-
arginina, un kofaktoru pieejamiba. BH, ir neaizstajams NOS kofaktors, kas stabilizeé
NOS dimé@ra struktiiru un piesaista L-arginiTnu. BH4 biopieejamibas samazinasana,
izraisa NOS atjigSanos, kas noved pie superoksida radikala un H,O, produkcijas
(Chatterjee et al., 2008).

eNOS proteina aktivitati var stimulét art faktori, kas neietekmé intracelularo
kalcija Iimeni. Viens no tadiem faktoriem ir plistoSo asinu ,bides” stress, kas caur
noteiktu serina atlikumu fosforilaciju eNOS molekula, stimule elektronu plasmu
reduktazes doména, tadejadi paaugstinot eNOS jutibu pret kalciju. Pastav vairakas
proteinkinazes, kas fosforile eNOS, atbildot uz hormonu vai mehanisku endotelialo
sunu stimulaciju. (Forstermann, 2010). eNOS lokalizacijai $tna ari ir aktivitati
regulgjosa funkcija. eNOS, lielakoties, atrodas kaveolas pie plazmatiskas membranas.
Tur tas uzrada visaugstako aktivitati, salidzinot ar formam, kas ir saistitas ar Goldzi
aparatu, citoskeletu, aktinu. Mainot eNOS atraSanas vietu, tiek ietekméta tas sp€ja
producét NO, neietekm&jot eNOS mRNS un proteina Iimenus (Chatterjee et al.,
2008).

1.1.5. Neironala slapekla oksida sintaze

Sakotng€ji nNOS tika identificéta smadzen€s, bet v€lak ta konstateta ari
virsnieru dziedzera $inas, plausu, kunga un dzemdes epitelialas $tinas, nieru macula
densa, aizkunga dziedzera [-$tnas, makrofagos un citur (Wink et al., 2000; Mattila
and Thomas, 2014).

nNOS ir kalcija-kalmodulina atkarigais enzims, ta aktivitati regulé vielas, kas
fiziologiskos apstaklos regulé kalcija limeni $tinas. Kalcija koncentracijas limeni $tina
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mainas atri, tadgjadi ari NO' sintéze notiek nelielos daudzumos, isos laika sprizos.
nNOS ir atrasts gan briva, gan piesaistita veida. Nieru macula densa $tnas nNOS
forma ir ietverta mazas vezikulas. Skeleta muskulatiira nNOS paveids, kas tiek atrasts
muskulatiira, uNOS-1, ir saistits pie sarkolemmas- distrofina kompleksa. Smadzenu
neironos nNOS ir saistits pie PSD-95 vai PSD-93 (postsinaptiskais blivuma proteins).
Péc NMDA (N-metil-D-aspartata) receptora aktivéSanas, $iina paaugstinas kalcija
[imenis un kalmodulins pievienojas pie nNOS. Ca?*-CaM komplekss kopa ar BH,
izraisa nNOS parvietoSanos no plazmas membranas uz citoplazmu, kur péc
defosforilésanas ta aktiv&jas, un sakas NO biosinteze. Ca**/kalmodulina atkarigas
proteinkinazes II un proteinkinazes A, C vai G inaktivé nNOS (Wink et al., 2000).
Neskatoties uz to, ka nNOS ir konstitucionali ekspreséta NOS izoforma, tomér
ta ekspresiju §tina var stimulét kimiskas, psihologiskas un biologiskas izcelsmes stress
vai ievainojums. Interesanti, ka nNOS ekspresija péc stimulacijas ar LPS un IFN-y

samazinas zurku smadzengs, kungi, taisnaja zarna un liesa (Wink et al., 2000).
1.1.6. Superoksida radikalis, hidroksilradikalis, idenraZa parskabe

Aktivie skabekla radikali (ROS — reactive oxigen species) ir skabekli saturoSas
vielas, kas sevi ietver gan brivos radikalus (O™ un OH)), gan vielas, kas viegli sadalas
tajos (H,0). Pie ROS ir pieskaitami dazadu vielu peroksidi, pieméram, lipidu
peroksidi (LOO), proteinu un nukleinskabju peroksidmolekulas. Tas veidojas
hidroksilradikala un superoksida radikala ietekm€, atpemot vienu elektronu
organiskiem savienojumiem (Lushchak, 2014).

Superoksida radikalis ir skabekla molekula ar vienu nesaparotu elektronu —
O;". Neskist lipidos, tam ir zema difundétspgja. Tas var reaget ar Gdenraza peroksidu,
piesaistot Gidenradi, veidojot hidroksilradikali (Lushchak, 2014).

O, + H,Op — Oz + H,0 + OH

Savukart tdenraza peroksids ir vaj§ oksidetajs, kas Skist lipidos un var migrét cauri
membranam. Dzelzs un vara jonu klatbutné Fentona un Haberr-Weiss reakcijas tas
veido hidroksilradikali (OH') un hidroksilanjonu (OH") (Kalyanaraman, 2013).
Fentona reakcija:

Fe** + H,0, — Fe** + OH + OH"

Haber-Weiss reakcija:
F93+ 23



Oz +H0, __, OH +OH +0O,

Pastav vairaki celi, kas ir atbildigi par superoksida radikala razoSanu.
Ksantinoksidazes reducé skabekli, atnemot vienu vai divus elektronus, attiecigi
veidojot superoksida radikali vai tidenraza parskabi, tada veida hipoksantinu parveérsot
urinskabeé. Uz fagocitu Sinu membranas atrodas NADPH oksidazes (NOX) enzimi,
kas generé superoksida radikali un tdenraza parskabi baktériju nonavéSanai.
Iekaisuma un infekcijas gadijuma tas ir galvenais ROS avots. Pargjo enzimu, kuru
aktivitates rezultata veidojas superoksida radikalis, galvena funkcija nav superoksida
radikala razoSana. Tas ir starpprodukts, kas So enzimu trauc@tas funkcijas rezultata,
veidojas anomali. Sadi enzimi ir ciklooksigénaze, lipooksigenaze, citrohroms P450,
ka arT elposanas k&des mitohondrijos.

Lai aizsargatu organismu no parmérigas ROS produkcijas, organisma eksiste
enzimatiska aizsardzibas sistéma: superoksida dismutazes (SOD), peroksidazes,
katalazes (CAT), ka ar1 mazas antioksidantu molekulas: vitamini E un C, beta
karotins, glutations u.c., ka arT adaptiva génu ekspresijas regulacijas sistéma. Pastav
tr1s superoksida dismutazes formas: citoplazmatiska, mitohondriala un ekstracelulara.
SOD katalizé reakciju, kur no superoksida radikala veidojas tidenraza parskabe un
skabekla molekula, tadgjadi samazinot O, saturu audos. Lidz ar to tiek samazinatas
peroksinitrita molekulas veidoSanos iespgjas, nepielaujot NO un O, reakciju. Ka ari
tieck nomakta O,  stimuléta dzelzs jonu atbrivosanas no proteiniem, kas satur dzelzs-
séra centrus. Tada veida netiek pielauta Fentona reakcija un hidroksilradikala
veidoSanas. H,O, molekula ir stabilaka par O,", ta var difundét talak. Katalazes un
peroksidazes sadala to Iidz skabekla un idens molekulam. Lielas H,O; koncentracijas
palidz reducét glutationa peroksidaze (GPx). GPx oksidé reducéto glutationa formu,
bet pret€jo reakciju veic glutationa reduktaze, izmantojot NADPH ka koenzimu.
Pastav arT neenzimatiskais aizsardzibas mehanisms. Piemé&ram, vitamini E pasarga no
lipidu peroksidacijas, reaggjot ar lipidu peroksilradikali. Vitamins C reagé citoplazma
ar ROS, izveidojot askorbata radikali. Tas reagé ar otru askorbata radikali, veidojot
dehidroaskorbatu un askorbatu, kas ir citoplazmatiskais antioksidants (Kalyanaraman,
2013).

Atbildot uz ROS, tiek modul€ta arT antioksidativos procesos iesaistito enzimu
(SOD, GPx, CAT, GST u.c.) mRNS un proteinu ekspresija. Picaugot oksidativajam
stresam, citoplazmas komplekss, kas sastav no Keap 1 (Kelch like ECH-associated
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protein) proteina un Nrft2 (nuclear factor erytroid 2- releted 2), disocié. Nrft2 migré
uz $tnas kodolu, kur, piesaistoties antioksidativu génu promotera regionam, inducé to
transkripciju (Kalyanaraman, 2013). ROS aktivé ari NF-kB, AP-1 un MAP kinazu
signalcelus un lidz ar to tiek stimuléta to enzimu génu transkripcija, kas ir iesaistiti
iekaisuma reakcijas un antioksidativos procesos organisma (Lushchak, 2014).

Tomer, ja notiek parmériga ROS produkcija un organisma aizsargmehanismi
netiek ar to gala, veidojas oksidativa stresa apstakli (Lushchak, 2014). Brivie radikali
izmaina protetnu konformaciju un 1pasibas, palaiz lipidu peroksidacijas procesus $tinu
membranas, kas noved pie $tinu membranu caurlaidibas palielinasanas (Wink et al.,
2000). Tie arT boja DNS molekulu, izraisot vienpavediena un divpavedienu
parravumus, abazisku vietu veidosanos un bazu modifikaciju, kam seko mutacijas un

citotoksiski efekti (Svilar et al., 2011).

1.2. DNS oksidativie bojajumi un to reparacija

Brivie radikali veidojas aerobos organismos normala metabolisma rezultata.
Pastav patologiski stavokli, pieméram, iekaisums, kuru rezultata ROS un RNOS
veidojas lielaka daudzuma, kas savukart var izraisit DNS bojajumus un S$iinas
funkcionalas vai strukturalas izmainas (Coussens and Werb, 2002).

Sekojosi tiks apskatiti brivo radikalu izraisitie DNS bojajumi, kas sevi ietver
purinu un pirimidinu oksidaciju, ribozes molekulas bojajumus, kompleksos jeb
tandémbojajumus un kovalentu DNS bazu sasaisti ar proteinu molekulam (Evans et
al., 2004; Dizdaroglu, 2012).

Guaninam, reaggjot ar OH, veidojas C4-OH-, C5-OH- un C8-OH- guanina
aduktradikali (sk. 1.3. att.).
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1.3. att. Guanina reakcija ar hidroksilradikali un tas produkti (adaptéts no

Dizdaroglu, 2012).

Talak bojatas bazes var tikt kimiski parveidotas, pieméram, C5-OH- radikalis
tiek reducéts, C4-OH- oksidéts, bet C8-OH- radikalis var tikt oksidéts un reducéts.
Var notikt ar1 C8-C7 saites parravums, atverot imidazola gredzenu, ka rezultata
veidojas FapyAde un FapyGua (sk. 4. att.). Hidroksilradikalis ir sp&jigs atnemt H' no
guanina -NH; grupas N9 un N1 pozicijam. Purina molekulu C8-OH- aduktradikala
viena elektrona oksidacija izraisa 8-hidroksiguanina (8-OH-Gua) un 8-
hidroksiadenina (8-OH-Ade) veidosanos (sk. 1.4. att.). Reag€jot OH ar adeninu,
veidojas ta C4-OH- un C8-OH- aduktradikali, C5-OH- veidojas tikai 5% gadijumos
(Evans et al., 2004; Dizdaroglu, 2012).
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1.4. att. C-8-OH- guanina aduktradikala oksideéSanas un reducéSanas reakcijas

(adaptéts no Dizdaroglu, 2012).

Primidinu molekulam OH’ pievienojas pie C5-C6 dubultsaites, veidojot C5-
OH- (60% gadijumos) un C6-OH-aduktradikalus (30% gadijumos) (sk. 1.5. att.).
Timinam H' radikalis tick atnemts no metilgrupas, izveidojot ta saucamo allilradikali

10% gadijumos(Evans et al., 2004; Dizdaroglu, 2012).
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1.5. att. Timina reakcija ar hidroksilradikali un tas produkti (adaptéts no
Dizdaroglu, 2012).

Citidinam C5-OH-aduktradikali veidojas 87% un C6-OH- 10% gadijumos.
Pirimidinu C5-OH- un C6-OH-aduktradikalu oksidacijai, sekojosa fidens molekulas
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pievienoSana un deprotoniz€Sanas rezultata, izveidojas timinglikols un citozinglikols.

Savukart allilradikalis péc oksidacijas veido 5-hidroksimetiluracilu un 5-formiluracilu

(sk. 1.1. tab.). Turpmako reakciju produktu veidi ir atkarigi no skabekla pieejamibas,

kas reagg ar pastarpinatiem radikaliem, veidojot peroksilradikalus, kas ir nestabili, un

sadaloties veido turpmakos produktus (Evans et al., 2004; Dizdaroglu, 2012).

1.1. tabula. DNS bazZu oksidativo bojajumu piemérs

5- 5- timinglikols citozinglikols | uracilglikols
formiluracils | hidroksimetil-
uracils
o) o) o) NH, o)
CH H H
CHO CH,OH 3
HN HN HN N~ HN
OH OH OH
;K/'[ OZNK/'[H A Lon | AL -oH OZN%@OH
07 "N” "H N " N H H H H H
5- 4,6-diamino-5- | 2,6- diamino- 4- | spiroimino- guanidino-
hidroksiuracil | formamido- hidroksi-5- dihidantoins hidantoins
S pirimidins formamido-
pirimidins
0 NH, 0 o_ N
OH NHCHO NHCHO o
HN N~ N , N>= o R
LA S et L0
S~ NS N >:O
07 >N H H™ N7 "NH, HN" N NH, H o HN™ ONE N
H 2 HAP H

Adaptets no: Dizdaroglu, 2012.

Hidroksilradikalis var atnemt H' no jebkura DNS cukura atlikuma C atoma,

veidojot dazadus produktus, kur cukura atlikums ir vai nu atdalits no DNS molekulas,

vai paliek DNS molekula ka atveérts gredzens, vai ar1 veido DNS molekulas

parravuma galu (sk. 1.2. tab.)(Evans et al., 2004; Dizdaroglu, 2012).

1.2. tabula. Ribozes molekulas oksidativo bojajumu piemeérs

2-
dezoksipentoze-

4-uloze

2-
dezoksipentoze-

4- uloze

glikolskabe

2,3-didezoksi-
pentoze-  4-

uloze

2,5-
didezoksi-

pentoze-4-

28




uloze
HO—CH O O—CH, o) _ ~{P-0-CH, o CH, o]
o= H HL @o H Hll ~Bro—ch, o=\ Hlw| o=lH H)L H
O~ “oH WoooH
OH H (% H C% H
atdalita no DNS | DNS sastava piesaistita piesaistita piesaistita
molekulas DNS 3’-gala | DNS 3’-gala | DNS 5’-gala

Adaptéts no: Dizdaroglu, 2012.

DNS tandembojajumi veidojas, ja bojatas bazes atrodas blakus uz vienas
spirales k&des vai ar1 uz pret&jam, veidojot iekSkeédes vai strapkeézu saites. Ir noveérotas
G-T, G-C un A-T iekskézu saites. DNS molekulas starpk&zu saites ir atrastas starp T
un A. Tikai dazus DNS tandémbojajumus S$iina spg reparét. Tas ir atkarigs no
bojajuma tipa, attdluma starp bojajumiem, DNS k&des parravumu esamibas. Tie
tandémbojajumu veidi, ko DNS glikozidazes vai endoproteazes nespgj reparét, eksiste
$lna, iesp&jams, ietekmgjot Siinas funkciju. Bojajumi, kas atrodas viens otram preti uz
DNS kédeém, var izveidot DNS parravumus.

Hidroksilradikalis izraisa ari DNS un proteinu saiSu veidoSanos. Ir atrastas
saites starp T un tirozinu. Kovalenta sasaiste veidojas starp timina allilradikali un
tirozina gredzena 3. poziciju, ir konstatetas ari timina-lizina un citozina-tirozina saites

ziditaju hromatina (Evans et al., 2004; Dizdaroglu, 2012) (sk. 1.6. att.).
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1.6. att. Kovalento saiSu veidoSanas starp timinu un aminoskabém oksidativo
DNS bojajumu rezultata: A. timins-tirozins, B. timins-lizins (adaptéts no

Dizdaroglu, 2012).

Galvenais reparacijas mehanisms, ko pielieto $iina, lai labotu oksidativos DNS
bojajumus ir bazu ekscizijas reparacija (BER). Neatkarigi no bojajuma veida:
abaziskas vietas (AP), bazes bojajums, DNS vienpavediena parravums, DNS
oksidativa bojajuma reparacija tiek iedalita tris posmos: 1. bojajuma atpaziSana, 2.
kédes pargrieSana, spraugas aizpildiSana un 3. DNS k&des sintéze un savienoSana.
Proteinu kompleksi, kas piedalas Sajos posmos, ir atkarigi no ta, kads DNS bojajums
ir jalabo, ka ari no ta, kadi starpprodukti veidojas reparacijas procesa (Svilar et al.,
2011).

Pirmais reparacijas posms notiek, monofunkcionalai DNS glikozidazei
atpazistot un izgriezot uracilu un alkilétas bazes. Tiek pargriezta N-glikozidsaite,
tadgjadi izveidojot abaziskas DNS (AP) vietas. Savukart oksidétas bazes atpazist un
izgriez bifunkcionalas DNS glikozidazes ar AP liazes aktivitati. Lidz Sim ir atklatas
piecas DNS glikozidazes, kas ir specifiskas oksidétam DNS bazém. OGG1 un NTH1,
kas pieder pie Nth saimes. NEIL1, NEIL2 un NEIL3 ir NEI saimes parstavji.
Glikozidazém piemit dazada liazu aktivitate, tadejadi veidojot DNS vienpavediena
parravumus ar dazadiem galiem. Ir atrasta ar1 specifiska DNS glikozidaze — MYH,
kas izgriez nemodificéto A no A un 8-OH-Gua para DNS molekula, §1 procesa
trauc&jumi var izraisit punktveida mutacijas (Svilar et al., 2011; Hegde et al., 2012b)
(sk. 1.7. att.).
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1.7.att. 8-hidroksi-Gua izsaukta punktveida mutacija (adaptéts no Svilar et al.

2011).

ROS vai monofunkcionalo glikozidazu izveidotas AP vietas hidrolizé AP
endonkleaze 1 (APE1), izveidojot ziditaju $iinas vienpavediena parravumus ar 3° OH
un 5” dezoksiribozes fosfata (dRP) galiem. Sie DNS glikozidazu vai APE1 izveidotie
DNS gali nav pieméroti DNS sint€zei vai savienoSanai, tamdg] tos nogrieZ BER otraja
posma. BER un vienpavediena parravumu reparacijai $is posms ir identisks, specifiski
ir tikai enzimi, kas apstrada dazados DNS galus. APE1 un polinukleotidu kinazes 3’
fosfotaze ir divi galvenie DNS galu modulgjosie enzimi. APE1 izveidotos dRP DNS
galus z1ditaju Stnas nogrieZ DNS polimeraze 3, kurai piemit 5’dRP liazes aktivitate.
5’dRP DNS galu oksidacija, kas biezi notiek oksidativa stresa apstaklos, DNS
polimerazes B darbibu padara neefektivu. Oksidetais 5’dRP gals tiek atdalits ta
saucamaja spraugas aizpildiSanas procesa kopa ar 2-8 papildus nukleotidiem, kurus
nogriez endonukleaze FEN-1 (flap endonuclease 1) (Svilar et al., 2011; Hegde et al.,
2012b).

Atkariba no ta, cik liels ir bojajums, izSkir viena nukleotida ievietoSanas
reparaciju (SN-BER) un ,ielapa” reparaciju (LP-BER, long patch repair), kura
lielums var variét no 2-8 nukleotidiem augsupejosi no bojajuma vietas. SN-BER veic
DNS polimeraze 3. LP-BER kopa ar FEN-1 piedalas vesela virkne enzimu. To, kurs§
no spraugas aizpildiSanas procesiem tiks ierosinats, ir atkarigs no DNS pavediena 5’-
fosforibozes gala (normals vai oksidéts) un ta, kada dzives cikla atrodas Stina. Ir dati,
ka LP-BER notiek DNS replikacijas laika. Spraugas ligé$anu veic DNS ligaze Illo un
DNS ligaze I (Svilar et al., 2011; Hegde et al., 2012b).
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1.3. Oksidativa stresa modeli

1.3.1. Streptozotocina izsauktais 1. tipa cukura diabéts

Streptozotocins ir nitrozourinvielas atvasinajuma un glikozes savienojums. Lai
izraisitu 1TCD Zurkas, STZ var ievadit divéjada veida. Ja ievada vienu lielu devu 35-
65 mg/kg intraperitoneali vai intravenozi, tas izraisa atru B Sinu navi un
hiperglikémiju. Savukart, ja STZ ievada mazakas devas 20-40 mg/kg vairakkartigi,
tiek izsaukts citokinu inducéts insulits un sekojos$s 1TCD (King, 2012). Lai pieraditu
1. tipa cukura diab&tu un streptozotocina ietekmi uz [ Stinam, izvert€ insulina un
glikozes Iimenus asinis (Szkudelski, 2001).

GLUT?2 glikozes transportieris nogada STZ aizkunga dziedzera B $tnas. Tur
STZ nitrozurinvielas atlikums alkile DNS molekulu un izraisa DNS fragment&Sanos.
STZ molekula, metabolizgjoties B Stinas, uzrada NO' donora 1pasibas, kas lidzdarbojas
DNS molekulas destrukcijas procesa. STZ stimulé arT brivo radikalu veidosanos f
stnas. Vienlaikus, stimuljot ksantinoksidazes aktivitati, nomacot Krebsa ciklu un
samazinot skabekla uznemsSanu mitohondrijos, STZ paaugstina superoksida radikala
koncentraciju. Ta rezultata veidojas tidenraza parskabe un hidroksilradikalis. Nemot
véra paaugstinato NO" un O™ limeni 3 $tinas, ir iesp&jama peroksinitrita veidosanas,
kas piedalas Sunas lielo molekulu destrukcija, tai skaita DNS. Tada veida STZ
inducéto DNS bojajumu rezultata tiek aktivéta poli-ADP-ribozilésana, kas izsmel jau
samazinatas ATP rezerves, STZ nomakta Krebsa cikla rezultata. Tas nomac insulina
sintézi un sekréciju. B $tnas iet boja (Szkudelski, 2001).

Ilgstosi paaugstinats cukura Iimenis asinis izsauc papildus acetil-CoA
produkciju. Tas, nonakot Krebsa cikla, izraisa NADH pastiprinatu produkciju,
tadgjadi izsaucos mitohondrialas elektronu transporta k&€des parmérigu noslogojumu.
Parmeérigi lielam NADH daudzumam oksid€joties, pastiprinati veidojas ROS, kas
inaktivé gliceraldehida 3-fosfata dehidrogenazi (GAPDH). Glikolizes otrais posms
tieck nomakts, un uzkrajas glikolizes starpprodukti. Lai kompens€tu nomakto
metabolisma celu, tiek stimuléti alternativie glikozes metabolisma celi, kas ir saistiti
ar pastiprinatu brivo radikalu veidoSanos un palielina oksidativa stresa risku
(Brownlee, 2001; Yan, 2014) (sk. 1.8. att.). Pirmais ir saistits ar ta saucamo
patologisko poliolu vielmainas celu. Otrais diab&tisko komplikaciju attistibas cel§ ir
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pastiprinats heksozamina mehanisms. TreSais ir proteinkinazu C izoformu aktivacija
un ceturtais - pastiprinata AGE (dzilas glikéSanas galaprodukti) veidoSanas
(Brownlee, 2001; Yan, 2014).

Hiperglikémija

NADH}

elektronu
transporta kéde
O— .

| GAPDHI—— (ROS) 44

Glikozes . |Diabéts un ta
metabolisma komplikacijas

blakuscelu
aktivéSana

1.8. att. Hiperglikemijas efekti Suna. Hiperglikémija palielina NADH un
mitohondrialo ROS veidosanos, kas samazina GAPDH aktivitati. ST inhibicija aktivé
glikozes metabolisma blakuscelus, ka rezultata papildus veidojas ROS, kas ir iesaistiti
glikotoksicitate un atbildigi par diab&ta un ta komplikaciju attistibu (adapt&ts no Yan,
2014).

Paaugstinatu ROS veidoSanos endotélija un miocitu Stnas hiperglikémijas
apstaklos nodro$ina art NADPH oksidazu aktivitates pieaugums un eNOS atjligSanas.
Hiperglikémijas apstaklos NADPH oksidazes caur PKC aktivaciju, raZo paaugstinatu
O," daudzumu, ko SOD reducé par H,O,. Tas paaugstina eNOS ekpresiju. NADPH
oksidazes razotais O,” un eNOS pastiprinati razotais NO, izveido ONOO". Tas okside
BH,, kas savukart nepiecieSsams eNOS dimerizacijai, par BHy, ka rezultata eNOS
monomérs razo O,  slapekla oksida vieta (sk. 1.9. att) (Wenzel et al., 2008).
Peroksinitrits endoteliocitos aktivé PKC, tada veida stimulgjot augstakmineto procesu
(Pacher et al., 2007). Interesanti, bet ir ari dati, ka ilgstosas hiperglikémijas apstaklos
(9-12 nedelas) eNOS proteina ekspresija samazinas STZ inducétajam 1TCD Zzurku
sirds audos, aorta un apzarna artérijas, bet pec 1 nedelas ilgas hiperglikémijas eNOS
proteina koncentracij sirdi tikai nedaudz parsniedz veselo Zurku eNOS Iimeni.
Savukart iNOS proteina ekspresijas [imenis sirds audos, aorta un apzarna arterijas 3.,

9. un 12. hipergliké€mijas nedelas pieauga 2,5 reizes par kontroles dzivnieku iNOS
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proteina limeni, ka ar1 pieauga nitrotirozina Itmenis audos, kas liecina par
peroksinitrita klatbutni (Nagareddy et al., 2005). iNOS Iimenis oksidativa stresa
apstaklos tiek stimuléc caur NF-«kB aktivaciju, ko veic ROS un RNOS (sk. 1.9. att.)
(Gloire et al., 2006). Tadgjadi, veidojoties endoteliocitos parmériga daudzuma
superoksida radikalim un tam reaggjot ar eNOS un iNOS razoto slapekla oksidu,
rodas toksiska molekula peroksinitrits, kura pati un tas metaboliti boja Siinas lielas
molekulas, tai skaita pastiprinati rada DNS molekulas vienpavediena parravumus (El-
Remessy et al., 2003; Szabo et al., 2007; Munzel et al., 2008), ka rezultata tiek
aktivéta DNS reparacija iesaistita molekula PARP. PARP péc saistiSanas pie DNS
bojajuma, katalizé NAD® $kelsanos par nikotinamidu un ADP-ribozi, kas
polimeriz&jas un veido garus sazarojumus. ST procesa rezultata tiek izsmeltas NAD"
rezerves, samazinas glikolizes, Krebsa cikla, mitohondriju elektronu transporta
efektivitate, lidz ar to notieck ATP molekulas noplicinasanas, kas rezult€jas Stnas
disfunkcija un nekrozé (Virag and Szabo, 2002; Pacher et al., 2007). Tada veida
izsaucot endotelialo disfunkciju un sekojosi diabétisko vaskularo disfunkciju (Du et

al., 2003).

Hiperglikémija

‘1’ 1PKC aktivitate

T NADPH oksidazes ekspresija un aktivitate

10— 1SOD & 10,

v
NF-xB
1H,0, — aktivacija
1ONOO" l‘r eNOS ekspresija \
e [iNos
¢ TNO
1BH,
eNOS atjugsanas

1.9. att. Hiperglikeémijas inducetas eNOS atjiig§anas mehanisms

1.3.2. Lipopolisaharida inducéta sepse

Endotoksinu inducétais sepses modelis ir viens no visizplatitakajiem ta
vienkarSibas un precizitates del. Lipopolisaharids (LPS) ir stabila, relativi tira
molekula, ko var uzglabat liofilizéta forma (Garrido et al., 2004). LPS var tik ievadits
vienreizg€jas injekcijas intraperitoneali vai intravenozi, vai infuzijas. Visbiezak,

34



veidojot sepses modeli, tiek ievadita augsta LPS deva, kursa ilgums un ievadiSanas
vieta ir atkariga no pétijuma mérka (Parker and Watkins, 2001). Grauzgji, kaki un
suni uzrada relativu endotokstna rezistenci, bet cilveki, trusi, aitas un pertiki —
palielinatu uznémibu (Garrido et al., 2004). Tatad peléem letala deva (LD50) ir 1000
Iidz 10000 lielaka neka cilvékiem, un, lai induc€tu smagu sepses stavokli pelem ir
jaievada 1-25 mg/kg, bet cilvékiem — 2-4 ng/kg. Pelem akita septiska Soka
simptomatika ir pazeminats asinsspiediens, pienskabes acidoze, sirdsdarbibas
traucgjumi, paaugstinati TNFa, IL-6, (HMGB)-1 Iimeni asinis. Sie simptomi ir [idzigi
tiem, ko uzrada cilvéka organisms sepses gadijuma (Fink, 2014).

Lipopolisaharids tiek izdalits no gram-negativam baktérijam. Tas ir
glikokonjugats, kas sastav no O-antigéna, kodola-polisaharida un kovalenti piesaistita
lipida A, kas ir atbildiga par LPS biologiskajiem efektiem un ta lipofilitate izraisa LPS
molekulu agregaciju (Hodgson, 2006). LPS agregatus LBP (LPS-saistoSais proteins)
disocie monoméros un veido LPS/LBP kompleksus, kas ir daudz aktivak inducé
atbildes reakcijas. LPS/LBP kompleksi saistas ar mCD14 uz monocitu membranas.
Sis process aktivé monocitus vai stimulé tos izdalit sCD14 kermena $kidrumos.
LPS/LBP kompleksi saistas ar mCDI14, sCD14 un ziditaja augsta blivuma
lipoproteidiem (ABL). SaistiSanas ar ABL neitralizé LPS aktivitati. sCD14/LPS
komplekss savukart var saistities pie $tnam, kuras neekspresé CDI14 receptoru,
pieméram, pie endot€lija Stinam, tada veida stimulgjot tas producét citokinus. Tomer
lielaka dala endoteliocttu tiek stimul@tas netiesi ar citokinu starpniecibu, ko produce
CD14 stimulétie monociti. LPS uz monocitu §tinu virsmas saista art CD11/CD18
receptori, CD18 saista LPS tikai ta augstas devas. Atkariba no Stinu tipa dazadi
membranas proteini: 18, 25, 38, 40 un 80 kDa, ir iesaistiti LPS saistiSana.
LPS/LBP/CD14 mijiedarbiba ar MD-2 un TLR4 transmembranas proteiniem palaiz
signalu kaskadi $uina, kur iesaistitas adaptermolekula MyD88 un ar interleikina-1
receptoru asociéta kinaze (IRAK). Tas aktiveé TNF receptora asoci€to faktoru 6
(TRAF6), kas stimulé NF-xB un JNK/SAP (c-Jun N- terminalas kinazes/stresa
aktivétas proteinkinazes) aktivitati. STs abas sistémas ir iesaistitas vairaku iekaisuma
reakcijas proteinu ekspresijas palielinasana (Heumann and Roger, 2002) (sk. 1.10.
att.). iINOS géna mRNS paradas divas stundas p&c makrofagu stimulacijas ar
interferonu gamma un LPS, bet iNOS proteins — Cetras stundas péc indukcijas. iNOS
proteina klatbiitne audos ir ickaisuma biomarkieris (Xie et al., 1992).
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1.10. att. Lipopolisaharida inducétais signalparneses cel§ (adaptéts no Heumann

and Roger, 2002).

NF-«B ir viens no galvenajiem, visvairak pétitakajiem iNOS ge€na un proteina
ekspresiju stimulgjoSiem faktoriem. Tatad NF-kB ir induc€jamais transkripcijas
faktors, kas var sastavét no dazadam subvienibam. Lielaka dala Stinu tas sastav no p65
un p50. Ka jau ir min&ts augstak, NF-kB tiek aktivéts ar LPS, IL-1, TNF-o un citam
vielam. Vienreiz aktivéts NF-kB aktivé vairakus génus un sekojosi proteinus, kas ir
atbildigi par agrino imiino atbildi uz akitu iekaisumu, tai skaita ir iNOS,
ciklooksigenaze-2, TNF-o, IL-1B un citus. IkB saimes endoplazmatiskie inhibitori
saista NF-kB un notur to citoplazma, nelaujot migrét uz kodolu. Pie NF-«B inhibitoru
saimes pieder IkBa, IkBp, IkBy un citi. Visvairak pétits ir [kBa. Tas ir piesaistits pie
NF-kB p65 subvienibas. Bridi, kad notieck NF-kB stimulacija, IkB kinaze (IKK)
fosforilé IxB. IkB tiek selektivi degradéts. Atbrivotais NF-kB migré uz Stinas kodolu,
kur saistas pie, pieméram, iNOS promotera kappaB regiona un inducé iNOS géna
transkripciju. Tas, cik ilgstoSa bius NF-«xB atbildes reakcija uz stimulaciju, ir atkarigs
no IkB saimes parstavja tipa. Pieméram, IkBa reagé uz stimulaciju 10 mintsu laika,
bet ta resintéze ar NF-kB molekulu notiek jau péc stundas. No jauna sintezéta IkBa
molekula piesaistas pie NF-kB un apstadina ta inducéto génu transkripcijas
stimulaciju. Savukart IkBf degradacija notiek vairakas stundas, kas realiz€jas NF-xB
ilgstosa aktivacija vairak ka divdesmit stundas (sk. 1.11. att.). Tadgjadi dazadu audu
un Siinu atbildes reakcija uz iekaisuma faktoriem, var atSkities gan péc intensitates,

gan péc ilguma (Jobin and Sartor, 2000).
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1.11. att. NF-kB aktivitates regulésana. 1. NF-«xB atrodas inaktivéta stavoklt

RMS

kodols

citoplazma kompleksa ar inhib&joSo proteinu — IkB, noteikta stimulacija izraisa
selektivu IxkB fosforilaciju; 2. IkB tiek ubikvtinéts un degrad€ts proteosomas; 3.
atbrivotais NF-kB migré uz Stnas kodolu un 4. inducé vairaku NF-kB atkarigo génu
transkripciju; 5. no jauna sintez€tais IkB; 6. saista NF-kB citoplazma un 7. kodola

inaktivéjot to (adaptéts no Jobin and Sartor, 2000).

1.4. Flavonoidi

Polifenolu savienojumi ir vieni no visvairak izplatitakajam savienojumu
grupam augu valsti. Ir zinamas vismaz 8000 polifenolu struktiiras, kuram ir
aromatiskais gredzens rinkis ar hidroksilaizvietotajgrupu (Croft, 1998). Polifenoli tiek
iedaliti piecpadsmit klasés (Xiao and Kai, 2012). Lielaka polifenolu klase ir
flavonoidi, kuri sastav no diviem aromatiskiem gredzeniem, kas savienoti ar trim

oglekla atomiem (sk. 1.12. att.) (Ross and Kasum, 2002; Manach et al., 2004).




1.12. att. Flavonoidu pamatstruktiira (adaptéts no Croft, 1998).

Flavonoidi ietver sevi vairakas augu metabolitu grupas, halkonus, auronus,
flavononus, izoflavonidus, flavonus, flavonolus, katehinus jeb flavolonus,
antocianinus, leikoantocianidinus. Flavonoidi ir sastopami auglos, darzenos, t&ja,
kakao, vina u.c. (Croft, 1998; Manach et al., 2004).

Daba flavonoidi eksisté glikozileta veida: glikozidi, galaktoziti, rutinozidi utt.
(Kachlicki et al., 2008; Veitch and Grayer, 2011). Daudzi pétnieki uzskata, ka
deglikozilésana notiek ziditaju tievajas zarnas un tikai ka aglikoni (flavonoidi bez
cukura atlikuma), mazas hidrofobas molekulas tie var difundét caur zarnu sieninu uz
asinsriti, pateicoties pasivajai diftzijai (Chen et al., 2011). Flavonoidu glikozil&tas
formas to nespgj hidrofilitates un lielas molekularas masas dél (Zhang et al., 2005;
Dai et al., 2008). Viens no hidrolazu avotiem ir zarnu mikrofolora (Bokkenheuser et
al., 1987; Hur et al.,, 2000). Péc hidrolizes un migré$anas enterocitos, notiek
flavonoidu molekulas konjugésana (Sesink et al., 2001; Felgines et al., 2005).
Asinsrite flavonoidi saistas pie asins proteiniem, lielakoties, pie albumina, un to
afinitate savukart ir atkariga no flavonoida struktiras (Manach et al., 2004).
Citohroma P450 enzimi aknu mikrosomas metabolizé flavonoidus pirms to
ekskrécijas. Ziditaju organismos flavonoidi tiek atrasti urina un zult ka glikuronidi,
sulfati vai metilétaja forma (Heim et al., 2002).

Flavonoidu antioksidativas un radikalus neitraliz€josas 1pasibas tiek skaidrotas
ar to strukturalam ipatnibam. Hidroksilgrupu klatbttne uz B gredzena (sk. 1.12. att.)
demonstré nozimigu lomu elektronu rezonans€, ka arT mijiedarbiba ar oksidetajiem.
Orto-hidroksifenil grupa uz B gredzena ir nozimiga strukturala prasiba, lai molekula
varétu veikt antiradikalu funkciju — elektrona nodoSanu oksidéjosam agentam. B
gredzena torsijas lenkis pret pargjo molekulas dalu korele ar vielas radikalus
neitraliz§joso aktivitati. C3-OH aizvietoSana (metiléSana vai glikozileSana) var
izmainit gredzenu B un A (ka arT C) savstarp&ju novietosanu. A gredzenam nav lielas
lomas antiradikalu aktivitate. Tapéc hidroksilgrupu klatbtitne uz B un C gredzeniem ir

butiska antioksidativo un antiradikalu funkciju veiksanai (Yi et al., 2012).
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1.4.1. Flavonu grupas dabas vielas

1.4.1.1. Luteolins

Luteolins ir viens no visbiezak sastopamajiem flavonoidiem partikas
produktos. Tas pieder pie flavonu grupas. Lidz §im tam ir zinama pretvéza (Seelinger
et al.,, 2008b), estrogéna (Zand et al., 2000), antiestrogéna (Han et al., 2002),
pretiekaisuma, antialergiska, anti- un prooksidativa aktivitate (Seelinger et al., 2008a).
Pieversot lielaku uzmanibu péd€jam divam, janorada, ka luteolins uzrada divas
klasiskas antioksidantu strukturalas ipasibas: pirma ir 3’-4’-orto-dihidroksil grupa (B
gredzens), otra — 2.-3. dubultsaite konjugacija ar karbonilgrupu oglekla 4. pozicija (sk.
piel. Nr. 9.9.). Pirma ir ka tidenraza elektronu donors, lai neitralizétu brivos radikalus,
bet, otra izpauzas sp€ja saistit vara un dzels jonus (Mira et al., 2002). Luteolins uzrada
sp&ju neitralizét ROS, RNOS (Cai et al., 1997; Odontuya et al., 2005) un novérs
Fentona reakciju (Cheng and Breen, 2000; Mira et al., 2002). Luteolinam piemit sp&ja
inhib&t prooksidativos enzimus, pieméram, luteolins samazina O, veidoSanos,
nomacot ksantinoksidazes aktivitati (Nagao et al., 1999). Sp¢&j inducét antioksidativo
enzimu: glutation-S-transferazes, glutationreduktazes, superoksida dismutazes un
katalazes aktivitati (Ross and Kasum, 2002; Manju and Nalini, 2005; Leung et al.,
2006). Luteolins nomac enzimu: lipooksigenazes, ciklooksigenazes aktivitati (Robak
et al., 1988), kas katalizg $tinas komponentu oksidésanos.

Luteolinam ir novérotas ari prooksidanta aktivitate véza $§tnas (Matsuo et al.,
2005; Ju et al., 2007). Luteolina anti- un prooksidativais mehanisms lidz galam nav
izprasts, bet pastav uzskats, ka tas ir atkarigs no brivo radikalu (Cao et al., 1997) un
no vara, dzelzs, un kadmija jonu koncetracijas $tna. Bridi, kad dzelzs jonu
koncentracija $tina ir zem 50 pM, luteolins uzvedas ka antioksidants, bet pieaugot
dzelzs jonu koncentracijai virs 100 uM, tiek inducéts prooksidativais efekts (Sugihara
et al.,, 1999). Luteolina klatblitné ir nov€rota mangansuperoksida dismutazes
(MnSOD), kas konverté O, par H,O,, aktivitates nomaksana. Tas liek domat par citu
luteolina inducéto prooksidativo mehanismu (Ju et al., 2007). Antioksidativa luteolina
aktivitate ir cieSi saistita ar DNS oksidativo bojajumu novérSanu, DNS molekulas
pasargaSanu, bet ta prooksidativa aktivitate ar DNS molekulas bojajmu izsaukSanas
procesu. Luteolins var darboties ka kimioprotektivs agents, pasargajot $tinu no dazada
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veida oksidativa stresa, bet no otras puses, luteolins var ka prooksidants izsaukt véza
Stnu apoptozi (Shen et al., 2004; Matsuo et al., 2005). Starp paréjam luteolina
IpaSibam gribetos pieminét ta sp&ju nomakt DNS topoizomerazes I un II, enzimu
akivitati, kas ir atbildigi par DNS bojajumu, reparaciju, un sp€ju interkalet DNS
molekulu, izsaucot DNS dubultparravumus (Chowdhury et al., 2002).

1.4.1.2. Baikaleins

Ir dati, ka baikaleinam piemit pretvéza (Moon et al., 2006; Kim et al., 2014),
pretiekaisuma (Gautam and Jachak, 2009), anti- un prooksidativas ipaSibas (Firuzi et
al., 2011). S viela tiek plasi izmantota kinie$u tradicionalaja medicina un ir atrodama
liecla daudzuma Scutellariae baicalensis Georgi saknés (Radix Scutellariae) (Li-
Weber, 2009). Strukturali baikaletnam nav orto-dihidroksil grupas (B gredzens), kas
tiek uzskatita par bitisku antioksidativo funkciju veikSanai, toties 4. pozicija atrodas
karbonilgrupa un C gredzens satur tris hidroksilgrupas (sk. piel. Nr. 9.9.), kas
pastiprina vielas antioksidativo un antiradikalu aktivitati.

Baikaleins sp&j saistit superoksida un hidroksilradikali tiesa veida in vitro
(Hamada et al., 1993; Gao et al., 1999). P&c baikaleina injekcijas (30 mg/kg) Sprague-
Dawley zurkam samazinajas paaugstinatais tiobarbiturskabes reaktiva substances
(TBARS) limenis, kas tika paaugstinats ar FeCls injekciju, tai pasa laika neietekméjot
SOD aktivitati. Tika propongts, ka baikaleins neitralize€ in vivo superoksida, hidroksil-
un citus radikalus, tadgjadi pasargajot Stinas no naves (Hamada et al., 1993). Tas ari
uzrada lipidu peroksidaciju samazinosu efektu in vitro zurku smadzenu garozas Stnu
mitohondrijos un paaugstina cilvéka neiroblastomas $tinu izdzivoSanas sp&jas péc
apstrades ar H,O, (Gao et al., 1999).

Baikaleins samazina lipopolisaharida inducéto slapekla oksida produkciju pelu
makrofagos (Wakabayashi, 1999) un pasarga mikroglijas $iinas iekaisuma modeli,
samazinot $tnas citotoksisko slapekla oksida sintézi (Suk et al., 2003). Ir izpétits, ka
LPS stimulétajos pelu makrofagos baikaleins, inhib&ot NF-kB vienibu p50 un p65
aktivaciju, nomac iNOS proteina ekspresiju, tada veida uzradot pretiekaisuma efektu
(Kim et al., 2013a).

Savukart baikaletna pretvéza aktivitate var€tu but saistita ar ta
prooksidativajam ipaSibam. Cilvéka leikémijas $iinas tas zemas koncentracijas (5-20
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pM) stimulgja brivo radikalu veidosanos un inducgja apoptotisku procesus, savukart
paaugstonot vielas koncentraciju, $adu efektu nenovéroja (Makino et al., 2006), ko

apstiprina arf citu pétnieku dati darba ar osteokarcinomas $tinam (Ye et al., 2015).
1.4.2. Flavonolu grupas dabas vielas
Kemferols, miricetins un kvercetins pieder pie flavonolu grupas. Tie ir
polifenolu savienojumi ar diviem hidroksilétiem fenola gredzeniem: A un B, kurus
savieno trs oglekla atomu k&de, kas ir dala no heterocikliska gredzena- C (sk. 1.13.

att.). Augos §is vielas pastav glikozidu, galaktozidu, rutinozidu un glikuronidu forma.

Cukura atlikums atrodas flavonoida strukttiras 3 pozicija (Flamini et al., 2013).

fenilalanins
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1.13. att. Flavonolu grupas vielu biosintéze augos (adaptéts no Flamini, 2013).

1.4.2.1. Kemferols

Kemferols pieder pie flavonolu grupas. Tas satur karbonilgrupu 4. oglekla
pozicija, vienu hidroksilgrupu 4°’. pozicija uz B gredzena un vairakam
hidroksilgrupam uz A un C gredzeniem (sk. 1.13. att.) (Flamini et al., 2013).
Kemferolam piemit pretiekaisuma, antibakterialas, pretvéza, kardioprotektivas,

neiroprotektivas, antidiabétiskas, antiosteoporotiskas, estrogéniskas/antiestrogéniskas,
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anksiolitiskas, pretalergiskas, analggtiskas un antioksidativas ipasSibas (Calderon-
Montano et al., 2011). Cilvéka embrionalas nieru $tnas kemferols butiski samazina
stimuléto ROS produkciju (Lee et al., 2009). Kemferols izraisa héma oksigenazes
geéna, kas paaugstina $iinas antioksidativo kapacitati, ekspresijas picaugumu (Hong et
al., 2009). Savukart glioblastomas S$tnas kemferols paaugstina oksidativa stresa
limeni, kas izraisa apoptozi, uzradot pretvéza aktivitati (Sharma et al., 2007). Pelu
monocitu-makrofagu $tinas kemferols bloké IL-1p un TNF-a ekspresiju (Kowalski et
al., 2005). Lidz ar to tiek nomakta NF-kB migracija uz $tinas kodolu un netiek aktiveti
no NF-xB atkarigie géni (Hamalainen et al., 2007). Pateicoties savam strukturalajam
ipatnibam, kemferols ir labs peroksinitrita saistitajs (Heijnen et al., 2001a). 2014. gada
Subash C. Gupta un Iidzautori public§ja apskata rakstu, kur apkopoja dazadu
flavonoidu ietekmi uz TNF-a un citiem iekaisuma markieriem. In vitro p&tijjumos
kemferols uzrada TNF-a, slapekla oksida, IL-6, iNOS un COX inhibiciju LPS
stimulétos pelu makrofagos; nomac TNF-o produkciju un NF-xB aktivaciju LPS
stimulétos cilvéka endoteliocitos; samazina LPS stimuléto TNF-a, IL-13, NO un
ROS produkciju un fagocitozi mikroglijas stnas. Kemferols izraisa TNF-a, IL-1p un

IL-6 parprodukcijas samazinasanos pels LPS iekaisuma modela apstaklos (Gupta et

al., 2014).

1.4.2.2. Kvercetins

Kvercetins (sk. 1.13. att.) ir galvenais flavonoids $adas vinogu skirnés:
Chardonnay, Riesling, Sauvignon Blanc, Pinot Noir, Nebbiolo, Sangiovese, Teroldego
(Mattivi et al., 2006). Diéta, kas ir bagata ar dabas vielam, tai skaita flavonoidiem,
samazina ar oksidativo stresu saistito slimibu: cukura diab&ta, koronaras sirds
slimibas, insulta incidences risku (Zhu and Silverman, 2008). Kvercetins ir flavonols
ar 3’-4’-orto-dihidroksil grupu uz B gredzena-, ka ari tam ir hidroksilgrupas uz A un
C gredzeniem, kas péc literatiiras datiem pastiprina vielas antiradikalas un
antioksidativas TpaSibas (sk. 1.13. att.) (Wang et al., 2006; Flamini et al., 2013).
Tomér aktivitates un struktiiras saistibas lidz §im v€l nav lidz galam noskaidrotas.
Kvercetins pieder ari pie to flavonoidu grupas, kuru struktiira ietilpst 3’-4’-orto-

dihidroksil grupa B gredzena, kas ir sp&jiga neitralizét peroksinitrita molekulu, ar
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hidroksilgrupa 3. pozicija ir svariga, tau farmakofora aktivitate ir saistita ar
aizvietotajiem piektaja un septitaja pozicija (Heijnen et al., 2001a).

Kvercetins arT regulé NF-kB ekspresiju $tinu linijam specifiski (Raines et al.,
2007; Thomas et al., 2008) un ir topoizomerazu I un II inhibitors, kas izsauc DNS

parravumu skaita picaugumu (Lundberg and Weitzberg, 2010).

1.4.2.3. Miricetins

Miricetins (sk. 1.13. att.) ir flavonols ar trim hidroksilgrupam 3’., 4’., 5’.
pozicijas uz B gredzena, divam 5. un 7. pozicijas uz A gredzena un vienu 3. pozicija
uz C gredzena (Flamini et al., 2013). Strukttras — aktivitates pétijumi paradija, ka A,
C un B gredzenu (3’-4’-orto-dihidroksilgrupa) polihidroksilacija, 2.-3. dubultsaite un
karbonilgrupa 4. pozicija ir butiska miricetina antioksidativo efektu realizacijai
(Furuno et al., 2002; Yi et al., 2012), ka ar1 ta atbilst peroksinitrita neitralizacijas
nosacijumiem (Heijnen et al., 2001a). To apstiprina in vitro pétjjumi, kur miricetins
efektivi neitralizé O, (Robak and Gryglewski, 1988), samazina O, un ROS
veidoSanos cilvéka endotelialajas §tinas un nomac NF-kB migraciju uz kodolu (Yi et
al., 2012). Miricetins ietekm& ari iekaisuma procesus, inhib&jot TNF-a un IL-1P
sekréciju LPS inducétos makrofagos (Gupta et al., 2014) un samazinot IKK kinazu
aktivitati TNF-a stimulétas cilvéka endotélija Sunas, tadgjadi inhibéjot NF-xB
transducijas celu (Tsai et al., 1999). Miricetins piemit ne tikai ROS neitralizgjosas, bet
tas ar1 paaugstina SOD, CAT un GPx aktivitati un uzrada DNS molekulu pasargajosas
ipasSibas péc fibroblastu apstrades ar H,O, (Wang et al., 2010). Tomér citu autoru
darba miricetins, salidzinot ar citiem flavonoliem, neuzradija Oz_ neitraliz€josas
ipasSibas un loti vaji neitraliz€ja hidroksilradikali péc makrofagu stimulacijas ar LPS
(Wang et al., 2006). Miricetinam piemit ari prooksidativa aktivitate - Fentona
reakcijas apstaklos in vitro pastiprina OH' radikalu veidosanos (Hanasaki et al., 1994)
un uzrada DNS bojajumus stimul&josu efektu Zurku leikocitos bleomicina klatbiitne

(Laughton et al., 1991).
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1.5. Karotinoidu grupas dabas vielas

1.5.1. Likopéns

Likopéns (sk. piel. Nr. 9.9.) ir karotinoids, kuru liela daudzuma atrod tomatos
(Basu and Imrhan, 2007). Likopénam piemit pretvéza (Bilecova-Rabajdova et al.,
2013), kardioprotektivas (Friedman, 2013), antioksidativas (Basu and Imrhan, 2007)
ipasibas, tas pasargd no osteoporozes, hipertensijas, virieSu neauglibas,
neirodegenerativam slimibam u.c. saslimSanam (Rao et al., 2006), tai skaita ir
zinojumi, ka likopéns pasarga no diabé&tiskajam komplikacijam (Li et al., 2014). Ta ka
karotinoidi tiek uznemti ar partiku, tad, lai organisms varétu tos efektivi absorbét,
bariba ir mehaniski jaapstrada (japagatavo), lai sadragatu partikas produktu
ekstracellularo matriksu un atvieglotu karotinoidu uzstks$anos tievajas zarnas, kur tie
tiek emulgéti micellas. Absorbcija enterocitos notiek ar SR-B1 (B klases tipa
saistitajreceptoru 1. proteina transportieris) transportiera palidzibu, kas atrodas
tievajas zarnas, ka ar1 aknas, virsnieru dziedzeros, olnicas, placenta, nieres, prostata
un smadzenés. Tadejadi tiek uzskatits, ka SR-B1 ir atbildigs par karotinoidu
transportu no lipoproteidiem uz audiem un no audiem uz lipoproteidiem. Karotinoidi
tievajas zarnas tiek absorbéti ar1 pasivas difuizijas cela, kur tiek Skelti par A vitaminu
un pargjiem metabolitiem vai arT tiek iepakoti hilomikronos un sekretéti limfatiskaja
sisteéma, lai transportétu uz aknam. Aknas uzkraj vai arT sekreté karotinoidus seviski
zema blivuma lipoproteidu, zema blivuma lipoproteidu, augsta blivuma lipoproteidu
veida un transporte tos uz periférajiem audiem (Wang, 2012).

Likopéns ir stiprs antioksidants — 10 reizes stipraks par a-tokoferolu (Di
Mascio et 1., 1989). Tas kimiski mijiedarbojas ar ROS, oksidgjas un tadgjadi pasarga
Stinas no ROS inducétas Stinu naves (Palozza et al., 2010a). Likopéns ietekmé
antioksidantu atbildes elementus (ARE), ROS producgjosos enzimus, guanozin-5'-
trifosfatazes, mitogénu aktivétas proteinkinazes (MAPK), NF-«xB, aktivéSanas
proteinu-1, reducéSanas- oksidéSanas jutigos un daudzus citus proteinus (Palozza et
al., 2012). Likopéns samazina iNOS proteinu un mRNS Iimeni ka art NO' produkciju
LPS stimulétos pelu makrofagos (Rafi et al., 2007). Ir ari dati, ka likopéns Zurkam
samazina iNOS aktivitati streptozotocina inducéta cukura diab&ta gadijuma (Zhu et
al., 2011). Likopéns 30 mg/kg koncentracija samazina DNS parravumu Itmeni cilvéku
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limfocttos (Devaraj et al. 2007). Péc likopéna uznemsanas 15 mg/kg vienu nedélu ilga
kursa veselo brivpratigo limfociti uzradija lielaku izturibu pret H,O, ietekmi ex vivo
(Torbergsen et al. 2000). Likop&na koncentracijas picaugums vesel0 virieSu seruma
samazina limfocitu DNS ,kométas astes” garumu (DNS vienpavediena bojajumus)
(Kim et al., 2010). 2007. gada Basu un Imrhan apkopoja 72 pétijumus cilvékiem, kur
likopéns uzradija DNS pasargajosSas, lipidu peroksidaciju samazinoSas un pretvéza

pasibas (Basu and Imrhan, 2007).

1.6. Alkoloidu grupas dabas vielas

1.6.1. Indol-3-karbinols

Indol-3-karbinols (sk. piel. Nr. 9.9.) ir glikobrassicinu sadaliSanas produkts
krustziezu dzimtas darzenos. Indol-3-karbinols uzrada pretvéza (Manson et al., 2000;
Sarkar and Li, 2004), pretiekaisuma (Jiang et al., 2013) un antioksidativas (Ratnam et
al., 2006) 1ipasibas. Indol-3-karbinols ietekmé NF-«B, JAK/STAT un citus
signalparneses celus dazados Iimenos, kas ir apkopots 2005. gada Margaret M.
Manson apskata raksta (Manson, 2005). 3,3’-diindolilmetans (DIM), kas ir galvenais
indol-3-karbinola metabolits, samazina iNOS ekspresiju pelém péc 12-O-
tetradecanoilforbol-3-acetata izsaukta adas iekaisuma, ka arT samazina COX-2 un IL-6
ekspresiju, tadéjadi samazinot iekaisuma izpausmes (Kim et al., 2010). DIM LPS
stimulétos pelu makrofagos samazina iNOS proteina sint€zi, td koncentracijas
izmainas korele ar iNOS géna ekspresiju un slapekla oksida koncentraciju. Ir arT dati,
ka pats indols-3-karbinols samazina NO', iNOS géna un iNOS proteina limeni LPS un
interferona-gamma (IFN-y) stimulétos pelu makrofagos (Chen et al., 2003). DIM
inhibé LPS inducéto NF-kB un AP-1 signalu kaskades aktivaciju, DIM nomac art
TNF-a, IL-6 un IL-1B génu ekspresiju péc LPS stimulacijas, ka arT samazina IL-6 un

IL-1B proteinu ekspresiju pelu makrofagos (Cho et al., 2008).
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1.7. Polifenolu grupas dabas vielas

1.7.1. Kafijskabes esteris

Kafijskabes esteris (Sk. piel. Nr. 9.9.) ir viena no propolisa aktivajam
komponentém, kurai piemit kardioprotektivas, neiroprotektivas, hepatoprotektivas un
pretieckaisuma ipasSibas, kam pamata ir ta antioksidativa daba (Tolba et al., 2013).
2013. gada apskata raksta Tolba ar Iidzautoriem apraksta kafijskabes estera ietekmi uz
dazadiem iekaisuma procesa iesaistitiem enzimiem, mediatoriem, signalmolekulam
un transkripcijas faktoriem. Tas samazina COX-2 ekspresiju un aktivitati, nomac
COX-1 aktivitati, pastiprina IL-10 ekspresiju, samazina IL-8, IL-9, IL-1p ekspresiju,
inhibeé IL-2 ekspresiju, ka arl samazina histamina izdaliSanos, samazina NF-xB
aktivitati, IxkK, IxkB un JNKI1 fosforilaciju, nomac iNOS ekspresiju un enzima

aktivitati ka arT inhib€ slapekla oksida produkciju iekaisuma laika (Tolba et al., 2013).

1.7.2. Ellagskabe

Ellagskabe (sk. piel. Nr. 9.9.) uzrada pretvéza (Zhang et al., 2014), pretvirusu,
antioksidativas, pretickaisuma ipasibas, ka ari hepatoprotektivu aktivitati (Girish and
Pradhan, 2008). Azijas valstis augus, kas satur $o vielu, izmanto ka antioksidativu,
pretdiarejas, antimikrobialu, imunomodul&oSu var ari iminmodul&osu Iidzekli
(Larrosa et al., 2010). Ellagskabe ir gallusskabes atvasinajums, ko iegiist, hidrolizgjot
ellagtaninus, kas atrodas kokainos divdigllapjos: muskata vinogu S$kirn€s, 0gQas,
riekstos, granatabolos u.c. (Zhang et al., 2014). Ellagskabe ir stiprs antioksidants, kas
samazina H,O, destruktivo efektu, neitralizé superoksida un hidroksida radikalus
(Girish and Pradhan, 2008). Ellagskabei ir spgja neitralizét art RNOS: NO; radikali,
peroksinitritu (Zhang et al., 2014). Aktivé antioksidativos enzimus: superoksida
dismutazi, katalazi, glutationperoksidazi kamju plausu fibroblastos (Zhang et al.,
2014). Ellagskabe stimulé eNOS ekspresiju (de Nigris et al., 2005; Larrosa et al.,
2010). Ta ari samazina TNF-a, IL-6, COX-2, NF-kB un iNOS limeni zurkas ar resnas
zarnas audz&ju (Gupta et al., 2014).

46



1.7.3. Resveratrols

Resveratrols (sk. piel. Nr. 9.9.) ir stilbéns, polifenolu savienojums (Buchanan
B., 2002). Gupta un ta lidzautoru apskata raksta tika apkopotas resveratrola
aktivitates, kas ir saistitas ar ickaisuma procesiem. In vitro samazina TNF-a inducéto
apoptozes limeni asinsvadu fibroblastos, ka art samazina TNF-a ekspresiju leikocitos.
In vivo resveratrols nomac TNF-o, IL-6 izdalisanos un iNOS ekspresiju Zurku
smadzen€s; samazina svara zudumus un proteinu degradaciju skeleta muskulattra
pelés ar adenokarcinomu 16 un uzrada nozimigu NF-kB DNS saistiSanas aktivitates
samazinajumu, ka arT nozimigi samazina STZ- inducétas neiropatiskas sapes un TNS-
a Itmeni diab&tiskas pelés. Cilvekos resveratrols samazina TNF-o un IL-6 Iimeni; IL-
1B un TNF-a ekspresiju 2. tipa cukura diab&ta un hipertensijas pacientiem, samazina
c-reaktiva proteina limeni (Gupta et al., 2014). Tomér resveratrols uzrada ari
pooksidativas ipasibas, kas ir atibildigas par antiproliferativiem, citotoksiskiem un pat
proapoptotiskiem efektiem. Resveratrols vara klatbtitn€ izsauc DNS bojajumus (de la

Lastra and Villegas, 2007).

1.8. Dabas vielu saistiba ar DNS un to toksictate

Kanazawa K. un Iidzautori 2006. gada, izp€tot vairakus flavonoidus,
konstatgja, ka kvercetins un luteolins tiek detektéti kodola pie DNS molekulas, ka art
nomac DNS oksidaciju. Kemferols arT tika atrasts Stinas kodola, bet DNS oksidativo
bojajumu samazinoSo efektu tas neuzradija (Kanazawa et al., 2006). Kvercetins,
luteolins un kemferols interkalé ar DNS, RNS molekulam, kas var izraisit divéjadu
efektu, pirmkart, DNS aizsargajosu aktivitati (Kanakis et al., 2006), otrkart,
citotoksicitati un DNS bojajumus pastiprinosu efektu (Rusak et al., 2010).
Citotoksiskais efekts ir atkarigs no devas un inkubacijas laika, augstaka flavonoida
deva inducé $ina toksiskus efektus (Nemeikaite-Ceniene et al., 2005). Ir vielas, kas
var mijiedarboties ar DNS molekulu, tada veida ietekmgjot procesus $§iina, to struktiiru
un funkciju. Ja strukturalas izmainas nav noverSamas, tas noved pie apoptozes un
Stinas naves (Ragazzon et al., 2009). Mijiedarbiba var biit dazada, tai skaita viela var
interkal@t starp blakus eso$am bazeém, ievietoties lielaja vai mazaja DNS rieva, ka art
mijiedarboties elektrostatiski. Interkalacija starp bazém un saistiSanas DNS rievas ir
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visvairak izplatits DNS un nelielu vielu (ligandu) mijiedarbibas veids (Hegde et al.,
2012a). Flavonidi, pateicoties savai gandriz plakanajai molekulas hromoforai dalai,
uzrada DNS interkal&josas 1pasibas (Ragazzon et al., 2009). Daudziem flavonoidiem
ir sp&ja mijiedarbojoties ar DNS un fluoriscét noteikta gaisma (Hegde et al., 2012a).
Peétijumi ir paradijusi, ka luteolins, kvercetins un baikaleins inkorpor€jas starp bazu
pariem, kas izpauzas ka hidrofoba mijiedarbiba un tidenraza saidu veidosanas. Sada
mijiedarbiba trauceé DNS replikacijas procesa (Janjua et al., 2009; Ragazzon et al.,
2009; Zhang et al., 2012). Baikaleins uzrada tieksmi saistities ar trispavedienu un
Cetrpavedienu DNS spiralem, kas raksturigas telomeéra, ka ari uzrada specifisku
saistiSanos ar ATT motivu, apstadinot Stinas ciklu Gi-faze. Kvercetins ar1 labi
interkal€ ar tri- un Cetrpavedienu DNS struktiiru, ka arT apstadina Stnas ciklu G,-fazgé
(Ragazzon et al., 2009). Kemferols ari interkaleé DNS molekulu, bet vajak neka
kvercetins (Kanakis et al., 2005), resveratols uzrada vajaku spg&ju interkalét DNS
molekulu neka kemferols (Zhang et al., 2011).

Toksisko efektu izraisa flavonoidu sp€ja autooksideties, procesu katalize
metalu joni, ka rezultata veidojas O, . Peroksidazes katalizé flavonoidu ka polifenolu
savienojumu oksidaciju, kas ari stimulé prooksidativa efekta attistibu (Zhang et al.,
2012). Polifenolu viena elektrona oksidacija var izraisit NADPH un citu Stnas
reduktantu kooksidaciju ar sekojosu ROS veidosanos. Péc ziditaju $iinu apstrades ar
flavonoidiem paaugstinas ROS Iimenis, ko izraisa mitohondriju poru caurlaidibas
palielinasanas, notiek citohroma c atbrivosanas, kaspazu aktivacija, apoptoze, lipidu

peroksidacija un nekrotiska §tnu nave (Nemeikaite-Ceniene et al., 2005).

1.9. 1,4-dihidropiridinu atvasinajumi

1,4- dihidropiridina (1,4-DHP) kodolu sintez&ja pirms 130 gadiem (sk. 1.14.
att.) (Hantzsch, 1881), pirms 60 gadiem tika atklata $o savienojumu biologiska
aktivitate (Philipps, October 3, 1944). Divdesmit gadus vélak Bosserts un Vaters
Bayer AG izveidoja 1,4- dihidropiridina atvasinajumu, kas izc€las ar izcilam koronaro
asinsvadu vazodilat€josam ipasibam (Bossert and Vater, 1989). Velak tas Vacija

kluva pazistams ka Adalats (Bossert and Vater, 1971).
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1.14. att. 1,4-dihidropiridinu kodols (adaptéts no Ioan et al., 2011).

2011. gada loan ar Iidzautoriem apkopoja 1,4-DHP =zinamas ipasibas
apskatraksta, kur tika iztirzata 1,4-DHP kalciju kanalu modul&josa aktivitate, ka art
apskatiti citi efekti (loan et al., 2011). Pamatojoties uz So publikaciju, var secinat, ka
mainot 1,4-DHP atvasinajuma struktiiru, var panakt izteiktu selektivitati un afinitati
nepiecieSamajiem receptoriem. 1,4-DHP uzrada daudz terapeitisku efektu, regulgjot
kalcija jonu ieplaganu uzbudindmas $tunas. Nervu $tnas Ca®" izsauc neirotransmiteru
izdaliSanos. Sirds un skeleta muskulatira tie regulé uzbudinamibu un transforme
darbibas potencialu par kontrakciju. Ca®* joni ir iesaistiti hormonu sekrécija, génu
dazadu patologisku stavoklu arsté$anai, selektivi modulgjot Ca,1-3 kanalu aktivitati
(loan et al., 2011).

Ir izveidoti 1,4-DHP, kas uzrada selektivitati pret N- tipa kalcija kanaliem
(Cay2,2). Tie varétu atbrivot no hroniskam sapém. Ir dati par 1,4-DHP, kas bloke T-
tipa kalcija kanalus (Cay3), neironos, elektrokardiostimulatoru $iinas, paraléli L-tipa
kalciju kanalu blokeSanai, uzradot labveligu efektu sirds mazsp€jas gadijuma, ka art
uzlabo nieru darbibu un aldosterona sekréciju. Dazi 1,4-DHP uzrada neiroprotektivu
efektu (riluzols, lifarizins), blokg&jot Na® kanalus (loan et al., 2011). Ir atrasti 1,4-
DHP, kas aktive cistiskas fibrozes transmembranas vadiSanas regulatorproteinu, tada
veida stimulgjot cistiskas fibrozes gadijuma samazinato Cl” jonu pasivo transportu
(Pedemonte et al., 2005). 1,4-DHP atvasinajumam, (S) un (R) niguldipinam, ir augsta
afinitate pret os-adrenoreceptoriem, uzradot antagonista ipasibas. Tas stimulé meklet
jaunus 1,4-DHP derivatus prostatas hiperplazijas arst€sanai (Heinrich et al., 2003).
Tiek mekletas 1,4-DHP struktiiras, kas butu selektivi adrenoreceptoru antagonisti —
noderigi astmas, akiitas nieru mazsp&jas, akiitd respiratora distresa sindroma un
glaukomas arstésana (loan et al., 2011). 1990 gados tika sintezéti 1,4-DHP
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savienojumi, kas uzradija tikpat sp&cigu Hp-histamina receprotu antagonista aktivitati
ka cimetidins. Neiropeptids Y tiek sintezéts hipotalama neironos, un tam varétu biit
viena galvenajam lomam partikas uznemsanas kontrol€. 1,4-DHP atvasinajums BMY-
20429 uzradija Y; receptora antagonista ipasibas. Dazi 1,4-DHP kalcija kanalu
antagonisti uzrada serotonina (5-HT) metabolismu modul&josas 1pasibas smadzenés
(loan et al., 2011). Paraléli augstakminétajam ipaSibam 1,4-DHP atvasinajumu
parstavji uzrada antioksidativas (Fernandes et al., 2003; Letelier et al., 2007),
antimutagénas (Goncharova and Kuzhir, 1989; Kuzhir and Goncharova, 1997), DNS
molekulu reparéjosas (Ryabokon et al., 2005; Ryabokon et al., 2008),
prettuberkulozes (Desai et al., 2001), antiapoptotiskas (Yagami et al., 2004), aug$anu
stimul§joSas 1pasSibas, ka arT pretickaisuma, preti§€mijas, antidiab&tisku un
radioprotektivu efektu (Duburs G, 2008) u.c.

Dala 1,4-DHP tiek metabolizéti aknas un zarnas caur citohroma P450 sistemu.
Citohroms 3A4 Kkatalizé lielakas dalas kalcija kanalu blokatoru dehidrogenéSanu
(Guengerich et al., 1991). Citi autori ir publicgjusi datus, ka 1,4-DHP ir citohromu
3A4 (Michalets, 1998) un 2C9, 2D6, 1A1, 1A2 substrats (Kudo et al., 1999). Daziem
1,4-DHP ir nove@rota sp€ja inhibét citohroma P450 sistémas enzimus, ka rezultata
kopa ar 1,4-DHP ievaditas zales asins plazma var sasniegt toksisku Iimeni. Pieméram,
pieradits, ka nifedipins un nikardipins inhib& citohromu CYP2C9 cilvéka aknu
mikrosomas (Di Marco et al., 2005). Amlodipins ir stiprs 2B6 inhibitors (Walsky et
al., 2005), felodipins ir specigs 2C8 inhibitors (Walsky et al., 2006).

Saja darba tiek izvértetas Latvijas Organiskas sintézes institta sintezéto 1,4-
DHP atvasinajumu antioksidativas un DNS reparaciju stimul€josas 1paSibas.

1,4-DHP atvasinajumu oksidacija ir sarezgits process, kura mehanisms kimiku
vidi joprojam tiek diskutéts. 1,4-DHP gredzena ir spéciga dubultsaiSu konjugacija ar
esteru alkilgrupam, kas atrodas 3. un 5. pozicija. Oksidgjoties 1,4-DHP atdod
elektronu un/vai H* (hidridjonu), parkartojot visu 1,4-DHP sistému, un izveido
piridina atvasinajumu (sk. 1.15. att.). Biezak H" tiek atdots no 4. pozicijas, tadgjadi
var uzskatit, ka 1,4-DHP ir C-H antioksidants. Tom&r 1. pozicija ari piedalas
reducésanas reakcija, tadgjadi 1,4-DHP piemit arm1 amino-antioksidanta ipasibas

(Augustyniak et al., 2010).
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1.15. att. 1,4-dihiropiridina atvasinajumu oksidéSanas reakcija (adaptéts no

Augustyniak et al. 2010).

1,4-DHP tiek oksidéts ari reakcijas ar slapekla oksidu (sk. 1.16. att.), kur
zaudé divus Gidenraza atomus no 1. un 4. pozicijas, reakcijas beigas izveidojot

aromatisku gredzenu (Zhu et al., 2000).

1.16. att. 1,4-DHP reakcija ar slapekla oksida molekulu (adaptéts no Zhu et. al
2000).

1,4-DHP oksidgjas pec lidziga principa ka nikotinamidadenindinukleotids
(NADH), kur$ veic tdenraza atoma un elektrona (hidridjona) parnesi biologiskajas
sisttmas (Matern et al., 2007) (sk. 1.17. att.). NADH molekula aktiva grupa ir
nikotinamids, kas oksidgjoties/reducgjoties H atomu un elektronu attiecigi
atdod/pievieno pie nikotinamida 4. C atoma. Lidzigi ka 1,4-DHP ar1 nikotinamida
reducéta forma satur 1,4-DHP gredzenu, bet oksidéta — piridina gredzenu (Berg et al.,
2012). Lidzigu ainu var novérot ari flavinu koenzimiem FAD un FMN. (Berg et al.,
2012).
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Oksidétais: NAD+ Reducétais: NADH

w0 Ho HQ
= 4
Nikotinamids ll\l ’Tl
Riboze Riboze
2P 2P
Adenozins Adenozins

NAD* + H* + 2e-g&—2NADH

1.17. att. A. NADH oksidesanas - reducéSanas reakcija (adaptéts no Berg et al.,
2012).

Ir petijumi, kur paradits, ka peroksinitrits gan tiesa veida, gan ta metaboliti var
reagét ar reducéto NADH formu (Kirsch and de Groot, 1999), tamdgél péc lidzibas tika
veikts eksperiments ar 1,4-DHP, kur atklajas, ka 1,4-DHP ari sp&j atdot Saja reakcijas
elektronu, tada veida inaktivéjot peroksinitrita molekulu. Lopez-Alarcon ar
lidzautoriem propong&ja sekojosu reakciju (sk. 1.18. att.) (Lopez-Alarcon et al., 2004).

SIN-1 ﬁ' SIN-1C

ONOO- R4
I

| H R4II \
/C ) ~N
fi[ ~0—-R3 R5—0" | 0—R3 -H*te

=0
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H
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.C S C.
R5—0 | | 7» = | O—R3 -H*+e
N CH
H,C | ONOO- 3

SIN-1 A SIN-1C

1.18. att. 1,4-DHP reakcija ar peroksinitrita molekulu (adaptéts no Lopez-Alarcon
etal., 2004).

1,4-DHP, kuriem nav aizvietots 4. oglekla atoms, uzrada tdenraza donoru
pasibas, aizvietotajs Saja pozicija butiski §Ts ipasibas samazina (Velena et al., 1999).

Izp@mums ir tikai karboksilanjons, kas ir stipraks elektronu donors ka metilgrupa,
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tada veida pastiprinot reducgjosas ipasibas. Sads savienojums reagé ar slapekla,
skabekla radikaliem un peroksinitritu (Tirzite et al., 1999; Borovic et al., 2006).
Tomér neskatoties uz visu augstakmingto, daudziem Ca®* kanalu antagonistiem piemit
ar1 antioksidativas IpaSibas. Pieméram, felodipins, kuram 4. pozicija ir arilgrupa,
uzrada spécigas antiradikalas ipaSibas in vitro (Oriz et al., 2003). Interesanti ari
atzimét, ka felodipins uzrada asinsvadus pasargajoSas ipaSibas, nomacot brivo
radikalu veidoSanos cilvéka gludas muskulatiiras $iinas iekaisuma modeli un diabéta
apstaklos (Hishikawa and Luscher, 1998). 1,4-DHP molekula 3. un 5. pozicijas parasti
ir esteru grupas. Tas mijiedarbojas ar gredzena dubultsaitém un, paplasinot
konjugaciju, stabiliz€ savienojumu, savukart elektrondonorgrupas — destabilizé
(Kuthan and Kurfurst, 1982). Karboksilanjons 3. un 5. pozicijas ari pastiprina
savienojuma reducgjoso aktivitati (Tirzite et al., 1999). 2. un 6. pozicijas parasti ir
aizvietotas ar metilgrupu un ir dati, ka aizvietotdjgrupa $aja vieta samazina sp&ju
deaktivet singletskabekli (Tirzit et al., 1981; Rojstaczer and Triggle, 1996). 1,4-
DHP lipofilitati nodrosina heterocikliskais kodols. Lipofili aizvietotaji palielina vielas
lipofilitati, bet hidrofili — samazina (Tirzite et al., 1998).

Pirmo reizi antioksidativo, antiradikalu aktivitati demonstréja diludins. Tas
stabiliz&ja B-karotina molekulu skidumos (Giller SA, 1970) un augu ellas, ka ar augu
ellu saturo$os produktos, pasargajot dubultsaites no oksidésanas (Abdalla AE, 1999).
Misdienas to lieto ka stabilizatoru augu ellas, kas pasarga no dubultsaiSu oksidéSanas
(Tirzitis G, 2001). Tirzitis G. un Duburs G. 1972. gada dokumentgja 1,4-DHP sp&ju
neitralizét brivos radikalus (Tirzit and Dubur, 1972). Ir atklats, ka diludina
antioksidativa aktivitate izpauZzas ar ta lipofilo dabu un sp&ju inkorporéeties liposomas
(Tirzitis G, 2001). 1,4-DHP atvasinajumiem piemit singletskabekla deaktivatora
ipaSibas un tas pasargd molekulas no oksidativajiem lidzigi ka a- tokoferols un B-
karotins (Tirzit et al., 1981). Dalai 1,4-DHP atvasindgjumu piemit Fe** reducétaju
aktivitate, izveidojot Fe®*, kas piedalas Fentona reakcija (Tirzite et al., 1999).
Interesanti, ka izvertgjot tauropirona antioksidativas ipasibas, ROS veidoSanas ta
klatbutné pat paaugstinajas, neskatoties uz to, ka Sis 1,4-DHP atvasinajums satur
taurinu — ROS saistitaju (Klimaviciusa et al., 2007). 1,4-DHP ir sp&ja pasargat
hepatocitus no vara jonu izsauktas lipidu peroksidacijas (Borovic et al., 2006).
Mitohondriji ir potencials mérkis membranaktivo agentu farmakologiskajai un
toksiskajai ietekmei. OSI-1146 uzradija antioksidativu un antiradikalu aktivitati in
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vitro, pasargajot mitohondrijus no lipidu peroksidacijas, ko inducgja ADP/Fe?*
(Fernandes et al., 2009).

1,4-DHP atvasinajumiem ir pretickaisuma Tpasibas. Cerebrokrasts spgj
samazinat iekaisumu Zurku kepas tiiskas modelt un inhib&t neirotoksisku interleikinu
IL-1pB un IL-6 cilvéka monocitu $tnu linija (Klegeris et al., 2002). 1,4-DHP  piemit
ari slapekla oksida sintazu modul&joSas ipaSibas dazados patologiskos stavoklos.
Atorvastatins un amlodipins atjauno eNOS aktivitati, tada veida samazinot
superoksidradikala produkciju un normaliz&€jot NO produkciju insulinrezistento zurku
aortas endotélija (Okamura et al., 2014), ka arT amolidipins samazina NO un ONOO’
koncentraciju hipertensivo Zurku aortas endotélija (Mason et al., 2014). Nifedipins 1
nM koncentracija samazina ROS Iimeni cilvéka umbilikalajas $tinas (HUVEC)
paaugstinatas glikozes vide, ka arT paaugstina eNOS fosforilacijas (aktivacijas) [imeni
(Hayashi et al., 2014). Cits kalcija kanalu antagonists benidipins (0,3-10 uM) ari
uzrada HUVEC S§tnas eNOS ekspresiju un aktivitati paaugstinoSu efektu rezultata
stimulgjot NO' izdaliS8anos no endotelialajam S$tnam (Matsubara et al., 2006).
Amlodipins samazina arT iNOS ekspresiju, NF-kB un MAPK fosforilaciju, tada veida
samazinot iekaisuma un oksidativo stresus cilvéka endotelialajas Stnas glikozileto
lipoproteidu klatbiitné (Toma et al., 2011). Savukart nifedipins uzrada iNOS géna
ekspresijas ITmena paaugstinoSas Tpasibas zurku aortas gludas muskulatiiras $tinas péc
stimulacijas ar IL-1pB/TNF-o (Cattaruzza et al., 2000).

Ir publicéti dati par 1,4-DHP atvasinajuma AV-153-Na sp&ju stimulét ar
tidenraza peroksidu izsauktu DNS kédes parravumu reparaciju (Ryabokon et al.,
2008). Ar AV-153-Na apstradatas limfomas S$tnas uzradija Tslaicigu poli(ADP-
ribozes) koncentracijas paaugstinasanos, ka art atraku un efektivako DNS parravumu
reparaciju. AV-153-Na piemit antimutag€nas ipasibas (Ryabokon et al., 2008),
samazina DNS bojajumu un mutaciju biezumu (Ryabokon et al., 2009; Wojewodzka
et al., 2009). Nesen tika publicéti dati par iesp&jamo AV-153-Na saistiSanos ar DNS
bojajuma vietu, tadgjadi aktivéjot DNS reparacijas procesus un veicinot aizsardzibu
pret genotoksiskiem agentiem (Buraka et al., 2014). Cits LOSI sintez&tais 1,4-DHP,
glutapirons uzrada antiklastogenisku aktivitati pieaugusas pelém (Goncharova et al.,
2001) un antimutagénu aktivitati zurkas ilgstoSas y-radiacijas klatbatné (Vartanyan,

2004). Apkopojot visu augstak minéto, 1,4-dihidropiridini ir daudzpusigas molekulas,
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kuru farmakologiskas ipaSibas varétu bt noderigas daudzu patologisku stavoklu

korekcija.
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2. MATERIALI UN METODES

2.1. Kliniskais pétijums, analiz€jamas grupas raksturojums

Analiz&jamas grupas dalibnieki bija pacienti ar jau diagnosticetu 1. tipa cukura
diabétu (ne vairak ka 35 gadi anamnézg), kas sanéma insulina terapiju un kuriem
tuksa dasa C-peptida Iimenis bija zem 0,3 nmol/l. Kontroles grupas atlases kritériji
bija: individi bez glikozes tolerances trauc€umiem vai cukura diab&ta, nieru
hroniskas slimibas, paSiem un pirmas pakapes radiniekiem, ka ar1 bez akiita miokarda
infarkta, insulta, periféro asinsvadu slimibas ar periféeram revaskularizacijas
procediiram un koronaro asinsvadu revaskularizacijas procediiram dzives anamné&zg.
Abam grupam uz paraugu nemsSanas bridi izslégSanas kriterijs bija kliniskas akiita
iekaisuma pazimes, hroniska nieru slimiba, iznemot diabé&tiska nefropatija 1TCD
pacientu grupai, onkologiskas un reimatologiskas saslim$anas.

Petijums tika veikts Paula Stradina Kliniskaja universitates slimnica
,LatDiane: diabg@tiskas nefropatijas pétijums” projekta ietvaros. Paraugu analize
notika Latvijas Universitates Medicinas fakultates Mediciniskas biokimijas katedra.
Visi dalibnieki parakstija informativu piekriSanu. P&tijums tika saskanots ar Centralas
medicinas &tikas komiteju. Atzinums Nr. 01-29.1/3 par projektu ,,LatDiane: Latvijas
diabétiskas nefropatijas pétijums”, 10.07.2013 (pielikums Nr. 9.7.).

Kontroles grupa tika izvéléta pec dzimuma un vecuma atbilstoSa
analiz€jamajai grupai. Diabgta staZzs, vecums, dzimums un komplikaciju klatbiitne

dotaja eksperimenta netika nemti vera.

2.2. Eksperimentalie dzivnieki

Darba tika izmantoti pieaugusie balto zurku tevini (ITnija Wistar, svars 200-250
g), kas tika piegadati no Rigas Stradina universitates Eksperimentalo dzivnieku
laboratorijas, Riga, Latvija. Visi darbi ar dzivniekiem tika veikti saskana ar Eiropas
Savienibas direktivas 2010/63/EU vadlinijam un MK 2001. gada 23. oktobra
noteikumiem Nr. 450 ,,Eksperimentos un zinatniskos noliikos izmantojamo dzivnieku

turéSanas, izmantoSanas, tirdzniecibas un nogalinasanas kartiba”, Partikas un
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veterinara dienesta Dzivnieku aizsardzibas &tikas padomé (Riga, Latvija) (pielikums
Nr. 9.5).

Eksperimenti tika veikti Organiskas sint€zes institiita Biokimijas grupas telpas,
2007.-2010. gadam Lielvardes iela 68, korpuss 4, 2010.-2013. gadam — Kronvalda
bulvari 4 (LU Biologijas fakultate). Adaptacijas periods péc dzivnieku piegades bija
septinas dienas. Eksperimenta laika dzivnieki tika turéti konkrétai laboratorijas
dzivnieku sugai paredz€tos sprostos (gaisa temperatira 22+0,5°C, diennakts cikls — 12
stundas). Pirms eksperimenta un eksperimentu laika dzivnieki tika baroti ar sugai
paredzéto laboratorijas partiku (Tukuma straume, Latvija) ad libitum, ka ari dzivnieki
tika nodroSinati ar dzeramo tideni bez ierobezojuma.

Dzivniekiem tika ierosinati divu veidu oksidativo stresu izsaucoSie modeli:
sepse (Garrido et al., 2004; Fink, 2014) un 1. tipa cukura diabéts (Rakieten et al.,
1963).

2.2.1. Akiita iekaisuma modela ierosinasana, eksperimenta dizains un vielu

ievadiSana

Iekaisuma reakcija tika izsaukta injicgjot LPS i/p 10mg/kg. E. Coli (serotips
055:B5) 0,9% natrija hlorida $kiduma. Péc 4 stundam dzivnieki tika dekapitéti ar
Cetrnazu giljotinu viegla €tera narkoze.

Lai izpétitu iespgjamas nitrozativa stresa korekcijas iesp&jas sepses modeli,
dzivniekiem vienlaicigi ar LPS injekciju per os ievadija dabas vielas (50 mg/kg),
izmantojot maksligas baroSanas adatu. Devas daudzums tika rekinats individuali
katram dzivniekam, nemot vera ta svaru. Eksperimentos izmantotas dabas vielas tika
atSkaiditas 0,6% Tween 80, tad 0,9% natrija hlorida ar daZiem pilieniem etanola.
Petamas dabas vielas bija resveratrols, kafijskabes esteris, ellagskabe, baikaleins,
kvercetins, kempferols, miricetins, luteolins, likopéns, indol-3-karbinols, indol-3-
karbinols kombinacija ar kvercetinu dazadas koncentracijas un luteolina (30 mg/kg)
kombinacija ar baikaleinu (30 mg/kg). Tiras kontroles un LPS kontroles grupam per
os ievadija 0,9% natrija hlorida skidumu ar 0,6% Tween 80 un etanola kombinaciju.

Slapekla oksida Itmena noteikSanai audos 30 miniites pirms dekapitacijas,
dzivniekiem 1/p ievadija slapekla oksida saistitaju— dietiltiokarbamata natrija sali
(DETC) (400 mg/kg, injekcijas 1-1,5 ml) un svaigi pagatavota natrija citrata (200
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mg/kg) un dzelzs sulfata Skidumu (40 mg/kg) subkutani, kopgjais injekcijas tilpums 1-
1,5 ml. DETC un dzelzs jons saista slapekla oksidu, veidojot stabilus paramagnétiskus
kompleksus: Fe(DETC),-NO, ko var registrét ar EPR spektroskopiju. Cetras stundas
p&c LPS un analiz€jamo vielu ievades dzivnieki tika dekapitéti. Audi génu ekspresijas
analizei nekav@joties tika sasaldéti Skidraja slapeklt. Audi un organi

imiinhistokimiskajam pétijjumam ievietoti 10% neitrali buferéta formalina Skiduma.

2.2.2. 1. tipa cukura diabéta modela ierosinasana, eksperimenta dizains un vielu

ievadiSana

I tipa cukura diabéts tika izsaukts, vienreiz€ji ievadot streptozotocinu (50
mg/kg) astes véna svaigi atSkaiditu 10 mM citrata bufert (pH 4,5), injekcijas apjoms
0,2-0,25 ml (Rakitien N, et al., 1963). Pirms streptozotocina injekcijas dzivnieki 12
stundas nesan@ma baribu, bet tika nodroSinata briva piekluve tidenim. Kontroles
dzivnieki sapnéma 0,2 ml 10 mM citrata bufera astes véna. Cukura diabéts tika
konstatets, 48 stundas pec injekcijas izmerot glikozes ltmeni perifeérajas asinis, kas
tika nemtas no astes vénas. Zurkas ar glikozes limeni >13,89 mmol/l ieklava p&tijuma.
Cukura diabéts netika korigéts ar insulina injekcijam. P& modela izraisiSana
dzivnieki lidz satam sanéma baribu un dzeramo udeni. Eksperimenta beigas
dzivniekus dekapitgja ar Cetrnazu giljotinu. Péc dzivnieku dekapitacija tika nemti
organu un asins paraugi.

Kad hiperglikémiskais stavoklis dzivniekiem bija noteikts, pirms analiz€jamo
vielu ievades dzivniekus sadalija pa grupam, zurku vid&jais svars un glikozes Iimena
raditaji starp grupam statistiski ticami neatskiras.

Lai izveérte€tu oksidativa un nitrozativa stresa izraisito DNS parravumu
iesp€jamas prevencijas un/vai korekcijas iesp€jas, kimiski izraisita 1TCD korekcijai
tika ievaditi dazadi 1,4-dihidropiridini (metkarbatons, etkarbatons, glutapirons, J-9-
125 AV-153-Na), dabas viela — miricetins, ka ari AV-153-Na un miricetina
kombinacija. 1,4-DHP tika atskaiditi 0,9% NacCl, bet miricetins — 0,6% Tween 80 un
tad — ar daziem pilieniem 0,9% NaCl. Devitaja diena péc streptozotocina injekcijas
petamas vielas tika ievaditas per os 0,5 mg/kg vai 0,05 mg/kg devas tris dienas péc
kartas. AV-153-Na tika ievadits tikai koncentracija 0,5 mg/kg, miricetins deva 50

mg/kg, kombinacija vielas saglabaja savas koncentracijas. Tiras kontroles un
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streptozotocina kontroles dzivnieki sanéma tdeni per 0s ar maksligas baroSanas
adatu.

Audi génu ekspresijas analizei nekavgjoties tika sasaldéti skidraja slapekli. Audi
un organi imtinhistoktmiskajam pétijjumam ievietoti 10% neitrali buferéta formalina

Skiduma.

2.3. Materiali

Analizejamas vielas — 1,4-dihidropiridinu atvasinajumus nodro$inaja Latvijas
Organiskas sintézes institiits. Dabas vielas: miricetinu, likopénu, indol-3-karbinolu,
kemferolu, kvercetinu, luteolinu, baikaleinu, resveratrolu, ellagskabi, kafijskabes
esteri piegadaja Dayang Chemical Co., LTD, Hangzhou, Kina.

Reagenti: lipopolisaharids, zemas kusanas agaroze, III tipa agaroze, agaroze,
hloroforms, izopropanols, Gdenraza parskabe, natrija hlorids, natrija dodecilsulfats,
etilendiamintetraetikskabes dinatrija sals, &teris, kalija acetats, Tris-HCI, Triton X-
100, dimetilsulfoksids, etidija bromids, 10% neitrali buferéts formalma Skidums,
Tween 80, fosfata buferis (PBS), natrija dodecilsulfats, 5,5-dimetil-1, pirrolina N-
oksids, dietilditiokarbamata natrija sals, dzelzs sulfats, natrija citrats, citronskabe, TRI
reagents ir piegadati no Sigma-Aldrich, Vacija. Fiziologiskais $kidums (0,9% natrija
hlorids) tika iepirkti no SIA Tamro, Latvija. Natrija hidroksids, 96% etanols tika
iepirkti no SIA ENOLA, Latvija. Skidrais slapeklis audu sasaldésanai tika piegadats
no SIA AGA, Latvija. 6x Loading Dye solution DNS paraugu iekrasoSanai, DEPC-
apstradatais tidens, reversas transkripcijas komplekts (RevertAid™ First Strand cDNA
Synthesis Kit), RNaze 1 (10 U/ul), plazmida pTZ57R tika piegadat no Thermo
scientific, ASV. DNA-free reagentu komplektu RNS paraugu attirisanai iegadajas no
Ambion, ASV. Kvantitativas polimerazes k&des reakcijas reagentu maisijums
(SYBR® Green PCR Master Mix) tika iepirkts no Applied Biosystems, ASV. Praimeri
tika pasttiti no Metabion international AG, Vacija. Reaktivu komplektu nitratu/nitritu
noteikSanai kermena Skidumos (Cayman’s Nitrate/Nitrite Colorimetric Assay Kit)
piegadaja no Cayman Chemical Company, Ann Arbor, ASV. Visus reaktivus un
materialus imiinhistokimijas darbiem iegadajas SIA Diamedika, Latvija, antivielas
proteinu noteikSanai — Abcam (Lielbritanija). Plastikata kapilari ar heparinu
(Microvette CB 300) venozo asinu nemsanai no astes vénas, 15 ml un 30 ml sterilas
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plastmasas mégenes, 1,5 ml plastmasas mégenes, automatisko pipesu uzgali (1-1000
pl) tika iepirkti no Sarstedt, Vacija. PriekSmetstiklini un segstiklini slaidu
pagatavoSanai tika piegadati no Biosigma, Italija. Citologijas trauks, keramiskas
piestas — no SIA Arbor, Latvija. Vakuuma stobrinus ar heparinu, insulina $lirces,
vakuuma stobrinus bez antikoagulantiem, sterilos urina savakSanas traukus piegadaja
BD, ASV. Amicon Ultra membranu filtrus asins seruma attiriSanai no proteiniem
iegadajas Millipore Ireland Ltd, Irija.

Darba  veikSanai  izmantojam  sekojoSas  iekartas:  transiluminators
BioSpectrumAC Imaging System (UVP, Kanada), centrifiga Sigma 3-16K (Sigma
Laborzentrifugen GmbH, Ostrode am Harz, Vacija), fluoriscentais mikroskops Leica
DM4000 B (Leica Microsystems, Vacija), spektrofotometrs (Perkin-Elmer, LABMDA
25 UV/VIS spectrometer, ASV), plasu lasitajs (Infinite M200PRO, TECAN, Sveice).
Kvantitativas polimerazes k&des reakcijas veicam ar StepOne™ Real-Time PCR
System (Applied Biosystems, ASV). Brivo radikalu limeni tika noteikti ar EPR
spektrometru Radiopan SE/X2544 (Polija) un kvarca djuaru Bruker ER 167 FDS-Q
(Vacija). Dzivnieki tika dekapiteti ar cetrnazu giljotinu (Japana). Glikozi noteicam ar
glikometru MediSense OptiumXceed (Abbott Diagnostics Ltd, Maidenhead,
Apvienota Karaliste) un attiecigas testa strémeles. Vienas Stinas elektroforézi un DNS
integritates pétijjumus veicam, izmantojot sauso termobloku (Bio TDB — 100, SIA
BIOSAN, Latvija), lidzstravas devéjs (PowerPac Basic, Bio-Rad), elektroforézes
aparats vienas Sunas elektroforézei (COMET-20, SCIE-PLAS), horizontalas
elektroforézes kamera (MSCHOISE, Cleaver Scientific Ltd.). Digitalo mikroskopu
Motic un programmu Motic Image (Motic Deutschland Gmbh, Wetzlar, Vacija)

izmantoja imiinhistokimijas preparatu analizei.

2.4. Metodes

2.4.1. Vienas Suinas elektroforéze sarmainos apstaklos

DNS vienpavediena parravumus S$iinas kodolu saturo$as S$tinas periféras
venozas asinis noteica, izmantojot vienas Siinas elektroforézes metodi (Tice et al.,
2000). Asinis dzivniekiem néma no astes vénas plastikata kapilara ar heparinu. 10 pl
svaigu hepariniz€tu asinu sajauca ar 120 pl siltas (37°C) 1% zemas kuSanas agarozes.
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100 pl maistjuma tika uznesti uz priekSmetstikliniem, kas iepriek§ bija noklati ar
0,5% III tipa agarozi. Tad paraugus parklaja ar segstikliniem (24 x 40 mm).
PriekSmetstiklus novietoja uz ledus lidz agaroze polimerizgjas. P&c polimerizacijas
tika nonemti segstiklini un slaidi iegremdéti ledus auksta lizéSanas buferi, kas saturgja
2,5 M NaCl, 0,1 M EDTA, 0,01 M Tris-HCI pH 7,5 1% Triton X-100, 5% DMSO uz
1 stundu pie 4°C. Péc liz€Sanas slaidus zav&ja vertikala stavokli 1min istabas
temperatira. Tad tos izkartoja horizontalas elektroforézes kamera, veidojot divas
pilnas rindas bez atstarpeém, un tie tika parklati ar svaigu ledus aukstu buferi (0,3 M
NaOH, 0,001 M EDTA, pH < 13). DNS attisanu veica 20 min uz ledus pilniga tumsa,
4°C. Elektroforéze tika veikta taja paSa buferi uz ledus, tumsa, 20 min, 300 mA. P&c
elektroforézes slaidus zaveja vertikala stavokli 1 min. Paraugi tika neitralizeti, divas
reizes vertikali iegremd&jot uz 5 min ledusauksta Tris-HCI buferi (0,4 M, pH 7.5,
4°C). Pec ka tos zavgja 1 min vertikali un fiksacijai iegremdgja ledusauksta etanola
96% uz 10 min pie -20°C. Tad zavgja horizontali. Lai izveértetu DNS bojajuma pakapi,
slaidi tika nokrasoti ar 1-2 pilieniem etidija bromida (1 pM) un parklati ar segstiklinu
tieSi pirms analizes. Analizi veica pie 400x palielinajuma ar fluoriscentd mikroskopa
Leica DM4000 B palidzibu, kas ir aprikots ar 515-560 nm filtru un 590 nm
robezfiltru. Stinas tika dalitas piecas grupas (A0-A4): no 0 grupas (veselas $iinas, bez
redzamas astes) lidz 4 grupai (gandriz viss DNS ir ast€, nenozimigu galvu) (Collins,
2004; Azqueta and Collins, 2013). Galveno DNS bojajumu vértibu (D) kalkulgja: D=
Al +2x A2+ 3 x A3 +4 x A4, mérvieniba AU (arbitrary units) — nosacitas vienibas.

Tadgjadi DNS bojajumu [imenis var€ja biit no 0-400.

2.4.2. RNS izoleSana, attiriSana, cDNS sintéze

Audi génu ekspresijas analizei péc dzivnieku dekapitacijas nekavejoties tika
sasaldeti Skidraja slapekli. Sasaldetie audi tika saberzti keramikas piesta Skidra
slapekla klatbtitn€, nosveérti 0,5g un ienesti mégené ar TRI reagentu, kura tilpums tika
aprékinats: 1ml uz 0,1g audu. Homogenatu intensivi samaisija, inkub&a 5 min un
centrifuggja pie 4500 apgriezieni/ mintit€ 30 min 4°C. Supernatantu parvietoja tira
mégené. Paraugu nostadinaja 5 min istabas temperatiira, pievienoja 0,2 ml hloroforma
uz 1 ml TRI reagenta. Ciesi tika aizvakoja, 15 s intensivi kratija un atstdja uz 15 min
istabas temperatiira, kam sekoja centrifugéSana 4500 apgriezieni/ miniité 30 min 4°C.
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Skidumam bija izveidojusies tris slani: sarkanais jeb organiskais (proteini),
vidusslanis (DNS) un augsg€jais — idenainais, bezkrasainais (RNS). Péc augsgja slana
parvietosanas tira mégené tika pievienota ar 1/10 izopropanola tilpuma, tika turéts 5
min istabas temperatira un centrifugéts 4500 apgriezieni/ miniteé 30 min 4°C.
Supernatantu parnesa tira mégené un nogulsnéja RNS, pievienojot atlikuso
izopropanola tilpumu (kopgjais izopropanola tilpums: 0,5 ml izopropanola attiecigi uz
1 ml TRI reagenta, kas ir izmantots parauga pagatavoSana). Maisijumu inkubg&ja
istabas temperatira 10 min, centrifug€ja 4500 apgriezieni/ miniiteé 30 min 4°C.
Supernatantu nol&ja, un RNS nogulsnes atmazgaja, pievienojot 1 ml (minimums) 75%
ctanola attiecigi uz 1 ml TRI reagenta, kas ir izmantots parauga pagatavoSana.
Mggenes sakratija un centrifugéja 4500 apgriezieni/ mintaté 15 min 4°C. RNS
nogulsnes zaveja gaisa plusma un tad izskidinaja 100 pl DEPC-apstradata tident. RNS
integritate tika novertéta ar agarozes g€la elektroforézi. DNS kontaminacija tika
novérsta ar DNA-free reagentu komplektu, sekojot razotaja noradijumiem. RNS
koncentraciju un tiribas pakape merija ar spektrofotometru. Paraugi ar absorbcijas
attiecibu spektros A260/A280 1,9-2,1, tika atlasiti turpmakajiem pétijjumiem. 2 pg
RNS tika nemti reversai transkripcijai, izmantojot randomizétu heksaméru praimeri,

lai ieglitu cDNS, izmantojot raZotaja protokolu.

2.4.3. Reala laika polimerazes kédes reakcija

INOS, eNOS génu ekspresija tika noteikta ar Applied Biosystems SYBR®
Green PCR Master Mix, pamatojoties uz razotaja protokolu, kas tika veikts uz
StepOne™ Real-Time PCR System. Reakcija tika atkartota 41 ciklu: viens cikls 95°C
10,00 min un 40 cikli 95°C 0,15 min, 60°C 1,00 min. Lai noteiktu produktu
specifitati, tika izmantota disociacijas likne (viens cikls pie 95°C 0,15 min, 60°C pie
1,00 min un 95°C 0,15 min). Praimeri tika veidoti, izmantojot Primer3 un
NCBI/BLAST programmas. Lai izveletos stabilakos references génus, tika izmantota
GeNorm programma (http://medgen.ugent.be/genorm/). Rezultatu analizei tika

274Ny Dati ir uzraditi relativas vienibas

izmantota relativas kvantific€Sanas metode (
(RV). Praimeru sekvences iNOS génam ir sekojoSas: tieSais praimeris 5’-
GCTACACTTCCAACGCAACA-3’, atgriezeniskais praimeris 5’-
CATGGTGAACACGTTCTTGG-3’, sagaidamais produkta izmérs 116 bp, eNOS
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génam: tieSais praimeris bija 5’-GAACCTGAGGGTGCCCAG-3’, atgriezeniskais
praimeris, 5’-TCCGATTCAACAGTGTCTCCT-3’, sagaidamais produkta izmérs 110
bp. Ka references géni tika izmantoti: ciklofilins A, kura tieSais praimeris 5’-
AGCACTGGGGAGAAAGGATT-3’, atgriezeniskais praimeris 5’-
AGATGCCAGGACCTGTATGC-3’, sagaidamais produkta garums 175 bp, RNS-
polimeraze 2, kuras tieSais praimeris 5’-GCCAGAGTCTCCCATGTGTT-3’,
atgriezeniskais  praimeris 5’-GTCGGTGGGACTCTGTTTGT-3’, sagaidamais
produkta izmérs 135 bp, porfobilinogéna deaminaze, kuras tieSais praimeris 5’-
ATCTTGCACCCAGAGGAATG-3’ un atgriezeniskais praimeris 5’-
CATGCAACACACCCACTAGG-3’, sagaidamais produkta izmérs 106 bp,
gliceraldehida-3-fosfata dehidrogenaze (GAPDH), kuras tieSais praimeris ir 5°-
GAAGGGCTCATGACCACAGT-3’ un atgriezeniskais praimeris 5’-
GGATGCAGGGATGATGTTCT-3’, sagaidamais produkta izmérs 117 bp, beta-
aktins, kura tieSais praimeris ir 5 -AGCCATGTACGTAGCCATCC-3 un
atgriezeniskais  praimeris 5’-ACCCTCATAGATGGGCACAG-3’, sagaidamais
produkta izmérs 115 bp.

2.4.4. Slapekla oksida koncentracijas noteikSana audos un asinis

NO' saturs tika noteikts péc prof. Vanina izstradatas elektronparamegnétiskas
rezonanses metodes (Mikoyan et al., 1997; Vanin, 1998; Baumane et al., 2002).
Dzivniekiem pirms dekapitacijas ievadija NO' saistitaju DETC (dietilditiokarbamats)
natrija sali (400 mg/kg i.p.) un Fe?* (40 mg/kg FeSO, + 200 mg/kg Na citrits; s.c.).
Tie audos veido Fe-DETC kompleksus, kas saista un stabilizé NO'. Péc $o kompleksu
EPR spektra intensitates noteica NO" daudzumu. 30 min péc NO' saistitaju ievadiSanas
dzivniekus giljotingja. Izveletos p&tamos organus, izpreparéja, asinis hepariniz&ja.
Insulina Slirces blivi piepildija ar audiem, sasaldgja Skidraja slapekli, tad atkausgjot
parauga ar€jo slani, izstiima ara, iegtistot 2 cm garus cilindriskus paraugus ar diametru
4mm. EPR spektri tika registréti 77K temperatira, izmantojot EPR spektrometru
Radiopan SE/X2544 (Polija) un kvarca djuaru Bruker ER 167 FDS-Q (Vacija). EPR
spektru pieraksta parametri: 25 mW mikrovilpu jauda, 100 kHz modulacijas
frekvence, 5 G modulacijas amplitiida, pastiprinajums RG=0,5x104, laika konstante 1
s. Relativais NO' daudzums, kas 30 min laika veidojas un saistas dzivnieku audos,
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noteica péc NO-Fe-DETC signala treSas komponentes (g=2,031) augstuma. NO
koncentracija (ng/g audu) tika aprékinata uz kalibracijas liknu pamata, ka aprakstits

ieprieks (Vanin, 1998; Petukhov et al., 2008).
2.4.5. Imunhistokimija

Proteina ekspresijas Itmeni tika noteikti ar imtnhistokimijas metodi (Di Stefano
et al., 2002). iNOS proteina Iimeni tika noteikti aknas, smadzenu garoza, nierés, sirdi,
nervos, acis, savukart eNOS — nier€s, sirdi, nervos, acis. Histologiska materiala
pagatavosanai audi tika fiks€ti vismaz 48 stundas 10% buferéta formalina, péc tam
atiidenoti un iegulditi parafina. No blokiem tika pagatavoti 4 um biezi griezumi un
iekrasoti imunhistokimiski. Pirms iekrasoSanas veica deparafinizaciju, secigi
ievietojot tos attiecigos Skidumos: ksilola I (10 min), ksilola II (5 min), 96% spirta I
(3 min), 96% spirta (3 min), 70 % spirta (3 min), 70 % (3 min). Antigéna
demaskeSanai tika izmantota sakarséSanas metode mikrovilnpu krasni 300 W —
preparati tika ievietoti natrija citrata bufermi pH=6,0 un 20 min inkubéti. Endogénas
peroksidazes aktivitate tika nomakta ar 0,5% H20, 10 min, péc ka veicam preparatu
skaloSanu ar Tris bufera sals Skidumu. Sekojosi notika paraugu inkubacija ar primaro
antivielu. Nespecifiskas primaras antivielas tika blok&tas ar bezseruma proteina
blokétaju 10 minites. Sekundaras monoklonalas iINOS un eNOS antivielas tika
atSkaiditas raZotaja ieteiktaja koncentracija, un paraugi tika inkubg@ti vienu stundu 1h
kamera ar reguléjumu gaisa mitrumu istabas temperatiira. Antivielas saistiSanos audos
demonstréja, inkubgjot preparatus 30 miniites istabas temperatiira ar poliméru
EnVision. Vizualizacijas reakciju veica ar 3,3-diaminobenzidinu, kas iezimgja
antigéna-antivielas saistiSanos brina krasa. Preparati tika analizeti, Stnu skaitu

nosakot uz laukuma vienibu (1/mm?) 400x palielinajuma.
2.4.6. Nitratu/nitritu koncentracijas noteik§ana dzivnieku asins seruma un urina

Dzivnieku asinis NO?/NO* koncentracijas noteikSanai tika savaktas stobrinos
bez antikoagulanta, tad€jadi tas sarec€ja 30 min laika istabas temperattra, kam sekoja
paraugu centrifugacija pie 3000 apgriezieni/ minate. Supernatants tika parnests tris
jaunos stobrinos pa 200 pl un sasaldéts pie -80°C. Seruma paraugus deproteinizgja,
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izmantojot Amicon Ultra membranu filtrus, péc razotaja protokola. Urins tika savakts
sterilos 1,5 ml stobrinos un sasaldéts pie -80°C. Nitratu/nitritu koncentracijas
noteikS$anai asins seruma un urina izmantoja Cayman’s Nitrate/Nitrite Colorimetric
Assay Kit reaktivu komplektu, sekojot razotaja protokolam, un plasu lasitajs (Infinite
M200PRO, TECAN, Sveice) (Sun et al., 2003).

2.4.7. Glikozes limena parbaude dzivnieku asinis

Pirms terapijas uzsakSanas dzivniekiem tika izmérits glikozes Iimenis
periférajas asinis, punkt&jot astes veénu. Pabeidzot terapiju, glikozes Iimenis
periférajas asinis tika izmérits vélreiz. Dzivnieki tika imobilizéti dzivnieku sugai
paredz&étos sprostos. Analizes veica, izmantojot FreeStyle Optium teststrémeles

glikozes noteikSanai.

2.4.8. 1,A-DHP DNS vienpavedienu reparéjoso ipasibu analize 1TCD pacientu

asinis ex vivo

1TCD pacienti tika izveleti saskana ar 2.1. nodala uzskatitajiem kritérijiem, ka
ar1 Siem pacientiem 1TCD stazs bija ne mazaks par 10 gadiem un anamnéze tika
uzradita diabétiska nefropatijas un/vai retinopatija. Dati tika salidzinati ar kontroles
grupas datiem, kas tika atlasita saskana ar 2.1. nodala miné&tajiem kritérijiem. 1TCD
pacientu periféras venozas asinis tika savaktas vakuuma stobrinos ar heparinu.
Alikvotetas. Tam tika pievienots AV-153-Na 1, 5, 10 nM koncentracija. Maistijums
tika inkubéts tris stundas 5% CO,, 37°C. Tam sekoja vienas $tnas elektroforéze
sarmainos apstaklos, kas ir aprakstita 2.4.1. nodala. Darbs tika saskanots ar PSKUS
Attistibas biedribas Kliniskasizpétes Etikas komiteju. Atzinums Nr. 190314-8L par
pétijumu: ,Jaunas starpnozaru grupas izveide efektivu diabétiskas nefropatijas

arstéSanas lidzeklu meklgjumiem”, 19.03.14 (pielikums Nr. 9.6.).
2.4.9. EPR spektrometrijas metode in vitro
Tika izvertéta 1,4-dihidropiridinu sp&ja neitralizét OH radikali, kas veidojas

Fentona reakcija: Fe?*SO; + H,0; — Fe** + OH + OH + SO,*. OH' radikala
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detektesanai izmanto radikalu k&raju DMPO: DMPO + OH — DMPO- OH'. Sekojosi
1,4-DHP tika izanaliz&ti $aja sistéma: PP-150-Na, PP-501, PP-607, J-3-186, J-4-92, J-
3-191, J-7-53, J-6-93, J-8-120, J-6-138, karbatons, metkarbatons (1, 0,5, 0,1, 0,05
mM), etkarbatons, propkarbatons, glutapirons, AV-153-Na, AV-153-Li, AV-153-K,
AV-154-Na (pielikums Nr. 9.8). Reakcija piedalas Cetras komponentes: 1,4-DHP (1
mM) vai H,O, DMPO, (80 mM), FeSO, (250 uM), H,0, (250 uM). P&c komponensu
apvienoSanas, kur kopgjais reakcijas tilpums 100 pl, maisijumu ripigi samaisija un
iepildija kapilaros EPR mé&rfjumiem istabas temperatiira. EPR spektru registrésanas
parametri bija sekojo$i: modulacijas frekvence 100 kHz, mikrovilpu frekvence 9,5
GHz, mikrovilnu jauda 15 mW, modulacijas amplitida 1,0 G, laika konstante 160 s,
spektra pieraksta laiks 200 s, pastiprinajums 1x105. (Chen et al., 2012). Mérijumi tika
veikti 3 min un 5 min p& komponenSu apvienoSanas briza. Savienojumiem, kuri
uzradija radikalus neitraliz€joSo aktivitati, tika veikts mérjjums zemakas 1,4-DHP
koncentracijas (500 pM, 100 pM, 50 puM). Merjjumiem tika izmantots EPR
spektrometrs Radiopan SE/X2544 (Polija) un kvarca djuars Bruker ER 167 FDS-Q
(Vacija).

2.4.10. Plazmidas DNS izdalifana no Escherichia coli

In vitro DNS parravumu pétjjumiem tika izmantota plazmidas pTZ57R DNS
molekula. Plazmida tika kultivéta Escherichia coli DH5alfa celma un izdalita,
izmantojot konvencionalo sarmainas ekstrakcijas protokolu (Birnboim and Doly,
1979). 15 ml baktériju kultiiras augSanas vidé centrifuggja 10 min pie 4500
apgriezieni/ miniité, supernatantu nol€ja, nogulsnes pipet€jot atSkaidija ar 2 ml I
buferskiduma (50 mM Tris, pH 8,0, 10 mM EDTA, 100 ug RNaze), tad pievienoja
2ml II buferskiduma (200 mM NaOH, 1% SDS), apmaisija, apveérSot mé&geni.
Sekojosi pievienoja III buferSkidumu (3,0 M kalija acetats, pH 5.5), samaisija
apverSot, veidojas baltas nogulsnes. Stobrinus centrifugéja 30 min pie 4500
apgriezieni/ minite, parnesa supernatantu tira stobrina. Supernatantam pievienoja 9
ml ledusauksta 96% etanola, labi samaisija ar vairakkart€ju apgasanu, centrifuggja 40
minttes pie 4500 apgriezieni/ miniit€. Supernatantu nol&ja, nogulsn€m pievienoja 1

ml ledusauksta 75% etanola. Centrifuggja vienu stundu pie 4500 apgriezieni/ mindte,
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supernatantu nol€ja, nogulsnes tika zavetas 10-30 miniites. Nogulsnes atSkaidija TE

buferSkiduma (10mM Tris, pH 8,0, 1 mM EDTA). Glabaja pie -20°C.

2.4.11. DNS bojajumu analize Fentona reakcijas apstaklos 1,4-DHP klatbutne

DNS aizsargajosas un antiradikalas spgjas Fentona reakcijas apstaklos tika
pétitas sadiem 1,4-dihidropiridiniem: AV-153-Na, AV-153-Li, AV-153-K, J-7-53, J-
4-96, cerebrokrastam, etaftoronam, fenoftoronam, tauropironam, AV-154-Na,
metkarbatonam, karbatonam, J-3-131-Na, J-8-120, PP-544-NH4, J-3-186, B-5-Na,
alapironam, glutapironam (pielikums Nr. 9.8.). Udeni neskistosie 1,4-DHP
(cerebrokrasts, fenoftorons, etaftorons) tika skidinati DMSO Ilidz 0,1 M koncentracijai
un sekojosi — fosfatu bufer, 1idz nepiecieSamai koncentracijai, Gident skistoSie 1,4-
DHP tika $kidinati ddH,O lidz 0,1 M koncentracijai un talak fosfatu bufert (PBS).

DNS parravumi tika izraisiti ar Fentona reakcijas palidzibu. Fentona reakcija
tika izsaukta, apvienojot viena m&gené (10 ul) sekojosas vielas: plazmidas DNS (0,2
ng), 0,003% tdenraza parskabe, 0,01 mM dzelzs sulfats fosfata bufert (PBS),
analiz&jama viela 5, 10, 25, 50, 100 uM koncentracija. Vielu maisijums tika inkubgts
pie 37°C 30 min sausa termobloka. Reakcija tika inhib@&ta, sajaucot vielu maisijumu ar
6x Loading Dye solution, kam sekoja horizontala elektroforéze 0,8% agarozes géla
(40 mM Tris, 20 mM natrija acetats, 2 mM EDTA) neitralos apstaklos (pH 8), kur
elektroforézes buferis saturéja tadas pasas vielas un koncentracijas ka gela buferis.
Spriegums 30V. Péc elektroforézes gels tika krasots ar etidija bromidu (0,5 pg/ml) 30
min un atmazgats ar destilétu ideni 30 min. P&c inkubacijas paraugi tika kars€ti Smin
pie 95°C un atdzeséti uz ledus. Paraugi tika sajaukti ar 6x Loading Dye solution pirms
ievades 0,8% agarozes géla, kas saturéja 2 mM EDTA/30 mM NaCl, horizontalas
elektroforézes kamera saturéja 2 mM EDTA/30 mM NaOH S$kidumu. Elektroforéze
tika veikta pie 30 V, kam sekoja krasos$ana ar etidija bromidu (0,5 pg/ml) 30 min un
atkrasosana ar destilétu tideni 30 min. Géli tika fotograféti ar videodokumentésanas
sisttmas BioSpectrumAC Imaging System palidzibu. Joslas uz g€la tika analiz&tas ar

programmu GelAnalyzer2010a.

67



2.4.12. Datu statistiska apstrade

legtitajiem rezultatiem tika aprékinata vid€ja aritmé&tiska vertiba un vidgja
aritmétiska standartklida (S.E.M.). Grupam, kuras tika apkopoti kontroles paraugu
dati jeb bez papildus modifikacijam, tika veikta Kolmogorova — Smirnova tests, lai
parliecinatos par grupas normalsadalijumu. Tas ir nepiecieSams, jo kontroles grupas
reprezente populaciju. Ja iegitais rezultats (p<0,05) liecingja par novirzi no
normalsadalijumu, no turpmaka aprékina tika izsleégti gal&jie rezultati. P&c izslégSanas
tika atkartots tests, lai parliecinatos par sasniegto.

P&c tam kontroles grupas tika izmantota grupu salidzinasanai, kas tika veikta
ar vienfaktoru dispersijas analizi (AVONA) ar sekojoSu péctestu (Newman- Keuls
tests), nepara un para t-tests, kas ir uzradits pie attiecigo rezultatu apkopojumu
tabulam un grafikiem. Rezultati tika uzskatiti par ticamiem, ja p vertiba bija mazaka
par 0,05.

Datu apkopoSanai un statistiskai analizei tika izmantota Microsoft Excel

(Microsoft, ASV), GraphPad Prism 5 (GraphPad Software Inc., ASV) programmas.
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3. REZULTATI

3.1. Dabas vielu efekts uz slapekla oksida sintézi LPS inducéta akiita iekaisuma

apstaklos dazados organos Zurkas

3.1.1. Inducéjamas slapekla oksida sintazes géna ekspresijas [imena noteik§ana
ar reversas transkripcijas kvantitativas polimerazes kédes reakcijas metodi

dzivnieku aknas lipopolisaharida iekaisuma modelr dabas vielu klatbiitné

Aknas iINOS geéna ekspresiju veselajos dzivniekos (0,63+0,11 RV, n=21)
salidzinot ar §1 géna ekspresiju LPS iekaisuma modeli (137,50+30,34 RV, n=15),
konstatgjam statistiski ticamu atskiribu, kur p<0,0001, analizgjot ar nepara t-testu.

Veselo dzivnieku aknas baikaleina klatbiitne neuzrada butiskas iNOS géna
ekspresijas izmainas (0,48+0,25 RV, n=3), bet LPS iekaisuma modeli samazina to
lidz 21,75+13,54 RV, n= 3, p<0,05 (F(3;38)=11,45, p<0,0001) (sk. 3.1. att). Savukart
indol-3-karbinols paradu pretéju efektu, uzrada tendenci paaugstinat iNOS mRNS
daudzumu veselajos dzivniekos lidz 3,06+2,30 RV, n=3 un paaugstina iekaisuma
modeli iNOS géna ekspresijas ITmeni lidz 238,2+82,05 RV, n=3, p<0,05 (F(3;38=
14,48, p<0,0001) (sk. 3.1. att.). Kemferols aknas kontroles grupa paaugstina iNOS
mRNS ekspresiju Iidz 1,12+0,33 RV, n=3, bet iekaisuma modeli uzrada lidzigas
tendences ka baikaleins un samazina iNOS géna ekspresiju lidz 57,29+9,87 RV, n=3
tomér nesasniedzot statistiskas ticamibas slieksni (F(3;38)=11,29, p<0,0001) (sk. 3.1.
att).

RV

3.1. att. iNOS gena ekspresija kontroles un LPS inducéta akiita iekaisuma grupas
A. baikaleina (50 mg/kg), B. indol-3-karbinola (50 mg/kg), C. kemferola (50
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mg/kg) klatbiitné Zurku aknas. Grupas ir no 5 lidz 16 dzivniekiem Rezultati ir
paraditi ar vidgjo aritmétisko + S.E.M. *p<0,05 pret kontroles grupu, p<0,05 pret
LPS grupu, ar vienvirziena ANOVA Newman-Keuls p&ctestu.

Kvercetins uzrada tendenci paaugstinat iNOS géna ekspresiju 1,52+0,53 RV,
n=3, savukart iekaisuma modelt §is vielas klatbttne iNOS géna ekspresija, salidzinot
ar LPS kontroles grupu, samazinas 20,5 reizes lidz 6,70+4,46 RV, n=3, p<0,01
(F(3;38)=11,70, p<0,0001) (sk. 3.2. att.). Ievadot luteolinu, konstat&ja, ka tas uzrada
tendenci veseliem dzivniekiem paaugstinat iNOS géna Itmeni lidz 4,91+£2,81 RV,
n=3, un samazina iNOS génu lidz 14,36+8,79 RV, n=3 (F(3;38)=11,50, p<0,0001)
(sk. 3.2. att.). Miricettna klatbiitn€ veselos dzivniekos iNOS ekspresija paaugstinajas
lidz 1,99+0,75 RV, n=3, tomér nesasniedzot statistisku ticamibu, LPS iekaisuma
modeli tas samazina lidz 31,00+6,90 RV, n=3, p<0,05 (F(3;38)=11,38, p<0,0001) (sk.
3.2. att.).
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3.2. att. iNOS géna ekspresija kontroles grupa un LPS inducéta akiita iekaisuma
grupas A. kvercetina (50 mg/kg), B. luteolina (50 mg/kg), C. miricetina (50
mg/kg) klatbiitné Zurku aknas. Grupas ir no 5 [idz 16 dzivniekiem Rezultati ir
paraditi ar vid€jo aritmétisko + S.E.M. *p<0,05 pret kontroles grupu, #p<0,05 pret

LPS grupu, ar vienvirziena ANOVA Newman-Keuls p&ctestu.

Sekojosas apskatitas dabas vielas un to kombinacijas neuzradija statiski
ticamu aktivitati misu interes€josa iekaisuma modelt un kontroles grupas. Likopéns
veselajos paaugstina iNOS géna ekspresiju 1idz 4,9+2,81 RV, n=3, bet LPS iekaisuma
grupa iNOS ekspresija palika gandriz LPS modela skaitlos- 133,80+30,70 RV, n=3
(F(3;38)=12,08, p<0,0001) (sk. 3.3. att). Indol- 3- karbinola un kvercetina
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kombinacija veselajos dzivniekos paaugstina iNOS géna ekspresiju 11dz 3,6+2,41 RV,
n= 3 un ickaisuma gadijuma paaugstina lidz 191,00+95,41 RV, n=3 (F(3;38)=11,48,
p<0,0001) (sk. 3.3. att.). Savukart luteolina un baikaleina kombinacija paaugstina
iNOS geéna ekspresiju kontroles dzivniekos lidz 4,75+1,32 RV, n=3, bet iekaisuma
modell samazina lidz 46,10+12,30 RV, n=3, salidzinot ar LPS iekaisuma kontroles

grupu (F(3;38)=11,21, p<0,0001) (sk. 3.3. att.).
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3.3. att. iNOS géna ekspresija kontroles grupa un LPS inducéta akiita iekaisuma
grupas A. likopéna (50 mg/kg), B. indol-3-karbinola (50 mg/kg), kvercetina (50
mg/kg), C. luteolina (50 mg/kg), baikaleina (50 mg/kg) klatbutné aknas. Grupas ir
no 5 lidz 16 dzivniekiem Rezultati ir paraditi ar vid€jo aritmétisko + S.E.M. *p<0,05

pret kontroles grupu, #p<0,05 pret LPS grupu, ar vienvirziena ANOVA Newman-
Keuls péctestu.

3.1.2. Inducejamas slapekla oksida sintazes gena ekspresijas [imena noteik§ana
ar reversas transkripcijas kvantitativas polimerazes kédes reakcijas metodi
dzivnieku smadzenu garoza lipopolisaharida iekaisuma modeli dabas vielu

klatbutne

Smadzenu garoza veselo dzivnieku kontroles grupa iNOS géna ekspresija
sastadija 2,10+0,10 RV, n=10, bet LPS inducéta iekaisuma modeli- 11,98+2,83 RV,
n=16, analiz&jot datus ar nepara t-testu tika atrasta statistiski ticama starpiba starp
grupam, kur p=0,04.

Smadzenu garoza indol-3-karbinols intaktiem dzivniekiem samazina iNOS
géna ekspresiju lidz 1,26+0,26 RV, n=15, iekaisuma modeli indol-3-karbinols iNOS

géna ekspresiju statistiski ticami paaugstina lidz 42,38+22,21 RV, n=6, p<0,01
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(F(3;43)=6,961, p=0,0006) (sk. 3.4. att.). Neskatoties uz to, ka likopéns kontroles
grupa samazina iNOS gé€na koncentraciju 2,8 reizes un sasniedz 0,739+0,137 RV,
n=5, un iekaisuma modeli likopéna klatbtitné iNOS géna ekspresija pieaug lidz
22,53+10,74 RV, n=4, analizgjot datus ar vienvirziena ANOVA, netika sasniegts
statistiskas ticamibas slieksnis (F(3;31)=5,30, p=0,0046) (sk. 3.4. att.). Luteolins
uzradija lidzigas tendences, intaktiem dzivniekiem tas samazinaja iINOS géna
ekspresiju 5,5 reizes lidz 0,37+0,12 RV, n=5, savukart ickaisuma modeli iNOS géna
Iimenis palika gandriz nemainigs, 12,01+£6,515 RV, n=5 (F(3;32)=3,74, p=0,0207)
(sk. 3.4. att.).

3.4. att. iNOS géna ekspresija kontroles grupa un LPS inducéta akiita iekaisuma
grupas A. indol-3-karbinola (50 mg/kg), B. likopéna (50 mg/kg), C luteolina (50
mg/kg) klatbitné Zurku smadzenu garoza. Grupas ir no 5 lidz 16 dzivniekiem
Rezultati ir paraditi ar vidgjo aritmétisko + S.E.M. *p<0,05 pret kontroles grupu,

#p<0,05 pret LPS grupu, ar vienvirziena ANOVA Newman-Keuls p&ctestu.

3.1.3. Inducéjamas slapekla oksida sintazes limena noteik$ana ar
imiinhistokimijas metodi dzivnieku aknas lipopolisaharida iekaisuma modelt

dabas vielu klatbiitné

Inducgjama slapekla oksida sintaze ir proteins, kas sintez€ slapekla oksidu.
Sekojosi ta ekspresijas izmainas var ietekmét ari slapekla oksida koncentracijas
izmainas. Tamdgl bija nozimigi apskatities ta koncentracijas svarstibas dazadu dabas
vielu ietekm& LPS inducéta iekaisuma modeli, 1pasi aknas, kas ir viens no galvenais

organiem, kas piedalas organisma aizsardzibas procesos.
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INOS proteina ekspresija veselo dzivnieku aknas sastada 9,00+3,51
§ﬁnas/mm2, n=3, bet LPS inducéta iekaisuma modela grupa- 67,00+1,92 §ﬁnas/mm2,
n=4. Izanaliz&jot datus ar nepara t-testu, tika iegiita statistiski ticama starpiba starp
grupam, kur p<0,0001.

Indol- 3- kabinols statistiski ticami (F(3;7)=63,29, p<0,0001) paaugstina iNOS
proteina ekspresiju aknu audos veseliem dzivniekiem Iidz 47,00+7,00 $linas/mm?,
n=2, p<0,001. Inducéta iekaisuma modeli indol- 3- karbinols samazina iNOS proteina
ekspresiju lidz 25,00£3,00 $inas/mm? n=2 (sk. 3.5. att.). Veselajos dzivniekos
luteolins uzrada tendenci samazinat iNOS proteina ekspresiju Ilidz 5,67+1,20
stinas/mm?, n=3, iNOS ekspresija samazinas ar inducéta iekaisuma modela apstaklos
lidz 38,00+5,03 $Ginas/mm?, n=3, p<0,001 (F(3;9)=93,31, p<0,0001) (sk. 3.5. att.).
Veselajos dzivniekos likopens neuzradija iNOS proteinu ekspresiju ietekm&josu
aktivitati- 8,00+4,04 §ﬁnas/mm2, n=3, salidzinot ar kontroles grupu, bet iekaisuma
gadijuma likopéns samazinaja iNOS proteina ekspresiju lidz 46,33+6,64 Stinas/mm?,

n=3 p<0,01 (F(3;9)=54,27, p<0,0001) (sk. 3.5. att.).
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3.5.att. iNOS proteina ekspresija kontroles grupa un LPS inducéta akita
iekaisuma grupas péc p/o A. indol-3-karbinola (50 mg/kg), B. luteolina (50
mg/kg), C. likopena (50 mg/kg) ievades Zurku aknas. Grupas ir no 2 lidz 4
dzivniekiem. Rezultati ir paraditi ar vid€jo aritmétisko + S.E.M. *p<0,05 pret
kontroles grupu, #p<0,05 pret LPS grupu, péc vienvirziena ANOVA, Newman—Keuls

pEctesta.

Kvercetina ietekmé veselajos dzivniekos iNOS proteina ekspresija biitiski
nemainijas, 7,33+1,20 éﬁnas/mmz, n=3, lidziga aina ir iekaisuma modeli, 65,00+9,54
stnas/mm?, n=3 (F(3;9)=48,48, p<0,0001) (sk. 3.6. att.). Miricetins aknu audos
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neuzradija véra nemamu un statistiski ticamu ietekmi uz iNOS proteina ekspresiju gan
veselajos dzivniekos, 14,33+1,20 éﬁnas/mmz, n=3, gan iekaisuma modeli,
77,33+14,85 §anas/mm?, n=3 (F(3;9)=24,35, p<0,0001) (sk. 3.6. att.). Savukart,
kemferols samazinaja iNOS proteina ekspresiju LPS modelt lidz 20,6743,53
stnas/mm? n=3, salidzinot ar LPS ickaisuma modela grupu, bet neietekméja
intaktajos dzivniekos, 13,33+2,91 $inas/mm?, n=3 (F(3;9)=97,27, p<0,0001) (sk. 3.6.
att.).
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3.6.att. iNOS proteina ekspresija kontroles grupa un LPS inducéta akita
iekaisuma grupas péc p/o A. kvercetina (50 mg/kg), B. mircetina (50 mg/kg), C.
kemferola (50 mg/kg) ievades aknas. Grupas ir no 3 lidz 4 dzivniekiem. Rezultati ir
paraditi ar vid§jo aritmétisko = S.E.M. *p<0,05 pret kontroles grupu, #p<0,05 pret
LPS grupu, péc vienvirziena ANOVA, Newman—Keuls p&ctesta.

3.1.4. Inducejamas slapekla oksida sintazes Iilmena noteikSana ar
imiinhistokimijas metodi dzivnieku smadzenu garoza lipopolisaharida iekaisuma

modeli dabas vielu klatbuitné

iNOS proteina koncentracijas izmainas tika skatitas arT smadzenu garoza.

Salidzinot iNOS proteina ekspresiju smadzenu garoza kontroles grupa ar LPS
iekaisuma modela datiem, ar nepara t- testu ieguvam statistiski ticamu starpibu, kur
p=0,0275, 8,50+£2,31 éﬁnas/mmz, n=6, pret 47,67+15,02 éﬁnas/mmz, n=6, attiecigi.

Izanaliz€jot ieglitos datus, diemZ&€l nacas secinat, kas statistisku ticamibu
neizdevas sasniegt neviena no grupam un ir noveérojamas tikai tendences. Indol-3-
karbinols smadzenu garoza paaugstinaja iNOS ekspresiju lidz 17,40+5,37 $tinas/mm?,

n=5, salidzinot to pret kontroles grupu, bet LPS modeli samazinaja to gandriz uz pusi,
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23,60+4,44 unas/mm?, n=5 (F(3;18)=3,813, p=0,0282) (sk. 3.7. att.). Luteolins
paaugstinaja iNOS proteina Itmeni lidz 11,33+3,05 stnas/mm?% n=6, LPS modell
iNOS proteina koncentracija samazindjas lidz 23,67+5,38 $unas/mm?, n=6
(F(3;20)=4,732, p=0,0118) (sk. 3.7. att.). Likopeéns dzivniekos bez iekaisuma iNOS
Iimeni samazinaja uz pusi lidz 3,00+1,16 $tinas/mm?, n=3, induceta iekaisuma modeli
likopéns iNOS proteina ekspresiju paaugstinaja lidz 32,33+8,41 Stinas/mm?, n=3
(F(3;14)=4,013, p<0,0297) (sk. 3.7. att.).

~_ 80 ~_ 80 ~_ 80

£ £ £

E E E

860 & 60 8 60

c c c

(=1 =] 13

) g w

8 40 8 40 8 40

2 2 2

N N N

820 820 8 20

[} [72] [72]

o — o o

Z2 9 = Z 0 E T

© o o o © 3
SN S SN
& & &
O & R
® N
o > 3

3.7.att. iINOS proteina ekspresija kontroles grupa un LPS inducéta akita
iekaisuma grupas péc p/o A. indol-3-karbinola (50 mg/kg), B. luteolina (50
mg/kg) C. likopéna (50 mg/kg) ievades Zurku smadzenu garoza. Grupas ir pa 3
dzivniekiem. Rezultati ir paraditi ar vidgjo aritmétisko + S.E.M. *p<0,05 pret
kontroles grupu, #p<0,05 pret LPS grupu, péc vienvirziena ANOVA, Newman—Keuls

pectesta.

3.1.5. Slapekla oksida koncentracijas noteikS§ana ar EPR spektrometrijas metodi
dazados dzivnieku audos lipopolisaharida iekaisuma modeli dabas vielu

klatbutné

Tika izvertéta dazadu dabas vielu ietekme uz slapekla oksida produkeciju
dazados dzivnieku audos. Slapekla oksida koncentracija audos tika mérita sekojoSu
dabas vielu klatbiitné: resveratrols, ellagskabe, kvercetins, kemferols, luteolins, indol-
3-karbinols, likopéns, miricetins, baikaleins, kafijskabes esteris un dazas dabas vielu
kombinacijas. Rezultatu sadala tika apskatiti dati par vielam, kas sasniedza statistiskas
ticamibas slieksni, analiz&jot tos ar vienvirziena ANOVA un sekojosu Newma- Keuls
péctestu. Dati ir apkopoti pielikuma Nr. 1.
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Izanalizgjot ar nepara t- testu slapekla oksida koncentraciju veselo dzivnieku
smadzenu garoza (52,57+2,22 ng/g audu, n=35) attieciba pret tas koncentraciju LPS
inducéta iekaisuma gadijuma (182,60+7,66 ng/g audu, n=30), ieguvam statistiski
ticamu starpibu starp grupam, kur p< 0,0001. Smadzenu garozas audos resveratrols
koncentracija 50/mg/kg kontroles grupa uzradija tendenci paaugstinat slapekla oksida
koncentraciju Iidz 84,33+12,04 ng/g audu, n=9, savukart LPS iekaisuma modeli §1
tendence sasniedza statistiskas ticamibas robezu- 379,60+71,76 ng/g audu n=8,
p<0,001 (F(3;78)=59,04, p<0,0001) (sk. 3.8. att.). Ellagskabe veselajos dzivniekos
neuzradija NO Kkoncentraciju ietekmgjosas ipaSibas (56,24+7,11 ng/g audu, n=8),
salidzinot ar kontroles grupu, bet iekaisuma modeli slapekla oksida koncentracija
ellagskabes klatbuitne paaugstinajas 11dz 255,70 £+ 35,27 ng/g audu, n=10, kur p<0,001
(F(3;79)= 5,45, p<0,0001) (sk. 3.8. att.). Luteolins kontroles dzivniekos minimali
ietekmgja slapekla oksida koncentraciju (41,41+7,83 ng/g audu, n=14), bet iekaisuma
gadijuma luteolins uzradija NO paaugstinoSas sp&jas (222,10+42,95 ng/g audu, n=9,
p<0,05) (F(3;84)=63,03, p<0,0001) (sk. 3.8. att.).
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3.8.att. Slapekla oksida koncentracijas izmainas Zurku smadzenu garoza péc A.
resveratrola, B. ellagskabes un C. luteolina p/o ievades koncentracija 50 mg/kg
veselajos dzivniekos un LPS iekaisuma modell. Dzivnieki grupas vari€ no 34 lidz 8.
Rezultati ir paraditi ar videjo aritmétisko £ S.E.M. *p<0,05 pret kontroles grupu,
#p<0,05 pret LPS iekaisuma grupu, péc vienvirziena ANOVA ar Newman-Keuls

pectestu.

Lidzigas tendences bija indol-3-karbinolam, kas veselajos dzivniekos slapekla
oksida produkciju neietekmégja, 51,00+4,81 ng/g audu n=18, savukart LPS grupa
paaugstinagja NO koncentraciju Iidz 229,10+20,79 ng/g audu n=12, p<0,001
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(F(3;91)=126,20, p<0,0001) (sk. 3.9. att.). Kafijskabes esteris NO koncentraciju
samazingja lidz 143,70+15,27 ng/g audu, n=6, p<0,01 iekaisuma modela aknu audos,
salidzinot ar LPS iekaisuma modela grupu (F(3;72)=115,50, p<0,0001) (sk. 3.9. att.),
bet veselajos dzivniekos tika uzradita tikai tendence samazinat NO koncentraciju

(31,28+6,62 ng/g audu, n=5).
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3.9.att. Slapekla oksida koncentracijas izmainas Zurku smadzenu garozas audos
péc A. indol- 3- karbinola, B. kafiskabes estera p/o ievades koncentracija 50
mg/kg veselajos dzivniekos un LPS iekaisuma modeli. Dzivnieki grupas vari€ no
34 1idz 8. Rezultati ir paraditi ar vid€jo aritmétisko £ S.E.M. *p<0,05 pret kontroles
grupu, “p<0,05 pret LPS ickaisuma grupu, péc vienvirziena ANOVA ar Newman-

Keuls péctestu.

Smadzenites slapekla oksida koncentracija veselajos dzivniekos bija
23,31+1,14 ng/g audu, n=23, bet LPS izraisits ickaisums paaugstindja NO" produkciju
vairak ka 8 reize lidz 189,00+18,37 ng/g audu, n=21, sasniedzot statistiskas ticamibas
slieksni, kur p<0,0001. Resveratrols veselajos dzivniekos neizraisija lielas slapekla
oksida svarstibas (26,31+1,14 ng/g audu, n=8), bet ieckaisuma apstaklos paaugstinaja
slapekla oksida produkciju gandriz divas reizes lidz 349,70+89,59 ng/g audu, n=9,
p<0,001 (F(3;57)=22,52, p<0,0001) (sk. 3.10. att.). Kafijskabes esteris uzradija
pretgju efektu iepriek$€jam, LPS inducéta iekaisuma modeli tas samazinaja NO
produkciju lidz 135,70+18,80 ng/g audu, n=6, p<0,05 (F(3;52)=39,03, p<0,0001),
savukart veselajos dzivniekos butisku ietekmi uz NO produkciju neuzradija

(21,17+4,54 ng/g audu, n=6) (sk. 3.10. att.).
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3.10.att. Slapekla oksida koncentracijas izmainas Zurku smadzenités pec A.
resveratrola, B. kafijskabes estera p/o ievades koncentracija 50 mg/kg veselajos
dzivniekos un LPS iekaisuma modeli. Dzivnieki grupas vari€ no 34 Iidz 8. Rezultati
ir paraditi ar vidgjo aritmétisko + S.E.M. *p<0,05 pret kontroles grupu, “p<0,05 pret

LPS iekaisuma grupu, p&c vienvirziena ANOVA ar Newman-Keuls p&ctestu.

Aknas slapekla oksida produkcija iekaisuma modela ietvaros (1346,00+83,20
ng/g audu, ng/g audu, n=57) parsniedza NO koncentraciju veselo dzivnieku aknas
(54,12+4,49 ng/g audu, n=48) gandriz 25 reizes sasniedzot statistiskas ticamibas
slieksni, kur p<0,0001, analiz€jot ar nepara t- testu. Veselajos dzivniekos resveratrola
ievade aknas neuzradija slapekla oksida statistiski ticamas paaugstinoSas IpaSibas
(128,60+£36,93 ng/g audu, n=9), bet ickaisuma modell resveratrols izsauca NO
koncentracijas paaugstinasanos Iidz 2662+446,50 ng/g audu, n=9, p<0,001 (F(3;119)=
85,31, p<0,0001) (sk. 3.11. att.). Ellagskabe kontroles grupa uzradija Iidzigas
tendences ka resveratrols (76,35+12,48 ng/g audu, n=8) un iekaisuma grupa paradija
slapekla oksida paaugstino$as pasibas (2095,00+292,50 ng/g audu, n=10, p<0,001)
(F(3;119)=85,91, p<0,0001) (sk. 3.11. att.). Kvercetins ickaisuma modeli paaugstinaja
NO' produkciju 1,6 reizes (2193,00+471,60 ng/g audu, n=14, p<0,001), veselajos
dzivniekos péc kvercetina ievades paradijas tendence paaugstinaties slapekla oksida
Iimenim aknas (93,23+16,39 ng/g audu, n=12) (F(3;127)=51,75, p<0,0001) (sk. 3.11.
att.). Indol-3-karbinols savukart kontroles grupas uzradija tendenci samazinat slapekla
oksida produkciju lidz 48,21+6,35 ng/g audu, n=18, bet iekaisuma apstaklos tomer
paradijas slapekla oksidu paaugstinosas ipasibas - 1793,00+194,60 ng/g audu, n=12,
p<0,01 (F(3;131)=105,20, p<0,0001) (sk. 3.11. att.).
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3.11.att. Slapekla oksida koncentracijas izmainas Zurku aknas pec A.
resveratrola, B. ellagskabes, C kvercetina, D indol-3-karbnola p/o ievades
koncentracija 50 mg/kg veselajos dzivniekos un LPS iekaisuma modeli. Dzivnieki
grupas vari€ no 57 1idz 9. Rezultati ir paraditi ar vid€jo aritmétisko + S.E.M. *p<0,05
pret kontroles grupu, “p<0,05 pret LPS iekaisuma grupu, péc vienvirziena ANOVA ar
Newman-Keuls p&ctestu.

Sird1 slapekla oksida koncentracija kontroles grupa ir loti zema, salidzinot ar
citiem audiem, ta sastada 2,48+0,80 ng/g audu, n=56, bet LPS inducé&ta iekaisuma
gadijuma ta pieaug 108 reizes lidz 268,70+20,21 ng/g audu, n=51, sasniedzot
statistiskas ticamibas slieksni, kur p<0,0001. Resveratrols veselajos dzivnieckos NO'
Itmeni paaugstindja nenozimigi - 3,40+1,40 ng/g audu, n=9, bet iekaisuma apstaklos
slapekla oksida produkcija pieauga gandriz divas reizes (507,30+96,17 ng/g audu,
n=9, p<0,001), salidzinot ar LPS modela grupu (F(3;121)=77,35, p<0,0001) (sk. 3.12.
att.). Ellagskabe uzradija Iidzigu tendenci kontroles dzivniekos (2,51+1,28 ng/g audu,

n=8), bet LPS modela dzivniekos slapekla oksida koncentracija paaugstinajas lidz
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372,6+70,32 ng/g audu, n=10, p<0,01 (F(3;121)=70,31, p<0,0001) (sk. 3.12. att.).
Indol- 3- karbinols ar tendencém neatskiras no ieprieks apskatitajam vielam, kontroles
grupa NO' produkciju neietekméja (3,48+1,93 ng/g audu, n=9), un ickaisuma modela
grupa paaugstinagja NO koncentraciju lidz 358,70+35,40 ng/g audu, n=12, p<0,01
(F(3;124)=90,37, p<0,0001) (sk. 3.12. att.). Interesanta viela ir baikaleins, tas
klatbiitné slapekla oksida signals netika sirds muskult detektets (0,00+0,00 ng/g audu,
n=6) un audos ar LPS induc@tu iekaisumu samazinaja to Iidz 121,3+32,09 ng/g audu,

n=3, p<0,05 (F(3;112)=70,63, p<0,0001) (sk. 3.12. att.).
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3.12.att. Slapekla oksida koncentracijas izmainas Zurku sirdi péc A. resveratrola,
B. ellagskabes, C. indol-3-karbnola, D. baikaleina p/o ievades koncentracija 50
mg/kg veselajos dzivniekos un LPS iekaisuma modeli. Dzivnieki grupas vari€é no
57 lidz 9. Rezultati ir paraditi ar vid€jo aritmétisko = S.E.M. *p<0,05 pret kontroles
grupu, #p<0,05 pret LPS iekaisuma grupu, péc vienvirziecna ANOVA ar Newman-

Keuls p&ctestu.

Nierés slapekla oksida koncentracija kontroles grupas bija 9,37+1,18 ng/g

audu, n=46, bet iekaisuma modeli 35,5 reizes augstaka - 333,50+16,10 ng/g audu,
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n=41, pielietojot statistiskai analizei nepara t- testu, konstatejam statistisku atskiribu,
kur p<0,0001. Nierés resveratrols kontroles dzivniekos neuzradija NO  produkciju
ietekm@&josu aktivitati, 8,51£1,46 ng/g audu, n=9, bet iekaisuma modell paaugstinaja
to I1dz 653,80+137,80 ng/g audu, n=9, p<0,001 (F(3;101)=85,83, p<0,0001) (sk. 3.13.
att.). Ellagskabe veselajos dzivniekos slapekla oksida produkciju neietekméja
(8,51£2,40 ng/g audu, n=8), savukart LPS izsaukta iekaisuma apstaklos paaugstinaja
NO' koncentraciju lidz 505,00+£81,74 ng/g audu, n=10, p<0,001 (F(3;101)=117,60,
p<0,0001) (sk. 3.13. att.). Indol-3- karbinols uzradija tendenci samazinat slapekla
oksida daudzumu kontroles dzivniekos (6,40+1,42 ng/g audu, n=9). Iekaisuma
gadijuma tas izraisija slapekla oksida koncentracijas pieaugumu lidz 435,704+41,95
ng/g audu, n=12, p<0,001 (F(3;104)=176,50, p<0,0001) (sk. 3.13. att.). Savukart
baikaleins gan kontroles dzivnickos (4,68+1,57, ng/g audu, n=6), gan iekaisuma
modelt (162,30+44,91 ng/g audu, n=3, p<0,001) paradija sp&ju samazinat slapekla
oksida koncentraciju nieres audos (F(3;92)=177,90, p<0,0001) (sk. 3.13. att.).
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3.13.att. Slapekla oksida koncentracijas izmainas Zurku nierés péc A.
resveratrola, B. ellagskabes, C. indol-3-karbnola, D. baikaleina p/o ievades

koncentracija 50 mg/kg veselajos dzivniekos un LPS iekaisuma modeli. Dzivnieki
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grupas vari€ no 46 lidz 3. Rezultati ir paraditi ar vid€jo aritmétisko + S.E.M. *p<0,05
pret kontroles grupu, “p<0,05 pret LPS iekaisuma grupu, p&c vienvirziena ANOVA ar

Newman-Keuls p&ctestu.

Sekliniekos veselajas zurkas slapekla oksida produkcija bija 14,26+1,48 ng/g
audu, n=40, bet iekaisuma apstaklos ta auga lidz 67,02+5,04 ng/g audu, n=42.
Analizgjot Sos datus ar nepara t-testu, ieguvam statistiski ticamu starpibu, kur
p<0,0001. Resveratrola klatbitne NO  koncentraciju audos kontroles grupas
neietekméja (11,494+2,53 ng/g audu, n=7), bet iekaisuma gadijuma slapekla oksida
Iimenis pieauga gandriz divkartigi lidz 129,70+29,24 ng/g audu, n=9, p<0,001
(F(3;94)=37,40, p<0,0001) (sk. 3.14. att.). Ellagskabe uzradija tendenci samazinat
slapekla oksida koncentraciju kontroles grupa (6,83+1,41 ng/g audu, n=7), bet
iekaisuma apstaklos paaugstinaja to Iidz 109,10£14,10 ng/g audu, n=9, p<0,001
(F(3;94)=53,65, p<0,0001) (sk. 3.14. att.). Veselo dzivnieku s€kliniekos kvercetins
nedaudz paaugstindja slapekla oksida produkciju (23,13+£2,63 ng/g audu, n=4),
nesasniedzot statistiskas ticamibas slieksni, bet LPS modeli NO picauga lidz
95,00£12,08 ng/g audu n=5, p<0,05 (F(3:;87)=41,86, p<0,0001) (sk. 3.14. att.). Indol-
3-karbinols uzradija tadas paSas slapekla oksida paaugstinoSas 1ipasibas LPS
iekaisuma gadijuma ka augstak apskatitas vielas (116+£19,55 ng/g audu, n=11,
p<0,001). Kontroles grupa sekliniecku audos indol-3-karbinola ietekmé NO
koncentracija nemainijas (13,71 £ 6,26 ng/g audu, n=8) (F(3;97)= 42,86, p<0,0001)
(sk. 3.14. att.).
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3.14.att. Slapekla oksida koncentracijas izmainas Zurku sekliniekos péc A.
resveratrola, B. ellagskabes, C. kvercetina, D. indol-3-karbnola p/o ievades
koncentracija S0 mg/kg veselajos dzivniekos un LPS iekaisuma modeli. Dzivnieki
grupas vari€ no 42 Iidz 4. Rezultati ir paraditi ar vidgjo aritm&tisko £ S.E.M. *p<0,05
pret kontroles grupu, *p<0,05 pret LPS ickaisuma grupu, péc vienvirziena ANOVA ar

Newman-Keuls péctestu.

Veselo zurku asinis slapekla oksida koncentracija bija 61,87+3,20 ng/g audu,
n=52, bet LPS inducéta ieckaisuma apstaklos ta pieauga lidz 377,00+£21,74 ng/g audu,
n=54, salidzinot datus ar nepara t- testu, tika sasniegta statistiska ticamiba, kur
p<0,0001. Resveratrols kontroles dzivniekos NO koncentracijas Itmeni neietekmgja
(53,4847,62 ng/g audu, n=9), bet iekaisuma apstaklos paaugstindja to lidz
569,60+£79,33 ng/g audu, n=9, p<0,001 (F(3;120)=86,14, p<0,0001) (sk. 3.15. att.).
Ellagskabe uzradija lidzigas tendences kontroles grupa (49,73+5,68 ng/g audu, n=8)
un LPS inducéta iekaisuma apstaklos (472,40+51,55 ng/g audu, n=10, p<0,05)
(F(3;120)=86,11, p<0,0001) (sk. 3.15. att.). Kemferols iekaisuma modeli paaugstinaja
slapekla oksida koncentraciju asinis lidz 509,70+112,50 ng/g audu, n=6, p<0,05, bet
kontroles grupas NO' Iimeni bitiski neietekmé&ja (68,02+£19,19 ng/g audu, n=5)
(F(3;113)=69,12, p<0,0001) (sk. 3.15. att.).
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3.15.att. Slapekla oksida Kkoncentracijas izmainas Zurku asinis péc A.
resveratrola, B. ellagskabes, C. kemferola p/o ievades koncentracija 50 mg/kg
veselajos dzivniekos un LPS iekaisuma modell. Dzivnieki grupas varié no 54 lidz 5.
Rezultati ir paraditi ar vid§jo aritm&tisko £ S.E.M. *p<0,05 pret kontroles grupu,
#p<0,05 pret LPS iekaisuma grupu, péc vienvirziena ANOVA ar Newman-Keuls

pectestu.

Indol-3-karbinols uzrada tendenci samazinat NO koncentraciju asinis
kontroles dzivniekiem (32,34+£3,69 ng/g audu, n=9), bet paaugstina to Iidz
615,10+61,44 ng/g audu, n=12, p<0,001 (F(3;123)=103,40, p<0,0001) (sk. 3.16. att.).
Miricetins uzrada NO' paaugstinosas ipasibas NO koncentracija netiek ietekméta.
LPS iekaisuma modela grupa lidz 542,80+84,40 ng/g audu, n=10, p<0,01, bet
kontroles grupa (F(3;116)=87,68, p<0,0001) (sk. 3.16. att.). Luteolins, savukart,
samazinaja NO koncentraciju LPS inducéta iekaisuma gadijuma lidz 253,30+43,63
ng/g audu, n=4, p<0,05, bet kontroles dzivniekos gandriz neietekméja slapekla oksida

produkciju (43,88+13,01 ng/g audu, n=5) (F(3;111)=73,52, p<0,0001) (sk. 3.16. att.).
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3.16.att. Slapekla oksida koncentracijas izmainas Zurku asinis péc A. indol-3-
karbinola, B. miricetina, C. luteolina p/o ievades koncentracija 50 mg/kg
veselajos dzivniekos un LPS iekaisuma modeli. Dzivnieki grupas vari€ no 54 lidz 4.
Rezultati ir paraditi ar vid§jo aritm&tisko = S.E.M. *p<0,05 pret kontroles grupu,
#p<0,05 pret LPS iekaisuma grupu, péc vienvirziena ANOVA ar Newman-Keuls

pEctestu.

Plausas slapekla oksida produkcija sastadija 63,52+3,16 ng/g audu, n=50
veselajos dzivniekos, bet iekaisuma gadijuma NO' Kkoncentracija auga 13 reizes
(829,60+53,52 ng/g audu, n=56) un, izvertejot datus ar nepara t-testu, p bija mazaks
par 0,0001. Resveratrols plausu audos iekaisuma apstaklos paaugstinaja slapekla
oksida produkciju Iidz 1445,00+£324,50 ng/g audu, n=9, p<0,001, bet veselajos
dzivniekos ta produkciju gandriz neietekmgja (82,73+15,85 ng/g audu, n=9)
(F(3;120)= 61,26, p<0,0001) (sk. 3.17. att.). Indol-3-karbinols uzradija tendenci
samazinat NO produkciju kontroles grupa (47,39+4,21 ng/g audu, n=8) un bitiski
paaugstinaja ta produkciju iekaisuma modeli (1234,00+157,30 ng/g audu, n=12,
p<0,001) (F(3;122)= 79,52, p<0,0001) (sk. 3.17. att.).
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3.17.att. Slapekla oksida Kkoncentracijas izmainas Zurku plausas pec A.
resveratrola, B. indol- 3- karbinola p/o ievades koncentracija 50 mg/kg veselajos
dzivniekos un LPS iekaisuma modeli. Dzivnieki grupas vari€ no 56 Iidz 8. Rezultati
ir paraditi ar vidgjo aritmétisko + S.E.M. *p<0,05 pret kontroles grupu, “p<0,05 pret

LPS iekaisuma grupu, pec vienvirziena ANOVA ar Newman-Keuls p&ctestu.

Liesa slapekla oksida produkcija veseliem dzivniekiem bija 39,79+2.48 ng/g

audu, n= 3, bet iekaisuma modeli - 11044+56,81 ng/g audu, n=29, izanaliz€jot datus ar
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nepara t- testu, ieguvam starpibu, kur p<0,0001. Resveratrols veselo dzivnieku liesa
paaugstinaja slapekla oksida produkciju, bet statistiskas ticamibas robezu ta
nesasniedza, 96,35+16,76 ng/g audu, n=6, savukart ieckaisuma modeli liesa NO
koncentracija resveratrola klatbuitneé pieauga lidz 2488,00+575,90 ng/g audu, n=9,
p<0,001 (F(3;73)=45,89, p<0,0001) (sk. 3.18. att.). Ellagskabe neuzradija NO'
paaugstinoSas 1pasSibas veselajos dzivniekos (39,55+5,12 ng/g audu, n=8), bet
iekaisuma gadijuma paaugstinaja ta koncentraciju liesas audos lidz 2046,00+515,30
ng/g audu, n=10, p<0,001 (F(3;76)=38,85, p<0,0001) (sk. 3.18. att.). Savukart
kafijskabes esteris ari $aja organa uzradija slapekla oksida pazeminoSu darbibu LPS
iekaisuma modelt (880,20+98,09 ng/g audu, n=6, p<0,05), bet kontroles grupa tikai
samazinoSu tendenci (33,70+7,01 ng/g audu, n=7) (F(3;70)=157,4, p<0,0001) (sk.
3.18. att.).
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3.18.att. Slapekla oksida koncentracijas izmainas Zurku liesa péc A. resveratrola,
B. ellagskabes, C. kafijskabes estera p/o ievades koncentracija 50 mg/kg
veselajos dzivniekos un LPS iekaisuma modeli. Dzivnieki grupas vari€ no 33 lidz 6.
Rezultati ir paraditi ar videjo aritmétisko + S.E.M. *p<0,05 pret kontroles grupu,
*p<0,05 pret LPS iekaisuma grupu, péc vienvirziena ANOVA ar Newman-Keuls

pEctestu.

Skérssvitrotaja muskulatiira kontroles dzivnieku grupa slapekla oksida
produkcija bija 14,52+1,22 ng/g audu, n=39 un iekaisuma modela grupa -
122,30+£8,16 ng/g audu, n=43, p<0,0001, analiz&jot ar nepara t- testu. Kontroles
dzivniekos resveratrols neuzradija NO paaugstinosas 1pasSibas (14,89+4,54 ng/g audu,
n=8), bet iekaisuma modeli ar1 Skerssvitrotaja muskulatira slapekla oksida
koncentracija biitiski paaugstinajas Iidz 238,30+60,01 ng/g audu, n=9, p<0,001
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(F(3;95)=41,64, p<0,0001) (sk. 3.19. att.). Ellagskabes aktivitate S$k&rssvitrotaja
muskulatiira kontroles grupa (14,11+1,74 ng/g audu, n=8) un iekaisuma modela grupa
(189,00+£28,05 ng/g audu, n=9, p<0,001) (F(3;95)=68,02, p<0,0001) bija lidziga
resveratrola aktivitatei (sk. 3.19. att.). Indol-3-karbinols kontroles dzivniekos uzradija
tendenci samazinat NO Itmeni (10,39+5,06 ng/g audu, n=9), bet ieckaisuma model1
paaugstinaja par gandriz 50% Iidz 181,90+16,70 ng/g audu, n=12, p<0,001
(F(3;99)=84,44, p<0,0001) (sk. 3.19. att.).

NO, ng/g audu

3.19.att. Slapekla oksida koncentracijas izmainas Zurku Skérssvitrotaja
muskulatiira péc A. resveratrola, B. ellagskabes, C. indol- 3- karbinola p/o
ievades koncentracija 50 mg/kg veselajos dzivniekos un LPS iekaisuma modeli.
Dzivnieki grupas varié no 43 lidz 5. Rezultati ir paraditi ar vid€jo aritmétisko +
S.E.M. *p<0,05 pret kontroles grupu, *p<0,05 pret LPS iekaisuma grupu, péc

vienvirziena ANOVA ar Newman-Keuls p&ctestu.

Slapekla oksida koncentraciju svarstibas LPS modeli tika analizétas vairaku
dabas vielu kombinaciju klatbttné.

Indol-3-karbinola un kvercetina kombinacija tika modeléta dazadas vielu
koncentraciju attiecibas, indol-3-karbinols 25 mg/kg un kvercetins 50 mg/kg, indol-3-
karbinols 50 mg/kg un kvercetins 25 mg/kg, indol-3-karbinols 50 mg/kg un kvercetins
50 mg/kg.

Smadzenu garozas audos indol-3-karbinola 25 mg/kg un kvercetina 50 mg/kg
kombinacija LPS modela grupa neuzradija NO ietekmgjoSu efektu (175,80+23,32
ng/g audu, n=6) (F(2;68)=137,20, p<0,0001) (sk. 3.20. att.). Koncentracija, kur bija
50mg/kg indol-3-karbinola un 25 mg/kg kvercetina, slapekla oksida limenis LPS
modeli pieauga lidz 240+57,88 ng/g audu, n=6, p<0,001 (F(2;68)=78,30, p<0,0001)
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(sk. 3.20. att.). Savukart vielu kombinacija, kur abas vielas saturéja 50 mg/kg,
samazindja slapekla oksida produkciju LPS iekaisuma grupa Iidz 118,50+27,61 ng/g
audu, n=8, p<0,001 (F(2;70)=96,16, p<0,0001) (sk. 3.20. att.).
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3.20.att. Slapekla oksida koncentracijas izmainas Zurku smadzenu garozas audos
péc indol-3-karbinola un Kkvercetina kombinacijas ievades A. 25 mg/kg+50
mg/kg, B. 50 mg/kg+25 mg/kg, C. 50 mg/kg+50 mg/kg devu, attiecigi, p/o ievades
veselajos dzivniekos un LPS iekaisuma modeli. Dzivnieki grupas vari€ no 35 lidz 6.
Rezultati ir paraditi ar vidgjo aritmatisko + S.E.M. *p<0,05 pret LPS iekaisuma grupu,

péc vienvirziena ANOVA ar Newman-Keuls p&ctestu.

Smadzenites tikai indol-3-karbinola un kvercetina 50 mg/kg un 50 mg/kg,
attiecigi, kombinacija uzradija véra nemamu efektu un samazinaja NO koncentraciju
LPS modelt Iidz 106,10+27,92 ng/g audu, n=8, p<0,01 (F(2;49)=39,67, p<0,0001)
(sk. 3.21. att.).
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3.21.att. Slapekla oksida koncentracijas izmainas Zurku smadzenités péc indol- 3-
karbinola un kvercetina kombinacijas ievades 50 mg/kg+50 mg/kg devas,

attiecigi, p/o ievades veselajos dzivniekos un LPS iekaisuma modeli. Dzivnieki
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grupas varié no 23 lidz 6. Rezultati ir paraditi ar vidgjo aritmétisko + S.E.M. *p<0,05

pret LPS iekaisuma grupu, péc vienvirziena ANOVA ar Newman-Keuls p&ctestu.

Aknas indol-3-karbinola 50 mg/kg un kvercetina 25 mg/kg uzradija slapekla
oksida limeni paaugstinoSas ipasSibas (1792,00+458,20 ng/g audu, n=6, p<0,05),
salidzinot ar LPS iekaisuma modela grupu (F(2;108)=94,20, p<0,0001) (sk. 3.22. att.).
Savukart kombinacija 50 mg/kg indol-3-karbinola un 50 mg/kg kvercetina samazinaja
aknas slapekla oksida Itmeni Iidz 882,40+£215,50 ng/g audu, n=8, p<0,05
(F(2;110)=97,01, p<0,0001) (sk. 3.22. att.).

3.22.att. Slapekla oksida koncentracijas izmainas Zurku aknas péc indol-3-
karbinola un kvercetina kombinacijas ievades A. 50 mg/kg+25 mg/kg, B. 50
mg/kg+50 mg/kg devu, attiecigi, p/o ievades veselajos dzivniekos un LPS
iekaisuma modeli. Dzivnieki grupas vari€ no 57 lidz 6. Rezultati ir paraditi ar vidgjo
aritmétisko + S.E.M. *p<0,05 pret LPS iekaisuma grupu, péc vienvirziena ANOVA ar

Newman-Keuls péctestu.

Sirdi var novérot lidzigu ainu ka aknas, indol-3-karbinola 50 mg/kg un
kvercetina 25 mg/kg kombinacija paaugstina slapekla oksida koncentraciju sirdi par
60% lidz 429,30+89,11 ng/g audu, n=6, p<0,05, salidzinot ar LPS grupu
(F(2;110)=103,10, p<0,0001) (sk. 3.23. att.). Kombinacija, kura sastav&ja no indol-3-
karbinola 50 mg/kg un kvercetina 50 mg/kg, samazinaja NO produkciju sird1 lidz
181,10+51,96 ng/g audu, n=8, p<0,05 (F(2;112)=2;112, p<0,0001) (sk. 3.23. att.).
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3.23.att. Slapekla oksida koncentracijas izmainas Zurku sirdi péc indol- 3-
karbinola un kvercetina ievades A. 50 mg/kg+25 mg/kg, B. 50 mg/kg+50 mg/kg
devu, attiecigi, p/o ievades koncentracija veselajos dzivniekos un LPS iekaisuma
modeli. Dzivnieki grupas vari€ no 56 lidz 6. Rezultati ir paraditi ar vid€jo aritmétisko
+ S.E.M. *p<0,05 pret LPS ickaisuma grupu, péc vienvirziena ANOVA ar Newman-

Keuls péctestu.

Niergs indol-3-karbinola 50 mg/kg un kvercetina 25 mg/kg kombinacija izsauc
NO  koncentracijas picaugumu (519,50+111,60 ng/g audu, n=6, p<0,001)
(F(2;90)=168,10, p<0,0001) (sk. 3.24. att.), bet 50 mg/kg indol-3-karbinola un 50
mg/kg kvercetina stimulé slapekla oksida produkcijas samazinaSanos (224,60+63,35

ng/g audu, n=8, p<0,01) (F(2;92)=162,60, p<0,0001) (sk. 3.24. att.).

3.24.att. Slapekla oksida koncentracijas izmainas Zurku nierés péc indol- 3-
karbinola un kvercetina kombinacijas ievades A. 50 mg/kg+25 mg/kg, B. 50
mg/kg+50 mg/kg devu, attiecigi, p/o ievades veselajos dzivniekos un LPS
iekaisuma modeli. Dzivnieki grupas vari€ no 46 Iidz 6. Rezultati ir paraditi ar vidgjo
aritmétisko = S.E.M. #p<0,05 pret LPS iekaisuma grupu, péc vienvirziena ANOVA ar

Newman-Keuls péctestu.
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Slapekla oksida koncentracijas s€kliniekos statistiski ticami ietekméja tikai
indola-3-karbinola 50 mg/kg un kvercetina 50 mg/kg kombinacija, samazinot NO'
Itmeni Iidz 46,71£9,05 ng/g audu, n=7, p<0,05 pret LPS modela grupu
(F(2;87)=50,35, p<0,0001) (sk. 3.25. att.). Asinis indol-3-karbinola 50 mg/kg un
kvercetina 50 mg/kg kombinacija samazina NO' Iimeni lidz 249,30+36,54 ng/g audu,
n=8, p<0,01 (F(2;111)=100,80, p<0,0001) salidzinot ar LPS iekaisuma grupu (sk.
3.25. att.). Plausas indola-3-karbinola 50 mg/kg un kvercetina 50 mg/kg kombinacija
statistiski ticami samazinaja slapekla oksida produkciju 1idz 468,60+83,60 ng/g audu,
n=8, p<0,01 (F(2;111)=93,13, p<0,0001), salidzinot ar LPS grupu (sk. 3.25. att.).

3.25.att. Slapekla oksida koncentracijas izmainas Zurku A. sekliniekos, B. asinis
un C. plausas péc indol-3-karbinola un kvercetina kombinacijas ievades 50
mg/kg+50 mg/kg, p/o ievades koncentracija veselajos dzivniekos un LPS
iekaisuma modeli. Dzivnieki grupas vari€ no 56 lidz 7. Rezultati ir paraditi ar vidgjo
aritmétisko + S.E.M. "p<0,05 pret LPS iekaisuma grupu, péc vienvirziena ANOVA ar

Newman-Keuls p&ctestu.
Liesa slapekla oksida koncentraciju ietekmé indol-3-karbinola 50 mg/kg un

kvercetina 25 mg/kg koncentraciju kombinacija, ta paaugstina NO' produkciju lidz

1410,00285,20 ng/g audu, n=6, p<0,05 (F(2:65)=138,80, p<0,0001) (sk. 3.26. att.).
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3.26.att. Slapekla oksida koncentracijas izmainas Zurku liesa péc indol-3-
karbinola un kvercetina kombinacijas ievades 50 mg/kg+25 mg/kg, attiecigi, p/o
ievades koncentracija veselajos dzivniekos un LPS iekaisuma modeli. Dzivnieki
grupas varié no 33 lidz 6. Rezultati ir paraditi ar vidgjo aritmatisko + S.E.M. *p<0,05

pret LPS iekaisuma grupu, péc vienvirziena ANOVA ar Newman-Keuls p&ctestu.

Skérssvitrotaja muskulatiira indol-3-karbinols koncentracija 50 mg/kg un
kvercetins koncentracija 25 mg/kg kopa stimulgja slapekla oksida produkciju, kas
parsniedza NO koncentraciju LPS modela grupa par 46%, sasniedzot 178,00+25,64
ng/g audu, n=6, p<0,01 (F(2;85)=90,15, p<0,0001) (sk. 3.27. att.), bet kombinacija,
kur indol-3-karbinols ir 50 mg/kg un kvercetins ari ir 50 mg/kg, tika panakta NO'
koncentracijas samazinasanas lidz 77,88+19,69 ng/g audu, n=8, p<0,01 (F(2;87)=
71,81, p<0,0001) (sk. 3.27. att.).

3.27.att. Slapekla oksida Kkoncentracijas izmainas Zurku Skérssvitrotaja
muskulatira péc indol- 3-karbinola un kvercetina kombinacijas ievades A. 50
mg/kg+25 mg/kg, B. 50 mg/kg+50 mg/kg devu, attiecigi, p/o ievades veselajos

dzivniekos un LPS iekaisuma modeli. Dzivnieki grupas vari€ no 43 Iidz 6. Rezultati
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ir paraditi ar vidgjo aritmétisko + S.E.M. "p<0,05 pret LPS ickaisuma grupu, péc

vienvirziena ANOVA ar Newman-Keuls p&ctestu.

Luteolns 30 mg/kg un baikaleins 30 mg/kg bija vél viena vielu kombinacija
tika testéta LPS iekaisuma modeli dazados audos. Nierés kombinacija uzradija
statistiski ticamu slapekla oksida koncentracijas picaugumu lidz 408,60+62,53 ng/g
audu, n=8, p<0,05 (F(2;92)= 193,70, p<0,0001) (sk. 3.28. att.). Asinis slapekla oksida
Itmenis péc kombinacijas ievades LPS modela grupa paaugstinajas lidz 555,00+95,82
ng/g audu, n=8, p<0,001 (F(2;111)=101,30, p<0,0001) (sk. 3.28. att.).
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3.28.att. Slapekla oksida koncentracijas izmainas Zurku organos péc luteolina 30
mg/kg un baikaleina 30 mg/kg kombinacijas ievades A. nieres, B. asinis p/o
veselajos dzivniekos un LPS iekaisuma modeli. Dzivnieki grupas no 8 lidz 54.
Rezultati ir paraditi ar vidgjo aritmatisko + S.E.M. *p<0,05 pret LPS iekaisuma grupu,

péc vienvirziena ANOVA ar Newman-Keuls p&ctestu.

3.2. DNS vienpavediena parravumu, oksidativa un nitrozativa stresa korekcija

ar 1,4-DHP un flavonolu, miricetinu STZ stimuléta 1TCD apstaklos

3.2.1. Vienpavediena DNS parravumu analize ar vienas Siinas elektroforezes
metodi Zurku streptozotocina 1. tipa cukura diabéta modeli dazadu 1,4-DHP
klatbuitne

Izvertgjot DNS vienpavediena bojajumus veselajiem dzivniekiem (28,82+2,11

AU, n=17) un dzivniekiem ar streptozotocina ierosinato 1TCD (88,43+6,93 AU,
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n=14) ar nepara t-testu, konstat€jam bojajumu limena triskarteju palielindjumu ar
statistiski ticamu starpibu p<0,0001.

AV-153-Na statistiski ticami paaugstindja DNS vienpavediena parravumu
Iimeni gan veseliem dzivniekiem: 142,00+13,70 AU, n=4, p<0,001 (F(3;39)=71,67,
p<0,0001) (sk. 3.29. att.), gan STZ izraisita cukura diab&ta apstaklos: 131,904+6,98
AU, n= 8§, p<0,001. Miricetins arT statistiski ticami paaugstina DNS paravumu Itmeni
gan veseliem dzivniekiem (109,10+22,35 AU, n= 5, p< 0,001), gan cukura diab&ta
apstaklos: 130,90+14,52 AU, n= 6, p<0,01 (F(3;38)=30,47, p<0,0001) (sk. 3.29. att.).
ArT abu vielu kombinacija So efektu atkarto: 136,80+1,45 AU, n=4, p<0,001 kontroles
dzivniekiem un 127,60+4,46 AU, n=8, p<0,001 cukura diab&ta modela dzivniekiem
(F(3;39)=89,17, p<0,0001) (sk. 3.29. att.).
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3.29.att. DNS vienpavediena parravumu analize periféro venozo asinu Sinu
kodolos péc A. AV-153-Na (0,5 mg/kg), B. miricetina (50 mg/kg), C AV-153-Na
(0,5 mg/kg) un miricetina (50 mg/kg) kombinacija p/o ievades. Grupas ir no 4 lidz
17 dzivniekiem. Rezultati ir paraditi ka vid€jais aritmétiskais = S.E.M. *p<0,05
statistiski ticami pret kontroles grupu, #p<0,05 statistiski ticami pret STZ grupu

(vienvirziena ANOVA ar Newman-Keuls péctestu).

Metkarbatons (0,05 mg/kg) veseliem dzivniekiem statistiski ticami
paaugstinaja DNS parravumu limeni: 53,75+6,32 AU n=4, p<0,05 (F(3;39)= 30,08,
p<0,0001) (sk. 3.30. att.), bet cukura diab&ta apstaklos to neietekmé&ja (89,63+9,11
AU, n=8) salidzinot ar STZ grupu. Metkarbatons lielaka koncentracija (0,5 mg/kg)
veseliem dzivniekiem arl statistiski ticami paaugstindja DNS parravumu Itmeni

(53,00+£5,08, AU, n=4, p<0,05). Savukart STZ modeli metkarbatons (0,5 mg/kg)
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statistiski ticami samazinaja DNS parravumu Iimeni, salidzinot ar STZ kontroles
grupu: 43,88 + 3,39, AU, n= §, p<0,001 (F(3;39)= 33,60, p<0,0001) (sk. 3.30. att.).

Etkarbatona (0,05 mg/kg) ievade statistiski ticami paaugstinagja DNS
parravumu limeni gan veseliem dzivniekiem (75,67£5,55 AU, n=3, p<0,001), gan
STZ modeli: 116,10+£11,18 AU, n=7, p<0,01 (F(3;37)= 38,75, p<0,0001) (sk. 3.30.
att.). Ar1 etkarbatona ievade lielaka deva (0,5mg/kg) statistiski ticami paaugstinaja
DNS parravumu Itmeni gan veseliem dzivniekiem (82,25+4,91 AU, n=4, p<0,01), gan
STZ modela dzivniekiem, kur bojajumu skaits palielinajas 3,8 reizes, salidzinot ar
STZ kontroles grupu: 341,4+£23,96 AU, n=8, p<0,001 (F(3;39)=168,7, p<0,0001) (sk.
3.30. att.).
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3.30.att. DNS vienpavediena parravumu analize periféro venozo asinu Sinu
kodolos péc A. metkarbatona 0,5 mg/kg un B. 0,05 mg/kg, C. etkarbatona 0,5
mg/kg un D. 0,05 mg/kg p/o ievades. Grupas ir no 3 lidz 17 dzivniekiem. Rezultati ir

paraditi ka vidgjais aritmétiskais + S.E.M. *p<0,05 statistiski ticami pret kontroles
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grupu, #p<0,05 statistiski ticami pret STZ grupu (vienvirziena ANOVA ar Newman-

Keuls péctestu).

Glutapirons (0,05 mg/kg) paaugstinaja DNS parravumu limeni veselajos
dzivniekos lidz pat 127,82+2,11 AU, n=4, p<0,001, bet STZ modeli Iidz 120,4+9,70
AU, n=7, p<0,01 (F(3;38)=43,79, p<0,0001) (sk. 3.31. att.). Savukart viclas ievade
koncentracija 0,5 mg/kg veselajos dzivniekos izsauc vairak ka triskartigu DNS
parravumu Iimena paaugstinajumu (94,50+£17,90 AU, n=4, p<0,001), bet STZ modeli,
statistiski ticamu pieaugumu salidzinot ar STZ modela grupu nekonstatéjam,
107,6+4,36 AU, n=8 (F(3;39)=41,36, p<0,0001) (sk. 3.31. att.).

J-9-125 (0,05 mg/kg) kontroles dzivniekos paaugstinaja DNS vienpavediena
parravumu Itmeni Iidz 58,67£15,90 AU, n=3, p<0,05, bet slimos dzivniekos $§1
koncentracija samazinaja DNS parravumu limeni, salidzinot ar STZ modela grupu:
64,17+6,93 AU, n=6, p<0,05 (F(3;36)=26,13, p<0,0001) (sk. 3.31. att.). Paaugstinot
J-9-125 koncentraciju desmit reizes, viela uzradija DNS parravumus paaugstinosas
pastiprinoSas TpasSibas, gan veselajos (121,30+£24,02 AU, n=4, p<0,0001), gan
slimajos dzivniekos: 112,20+£7,19 AU, n=5, p<0,05 (F(3;36)=35,57, p<0,0007) (sk.
3.31. att.).
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3.31.att. DNS vienpavediena parravumu analize periféro venozo asinu Siinu
kodolos péc A. glutapirona 0,05 mg/kg un B. 0,5 mg/kg, C. J-9-125 0,05 mg/kg un
D. 0,5 mg/kg p/o ievades. Grupas ir no 3 lidz 17 dzivniekiem. Rezultati ir paraditi ka
vidgjais aritmétiskais = S.E.M. *p<0,05 statistiski ticami pret kontroles grupu,

#p<0,05 statistiski ticami pret STZ grupu (vienvirziena ANOVA ar Newman-Keuls

pectestu).

3.2.2. Endotelialas slapekla oksida sintazes géna ekspresijas [imena noteikSana ar
reversas transkripcijas kvantitativas polimerazes kédes reakcijas metodi

dzivnieku nierés streptozotocina 1TCD modeli 1,4-DHP klatbutne

eNOS géna ekspresija veselos dzivniekos (0,10+£0,01 RV, n=11) par 30%
parsniedza eNOS géna ekspresiju streptozotocina inducéta 1. tipa cukura diabéta
modeli (0,07£0,01 RV, n=13), p=0,015 pret kontroles grupu ar nepara t-testu.

Veselajiem dzivniekiem AV-153-Na (0,5 mg/kg) (sk. 3.32. A. att.)
(F(3;29)=10,81, P<0,0001) un AV-153-Na (0,5 mg/kg) — miricetina (50 mg/kg)
kombinacija (sk. 3.32. C. att.) (F(3;30)=7,19, p=0,0009) neizraisa statistiski ticamas
eNOS geéna ekspresijas svarstibas, 0,09+0,01 RV, n=5, un 0,10+0,01 RV, n=5.
Savukart miricetins (50 mg/kg) paaugstina eNOS géna ekspresiju lidz 0,19+0,03 RV,
n=5, p<0,01 (sk. 3.32. B. att.) (F(3;30)=11,93, p<0,0001). STZ modeli gan AV-153-
Na (0,17+£0,01 RV, n=4, p<0,01), gan miricetins (0,14+0,02 RV, n=5, p<0,05), gan
vielu kombinacija (0,14+0,02 RV, n=5, p<0,05) paaugstina eNOS géna ekspresijas

Itmeni salidzinot ar STZ un veselo dzivnieku kontroles grupam (sk. 3.32. att.).
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RV

3.32.att. eNOS gena ekspresija kontroles un inducéta 1. tipa cukura diabéta
dzivnieku grupas A. AV-153-Na (0,5 mg/kg), B. miricetina (50 mg/kg) un to C.
kombinaciju klatbutné nieres. Grupas ir no 4 lidz 13 dzivniekiem Rezultati ir
paraditi ar vid€jo aritmétisko + S.E.M. *p< 0,05 pret kontroles grupu, #p< 0,05 pret

LPS grupu, ar vienvirziena ANOVA Newman-Keuls p&ctestu.

Veselajos dzivniekos etkarbatons neuzrada statistiski ticamas eNOS géna
ekspresijas svarstibas, 0,05 mg/kg- 0,13+0,03 RV, n=3 (F(3;27)=4,46, p=0,0115) (sk.
3.33. A. att.) un 0,5 mg/kg- 0,10+0,09 RV, n=4 (F(3;28)=5,90, p=0,003) (sk. 3.33. B.
att.). Cukura diab&ta apstaklos etkarbatons 0,05 mg/kg uzradija sp&ju paaugstinat
eNOS géna ckspresijas limeni lidz 0,12+0,02 RV, n=4, p<0,05, un 0,5 mg/kg
0,13+0,02 RV, n=4, p<0,01.

Metkarbatons kontroles grupas abas koncentracijas neuzradija eNOS mRNS
transkripciju ietekméjosas ipasibas. Grupa, kura ievadija 0,05 mg/kg vielas, eNOS
géna koncentracija bija 0,11+£0,01 RV, n=4 (F(3;29)=9,76, p=0,0001) (sk. 3.33. C.
att.), bet grupa, kur ievadija 0,5 mg/kg - 0,11+0,02 RV, n=4 (F(3;28)=3,29, p=0,0352)
(sk. 3.33. D. att.). 1'TCD modeli metkarbatons 0,05 mg/kg koncentracija statistiski
ticami samazina eNOS Iimeni lidz 0,03+0,01 n=5, p<0,05, bet 0,5 mg/kg paaugstina
lidz 0,11+0,02 RV, n=4,
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3.33.att. eNOS gena ekspresija kontroles un inducéta 1. tipa cukura diabeta
dzivnieku grupas A. etkarbatona 0,05 mg/kg un B. 0,5 mg/kg, C. metkarbatona
0,05 mg/kg un D. 0,5 mg/kg devu klatbuitné nierés. Grupas ir no 3 lidz 13
dzivniekiem. Rezultati ir paraditi ar videjo aritmétisko + S.E.M. *p< 0,05 pret
kontroles grupu, #p< 0,05 pret LPS grupu, ar vienvirziena ANOVA Newman-Keuls

pectestu.

Glutapirona 0,05 mg/kg koncentracija veselo dzivnieku grupa uzradija statiski
ticamu eNOS géna samazinajumu lidz 0,06+0,01 RV, n= 4, p<0,05 (F(3; 29)=4,79,
p=0,0079) (sk. 3.34. A. att.), bet 0,5 mg/kg koncentracijas klatbtitne eNOS mRNS
koncentracija pieauga lidz 0,14+0,02 RV, n=4 (F(3;29)=8,07, p=0,0005) (sk. 3.34. B.
att.). Analiz§ot datus ar vienvirziena ANOVA ar Newman-Keuls pé&ctestu,

glutapirona abas pétamas koncentracijas (0,05 mg/kg, 0,5 mg/kg) eNOS mRNS
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koncentraciju paraugos neietekméja cukura diab&ta modeli, 0,05+0,01 RV, n=5 un
0,06+£0,01 RV, n=5.

J-9-125 intaktajos dzivniekos 0,05 mg/kg koncentracija eNOS mRNS Iimenis
ir 0,12+0,02 RV, n=4 (F(3;29)=9,84, p=0,0001) (sk. 3.34. C. att.), bet 0,5 mg/kg -
0,07+£0,01 RV, n=4 (F(3;29)=3,29, p=0,0344) (sk. 3.34. D. att.). Cukura diabé&ta
apstaklos J-9-125 0,05 mg/kg samazina eNOS mRNS koncentraciju lidz 0,0343 x 107
RV, n=5, p<0,05, savukart 0,5 mg/kg sadu efektu neuzrada - 0,07+0,01 RV, n=5.
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3.34.att. eNOS gena ekspresija kontroles un inducéta 1. tipa cukura diabéta
dzivnieku grupas A. glutapirona 0,05 mg/kg un B. 0,5 mg/kg devu, C. J-9-125
0,05 mg/kg un D. 0,5 mg/kg devu Kklatbuitné nieres. Grupas ir no 4 lidz 13
dzivniekiem. Rezultati ir paraditi ar videjo aritmétisko + S.E.M. *p< 0,05 pret
kontroles grupu, #p< 0,05 pret LPS grupu, ar vienvirziena ANOVA Newman-Keuls

pectestu.
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3.2.3. Inducejamas slapekla oksida sintazes géna ekspresijas Iimena noteikSana
ar reversas transkripcijas kvantitativas polimerazes kédes reakcijas metodi
dzivnieku nieres streptozotocina 1. tipa cukura diabéta modelt 1,4- DHP

klatbutne

iNOS geéna ekspresija STZ inducéta 1. tipa cukura diabéta apstaklos pieaug
lidz 8x10°+2x10% RV, n=13, no 3x10*+4x10™ RV, n=11, kontroles grupa, p=0,0222,
nepara t-tests.

iNOS géna transkripcijas Itmenis kontroles grupa AV-153-Na 0,5 mg/kg
koncentracijas klatbttné pieaug lidz 6x10°+7x10* RV, n=4, STZ cukura diabéta
modeli iNOS géna ekspresiju paaugstina lidz 0,01+4x10° RV, n=4 (F(3;29)=4,97,
p=0,0066) (sk. 3.35. A. att.). Miricetins paaugstina iNOS mRNS koncentraciju
gandriz lidz tas limenim STZ cukura diab&ta grupa- 8x10°+2x10° RV, n=5, un
diabéta modeli tas limenis auga lidz 9x10°+2x10° RV, n=5 (F(3;30)=3,332,
p=0,0326). (sk. 3.35. B. att.). AV-153-Na un miricetina kombinacija paaugstina iNOS
mRNS [imenis mazak neka vielas katra atseviski- 5x107°+8x10™ RV, n=5, §1 tendence
ir izsekojama ari cukura diab&ta modeli- 8x10°+£3x10* RV, n=5 (F(3;30)=3,28,
p=0,0342) (sk. 3.35. C. att.).

RV

3.35.att. iNOS geéna ekspresija kontroles un inducéta 1. tipa cukura diabéta
dzivnieku grupas A. AV-153-Na (0,5 mg/kg), B. miricetina (50 mg/kg) un to C.
kombinaciju klatbutné nierés. Grupas ir no 4 lidz 13 dzivniekiem Rezultati ir
paraditi ar vidgjo aritmétisko = S.E.M. *p<0,05 pret kontroles grupu, #p<0,05 pret
LPS grupu, ar vienvirziena ANOVA Newman-Keuls p&ctestu.
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Etkarbatons koncentracija 0,05 mg/kg izteikti uzrada tendenci paaugstinat
iNOS géna ekspresiju veselajos dzivniekos Iidz 0,01+2x10° RV, n=3, bet cukura
diabéta §1 tendence ir izteikta vaji- 9x10°+8x10* RV, n=5, salidzinot ar STZ
kontroles grupu, (F(3;28)=3,63, p=0,025) (sk. 3.36. att.). 0,5 mg/kg veselajos
dzivniekos uzrada loti lidzigus skaitlus 9x10°+1x10° RV, n=4, ko uzradija zemaka
koncentracija, bet STZ cukura diabéta modela apstaklos tika novérota tendence
samazinat iNOS mRNS Iimeni lidz 4x10°+9x10™ RV, n=5, (F(3;29)=3,65, p=0,0239)
(sk. 3.36. att.).

Metkarbatons kontroles grupas abas koncentracijas (0,05 mg/kg un 0,5 mg/kQ)
nedaudz paaugstina iNOS géna ekspresiju lidz 6x10°+1x10° RV, n=4, un 6x10°
%£2x10™ n=4, attiecigi. Cukura diabéta modeli ¥ lidziba saglabajas 0,05 mg/kg-
0,02+5x10™ RV, n=5, un 0,5 mg/kg - 0,02+6x10° RV, n=5. Abos gadijumos dati tika
analizé€ti ar vienvirziena ANOVA ar sekojosu Newman-Keuls péctestu
(F(3;29)=14,54, p<0,0001) un (F(3;29)=12,29, p<0,0001) (sk. 3.36. att.).
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3.36.att. iINOS gena ekspresija kontroles un inducéta 1. tipa cukura diabéta
dzivnieku grupas A. etkarbatona 0,05 mg/kg un B. 0,5 mg/kg, C. metkarbatona
0,05 mg/kg un D. 0,5 mg/kg devu klatbiitné nierés. Grupas ir no 3 Iidz 13
dzivniekiem. Rezultati ir paraditi ar vid€jo aritméetisko + S.E.M. *p< 0,05 pret
kontroles grupu, #p< 0,05 pret LPS grupu, ar vienvirziena ANOVA Newman-Keuls

pEctestu.

Glutapirons koncentracija 0,05 mg/kg paaugstina iNOS géna ekspresiju lidz
8x10°+5x10™ RV, n=4, savukart cukura diab&ta model §1 koncentracija paaugstinaja,
salidzinot ar STZ grupu, iNOS mRNS ekspresiju lidz 0,01+8x10* RV, n=5
(F(3;29)=4,26, p=0,013) (sk. 3.37. A. att.). 0,5 mg/kg §is vielas ietekm&ja iNOS géna
ekspresiju loti lidzigi gan intaktajos dzivniekos- 6x10°+1x10™ RV, n=4, gan cukura
diabéta modeli- 0,01+7x10™ RV, n=5 (F(3;29)=3,99, p=0,017) (sk. 3.37. B. att.).

0,05 mg/kg J-9-125 paaugstina iNOS mRNS Iimeni lidz 8x10°+7x10™ RV,
n=4 intaktajos dzivniekos, STZ moduléta cukura diab&ta apstaklos tas samazinajas
lidz 6x10°£9x10* RV, n=5, tomer izanaliz€jot datus ar vienvirziena ANOVA ar
sekojosu Newman-Keuls péctestu, statistiska starpiba starp analiz§jamam grupam
netika sasniegta (F(3;29)=2,80, p=0,0578) (sk. 3.37. C. att.). J-9-125 koncentracija 0,5
mg/kg kontroles grupa iNOS geéna ekspresiju paaugstindja mazak neka ieprieks
apskatita koncentracija, salidzinot ar veselajiem dzivniekiem, 5x10°+6x10* RV, n=3,
savukart cukura diabéta apstaklos viela apskatama koncentracija neuzradija iNOS
mRNS Iimeni ietekm&josas TpaSibas- 9x10°+7x10* RV, n=5 (F(3;28)=3,20,
p=0,0384) (sk. 3.37. D. att.).

RV
RV
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RV

3.37.att. iNOS geéna ekspresija kontroles un inducéta 1. tipa cukura diabéta
dzivnieku grupas A. glutapirona 0,05 mg/kg un B. 0,5 mg/kg devu, C. J-9-125
0,05 mg/kg un D. 0,5 mg/kg devu klatbuitné nierés. Katra grupa ir no 4 lidz 13
dzivniekiem. Rezultati ir paraditi ar vidgjo aritmétisko + S.E.M. *p< 0,05 pret
kontroles grupu, #p< 0,05 pret LPS grupu, ar vienvirziena ANOVA Newman-Keuls

pectestu.

3.2.4. Inducejamas slapekla oksida sintazes Ilmena noteikSana ar
imunhistokimijas metodi dazados dzivnieku audos streptozotocina inducéta 1.

tipa cukura diabéta modeli AV- 153- Na klatbutné

Sirdi1 iINOS proteina ekspresija veselajiem dzivniekiem bija 9,00+1,95
siinas/mm?, n=5, bet STZ inducéta 1. tipa cukura diabéta apstaklos tas paaugstinajas
lidz 26,00+4,73 $inas/mm?’, n=>5, analiz€jot §is grupas ar nepara t- testu, atrasta
statistiska starpiba, kur p ir 0,0099. AV-153-Na klatbiitne sirds audos. Kontroles
grupa AV-153-Na neietekméja iNOS proteina ekspresiju sirds audos (11,00+3,51
$inas/mm?, n=>5), STZ inducéta cukura diabéta gadijuma AV-153-Na samazinaja
iNOS protetna ekspresiju Iidz 8,40+1,30 $tinas/mm?, n=5, p<0,01 (F(3;16)=7,11,
p=0,003) (sk. 3.38. A. att.).

Kontroles dzivniekiem iNOS géna ekspresija nieres audos bija 6,80+1,66
§ﬁnas/mm2, n=5, bet p&c STZ ievades un cukura diab&ta izsaukSanas ta [imenis nierés
paaugstinajas Iidz 16,60+2,29 stnas/mm? n=5, sasniedzot statistiskas ticamibas
Itmeni, analiz&jot abas grupas ar nepara t- testu, kur p ir vienads ar 0,003. AV-153-Na

paaugstinaja iNOS proteina Itmeni lidz 16,60+2,29 §ﬁnas/mm2, n=5, p<0,05, ka ar1
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STZ inducéta cukura apstaklos tas uzradija iNOS proteina ekspresiju samazinosas
ipasibas (7,80+1,91 §iinas/mm?, n=5, p<0,05) (F(3;16)=10,02, p=0,0006) (sk. 3.38. B.
att.).

Acts iNOS proteina ekspresija kontroles grupa sasniedza 7,80+1,91
Stinas/mm?, n=5, bet p&c stimulacijas ar STZ ta l[imenis gandriz nemainijas 6,80+3,07
§ﬁnas/mm2, n=7, nesasniedzot statistiskas ticamibas slieksni. Ievadot AV- 153- Na
gan veselajiem dzivniekiem (8,20+3,72 §inas/mm’, n=5), gan dzivnieckiem ar
inducétu cukura diab&tu (7,8+4,33 $unas/mm?, n=5) iNOS proteina ekspresija batiski
nemainijas (F(3;16)=0,03, p=0,9923) (sk. 3.38. C. att.).

Veselos nervu audos iNOS proteina ekspresijas Iimenis bija 5,40+1,01
sinas/mm® n=5, bet cukura diabdta apstaklos paaugstindjas lidz 15,20+3,43
stnas/mm?, n= 5, salidzinot abas grupas ar nepara t- testu, tika uzradita statistiska
ticamiba, kur p bija vienads ar 0,0259. AV-153-Na ievade kontroles grupa uzradija
tendenci samazinat iNOS proteinu ekspresiju nervos lidz 3,80+0,58 §ﬁnas/mm2, n=>5,
bet STZ cukura diabéta apstaklos paaugstinat lidz 20,60+5,47 $inas/mm? n=5
(F(3;16)=5,95, p=0,0063) (sk. 3.38. D. att.).
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3.38.att. iNOS proteina ekspresija kontroles un STZ inducéta 1. tipa cukura
diabéta apstaklos dzivnieku grupas péc AV-153-Na p/o ievades 0,5 mg/kg
koncentracija A. sirdi, B. nierés, C. acis un D. nervos. Katra grupa ir 5 dzivnieki.
Rezultati ir paraditi ar vid§jo aritmé&tisko £ S.E.M. *p<0,05 pret kontroles grupu,

#p<0,05 pret LPS grupu, péc vienvirziena ANOVA, Newman—Keuls p&ctesta.

3.2.5. Endotelialas slapekla oksida sintazes Iimena noteikSana ar
imiinhistokimijas metodi dazados dzivnieku audos streptozotocina induceta 1.

tipa cukura diabéta modeli AV- 153- Na klatbuitne

Sirdi starp eNOS proteina ekspresiju kontroles grupa (15,75+1,03 Stinas/mm?,
n=8) un STZ ickaisuma grupa (16,50+2,29 Stnas/mm?, n=8) neuzradas statistiska
ticamiba, péc analizes ar nepara t-testu. Ka arT AV-153-Na ievade neuzradija eNOS
proteinu ekspresiju modul&josas ipasibas (F(3;28)=0,08, p=0,9669) (sk. 3.39. A. att.)
ne veselo (17,50+2,30 $tinas/mm?, n=8), ne slimo dzivnieku sirds audos (16,88+3,63
Stnas/mm?, n=8).

Nierés kontroles grupas dzivniekos eNOS proteina ekspresija ir 11,43+1,23
stnas/mm?, n=7, cukura diabéta apstaklos ta ekspresija samazinas lidz 3,71+0,52
stinas/mm?, n=7, analiz&jot datus ar nepara t-testu, p<0,0001, kas liecina par statistiski
ticami starpibu. Ievadot AV-153-Na veselajos dzivniekos, eNOS limenis gandriz
nemainijas (10,29+2,36 siinas/mm?, n=7), salidzinot ar kontroles grupu, savukart
ievadot STZ induceta 1. tipa cukura diabéta apstaklos eNOS proteina ekspresijas
[imenis picauga (10,43+1,94 $Gnas/mm?, n=7), salidzinot ar STZ kontroles grupu,

gandriz lidz kontroles grupas Iimenim (F(3;24)=4,51, p=0,0121) (sk. 3.39. att. B.).
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Acts kontroles dzivniekos eNOS saturs bija 6,40+1,44 §ﬁnas/mm2, n=5, STZ
modela grupa- 7,60+1,33 $tinas/mm?, n=>5, analiz€jot abas grupas ar nepara t- testu,
p>0,05. levadot AV-153-Na kontroles dzivniekos acis eNOS Iimenis netika ietekm&ts
(6,20+2,01 $tinas/mm?, n=5), cukura diab&ta apstaklos - 7,20+1,32 $iinas/mm?, n=5
(F(3;16)=0,1819, p=0,9071) (sk. 3.39. C. att.).

Veselo dzivnieku nervu audos eNOS limenis bija 5,20+2,22 éﬁnas/mmz, n=5,
bet cukura diabéta modeli- 2,00+0,71 §tinas/mm?, n=>5, statistiski ticama starpiba starp
grupam, analiz€jot ar nepara t-testu, netika sasniegta, p>0,05. levadot AV-153-Na
eNOS limenis uzradija tendenci pazeminaties Iidz 2,40+0,81 éﬁnas/mmz, n=5, cukura
diabéta apstaklos AV-153-Na ievade izraisija lielas eNOS svarstibas starp grupam,
kur vidgjais lielums bija 6,80+3,65 $tnas/mm? n=5 (F(3;16)=1,08, p=0,3842) (sk.
3.39. D. att.).
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3.39.att. eNOS proteina ekspresija kontroles un STZ inducéta 1. tipa cukura
diabéta apstaklos dzivnieku grupas péc AV- 153- Na p/o ievades 0,5 mg/kg

koncentracija A. sirdi, B. nierés, C. acis un D. nervos. Grupas ir 5 no 8
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dzivniekiem. Rezultati ir paraditi ar vid§jo aritmétisko + S.E.M. *p<0,05 pret
kontroles grupu, #p<0,05 pret LPS grupu, péc vienvirziena ANOVA, Newman—Keuls

pectesta.

3.2.6. Glikozes koncentracijas kontrole veselajos dzivniekos un STZ inducéeta 1.

tipa cukura diabéta apstaklos 1,4-DHP klatbutné

Glikozes koncentracija paédusiem dzivniekiem tika kontrol&ta p&c tris dienu
1,4-DHP ievades. Veselo dzivnieku grupa glikozes koncentracija bija 7,06+0,30
mmol/l, n=5, bet STZ 1. tipa cukura diab&ta modelgrupa — 33,46+3,05 mmol/l, n=9.
Izanaliz&jot datus ar nepara t-testu, konstat€jam statistiski ticamu starpibu starp
grupam, kur p<0,0001. Statistiski nozimigas, glikozes Itmeni ietekmg&josas Tpasibas
neviena no pétitajam vielam (AV-153-Na 0,5 mg/kg, miricetins 50 mg/kg, AV-153-
Na un miricetina 50 mg/kg kombinacija, metkarbatons 0,5 mg/kg un 0,05 mg/kg,
etkarbatons 0,5 mg/kg un 0,05 mg/kg, J-9-125 0,5 mg/kg un 0,05 mg/kg, glutapirons
0,5 mg/kg un 0,05 mg/kg) neuzradija. Dati ir paraditi pielikuma Nr. 2.

3.2.7. Nitratu/nitritu koncentracijas svarstibas veselajos dzivniekos un STZ
inducéta 1. tipa cukura diabéta apstaklos AV-153-Na, miricetina un to

kombinacijas klatbutné

Urina nitratu/nitritu koncentracija dzivniekiem ar STZ inducéto 1. tipa cukura
diabétu bija statistiski ticami samazinata (389,30+78,36 uM, n=5) salidzinot ar
kontroles grupu — veselajiem dzivniekiem (750,70+106,10 uM, n=4), p<0,0193,
nepara t-tests.

AV-153-Na (0,5mg/kg) veseliem dzivniekiem NO,/NOjs koncentraciju urina
paaugstinaja lidz 1058+323,40 uM, n=5, bet STZ modeli ta saglabajas gandriz
nemainiga: 349,00+96,31 uM, n=5, salidzinot ar kontroles grupu (F(3;15)=3,41,
p=0,0451) (sk. 3.40. A. att.). Miricetins (50 mg/kg) urina veseliem dzivniekiem
uzradija nelielu tendenci paaugstinat NO,/NO;3™ Iimeni (820,50+140,00 uM, n=5)
salidzinot ar kontroles grupu. STZ modeli miricetina (50 mg/kg) ievadiSana izraisija
lidzigu efektu (501,90+128,00 uM, n=5 (F(3;15)=3,41, p=0,0452) (sk. 3.40. B. att.).
Savukart abu vielu kombinacija (AV-153-Na (0,5 mg/kg) un miricetins (50 mg/kg))
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uzradija tendenci samazinat NO,/NOjz; koncentraciju gan veselajos dzivniekos
(621,30£104,50 uM, n=5), gan dzivniekos ar cukura diab&tu (307,50+£128,60 uM,
n=5) (F(3;15)=5,15, p=0,012) (sk. 3.40. C. att.).

C

NOz+ NO3, uM
NO+ NO, pM

3.40.att. NO,/NO3; koncentracijas svarstibas urina veselajiem dzivniekiem un
STZ inducétaja 1. tipa cukura diabéta modeli AV-153-Na (0,5 mg/kg), miricetina
(50 mg/kg) un to kombinacijas klatbiitné (AV-153-Na (0,5 mg/kg) un miricetins
(50 mg/kg). Grupas ir no 4 lidz 5 dzivniekiem. Rezultati ir paraditi ka vid&jais
aritmétiskais =+ S.E.M. *p<0,05 statistiski ticami pret kontroles grupu, #p<0,05
statistiski ticami pret STZ grupu (vienvirziena ANOVA ar Newman-Keuls péctestu).

Asins seruma nitratu/nitritu koncentracija uzradija tendenci paaugstinaties
dzivniekiem ar STZ izsaukto 1. tipa cukura diabétu (20,27+2,26 uM, n=4) salidzinot
kontroles grupu (18,36+0,66 uM, n=4).

AV-153-Na  veselajos dzivniekos neizsauca bitiskas nitratu/nitritu
koncentracijas svarstibas seruma (22,38+2,40 uM, n=5), bet cukura diab&ta apstaklos
palielinaja to koncentraciju lidz 40,83+£9,12 uM, n=5, p<0,05 (F(3;14)=3,87,
p=0,0331) (sk. 3.41. A. att.). Miricetins veseliem dzivniekiem uzradija tendenci
samazinat nitratu/nitritu koncentraciju lidz 13,37+£3,30 uM, n=5, bet STZ modelt
paaugstinaja to lidz 27,93+1,82 uM, n=5, p<0,05 (F(3;14)=7,25, p=0,0036) (sk. 3.41.
B. att.). Lidzigi sevi paradija ar1 vielu kombinacija: kontroles grupa, kur noveroja
NO;/NOj3 samazinajumu: 14,23 + 1,20 uM, n=5, bet 1. tipa cukura diab&ta apstaklos
stabilo slapekla oksida metabolitu koncentracija palielinajas lidz 29,82+4,76 uM, n=5,
p<0,05 (F(3;14)=5,51, p=0,0104) (sk. 3.41. C. att.).
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3.4l.att. NO,/NOs Kkoncentracijas svarstibas asins seruma veselajiem
dzivniekiem un STZ inducétaja 1. tipa cukura diab&ta modeli AV-153-Na (0,5
mg/kg), miricetina (50 mg/kg) un to kombinacijas klatbaitné. Grupas ir no 4 lidz 5
dzivniekiem. Rezultati ir paraditi ka vidgjais aritmétiskais + S.E.M. *p<0,05 statistiski
ticami pret kontroles grupu, #p<0,05 statistiski ticami pret STZ grupu (vienvirziena
ANOVA ar Newman-Keuls péctestu).

3.3. Kliniskais pétijums

3.3.1. Vienpavediena DNS parravumu analize ar vienas $tiinas elektroforézes
metodi 1. tipa cukura diabéta pacientu un individos bez ieprieks diagnosticéta

diabéta perifeérajas venozajas asinis $iinu kodolos

Veicot vienas Siinas elektroforézi sarmainos apstaklos venozajas asinis, tika
konstatéts, ka 1. tipa cukura diabéta pacientu asins kodolu saturoSajas Stinas ir par 31
% vairak DNS vienpavediena parravumu (83,98+9,45 AU, n=54) neka kontroles
grupa (58,03+6,15 AU, n=49). Veicot statistisku analizi ar nepara t-testu, tika
secinats, ka starpiba starp grupam ir statistiski ticama, kur p=0,0264 (sk. 3.42. att.).

Pétijuma piedalijas 1. tipa cukura diab&ta pacienti no 19-71 gadam, vid€jais
vecums- 35,78+1,73 gadi, n=54, un individi bez iepriek§ diagnosticéta 1TCD no 20-
71 gadiem, vidgjais vecums- 28,05 +1,88 gadi, n=49.
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3.42.att. Vienpavedienu DNS parravumi periféro venozo asinu Stinu kodolos
individos bez iepriek§ diagnosticéta 1TCD un pacientiem ar 1TCD. Kontroles

grupa n=49, 1TCD grupa n=54, *p=0,0264, nepara t- tests.
3.4.1,4-DHP antiradikalu un DNS molekulu pasargajoso ipasibu analize in vitro

3.4.1. DNS analize in vitro neitralos apstaklos Fentona reakcijas apstaklos 1,4-

DHP Kklatbuitne

Saja modeli tika analizéti 1,4-DHP grupas preparati, AV- 153- Na, J-4-96, J-3-
131-Na, J-8-120, J-7-53, J-3-186, AV-154-Na, AV-153-K, AV-153-Li, (J-6-93) PP-
544-NH,, B-5-Na, tauropirons, metkarbatons, karbatons, alapirons, glutapirons,
cerebrokrasts, etaftorons, fenoftorons. Visi dati ir analiz&ti ar nepara t-testu pret,
grupu, kur tika izsaukta Fentona reakcija bez 1,4-DHP klatbiitnes, un uzraditi
pielikuma Nr. 3.

Metkarbatons uzradija statistiski ticamu DNS bojajumus pastiprinosu efektu
koncentracijas 50 uM (0,14+0,07 SF/AF, n=3) un 100 uM (0,19+0,01 SF/AF, n=3),
sasniedzot statistisku ticamibu p=0,0435 un p=0,0032, pret negativo kontroli, nepara
t-tests (sk. 3.43. A. att.). Savukart cerebrokrasts paradija aizsargajoSu efektu
koncentracijas 5 uM (0,70+0,13 SF/AF n=4, p=0,0387), 50 uM (0,69+0,07 SF/AF,
n=4, p=0,0154), ka ar1 100 uM (0,56+0,05 SF/AF, n=4, p=0,0470) (sk. 3.43. B. att.).
Cerebrokrasta koncentracijas 10 un 25 uM uzradija tendenci saglabat DNS molekulas
integritati. Interesantus rezultatus paradija etkarbatons 5 pM koncentracija —
visaugstako pasargajoso efektu, bet tomér statistisku ticamibu izdevas sasniegt tikai

50 uM koncentracija (0,41+0,06 SF/AF, n=3, p=0,0419) (sk. 3.43. C. att.).
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3.43.att. A. metkarbatona, B. cerebrokrasta, C. etaftorona DNS aizsargajoSo un
antioksidativo 1paSibu izvertéjums Fentona reakcijas ietvaros plazmidas DNS
klatbiitne. "p<0,05, salidzinot ar grupu, kur tika ierosinata Fentona reakcija bez 1,4-
DHP Kklatbiitnes, rekinot péc nepara t-testa, paraugu skaits grupa no 3-4, grafika

uzradits vidgjais aritmétiskais + S.E.M.
3.4.2. 1,4- DHP spéjas neitralizét brivos radikalus izpete ar EPR spektrometriju

Ir iegiti dati par 1,4-DHP sp&ju neitralizét OH- radikali, kas veidojas Fentona
reakcijas rezultata. Ir izanalizéti 19 savienojumi 1000 pM koncentracija. 1,4-DHP
darbibas efektivitati nosaka, salidzinot DMPO-OH' EPR signalu intensitati spektram,
ko registré tirai Fentona reakcijai, un spektram, ko iegtist Fentona reakcijai pétamas
vielas klatbiitn€. Ja pienemam, ka reakcijas atrums tirai Fentona reakcijai ir 100%,
tad, pievienojot pétamo vielu, novérojamas atruma izmainas liecina par 1,4-DHP
iesaisti Saja reakcija. Ja 1,4-DHP reagé ar OH- radikali, tad DMPO-OH' radikalu
daudzums laika samazinas atrak ka tira Fentona reakcija un to raksturo vértibas, kas
mazakas par 100%. Ja merjjumos iegust vertibas, kas lielakas par 100%, tad var
pielaut, ka 1,4-DHP iesaistas reakcija ka radikalu donors. Visticamak, ka Saja
gadijuma no molekulas tiek atrauts elektrons vai idenraza atoms un rezultata Fentona
reakcijas atrums samazinas. Ar §o metodi tika izanalizétas 19 vielas: PP-150-Na, PP-
501, PP-607, J-3-186, J-4-92, J-3-191, J-7-53, J-6-93 (PP-544-NHj,), J-8-120, J-6-138,
karbatons, metkarbatons, etkarbatons, propkarbatons, glutapirons, AV-153-Na, AV-
153-Li, AV-153-K, AV-154-Na 1 mM koncentracija. Vidi dati ir apkopoti pielikuma
Nr.9.4.
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3.44.att. Fentona reakcijas atruma izmainas daZadu 1,4-dihidropiridinu
klatbiitné, izteiktas procentos. Grafika ir uzradits vid&jais aritmétiskais + S.E.M.
Statistiska ticamiba tika rékinata péc nepara t-testa, *p<0,05 pret paraugu grupu, kura
tika izsaukta Fentona reakcija, saturéja DMPO, bet netika pievienots 1,4-DHP.
Atkartojumu skaits grupas ar analiz€jamo vielu bija 4-8, DMPO grupa 41.

PP-150-Na uzradija brivos radikalus neitraliz€joSas IpasSibas, Fentona rekcijas
radito radikalu daudzums laika samazinajas par 22,42% (77,58+3,80 %, n=6),
salidzinot ar tiro Fentona reakciju (DMPO paraugu grupa), iegiitie dati ir apstradati ar
nepara t-testu, kas uzradija statistiski nozimigu atSkiribu, p<0,0001, pret paraugu
grupu, kur netika pievienots 1,4-DHP (100+0,56 %, n=41). PP-501 klatbatné brivo
radikalu koncentracija arl samazinajas, bet tikai par 5,00% (95,00+2,02 %, n=6),
salidzinot ar paraugiem bez 1,4-DHP, izanaliz€to paraugu kopu ar nepara t-testu,
statistiska atSkiriba p=0,0044. J-6-93 uzradija nelielas brivos radikalus neitraliz€josas
pasibas, samazinot DMPO ,,piki” Iidz 96,38+0,63 %, n=3, p=0,0213 (nepara t-tests
pret DMPO grupu). J-8-120 uzradija nelielas brivo radikalu donoru ipasibas, kur
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DMPO ,,pikis” palielinajas lidz 104,57+0,75 %, n=6, p=0,0044, rekinot pret DMPO
grupu, izmantojot nepara t-testu. J-6-138 savukart samazinaja DMPO ,piki” lidz
89,89+0,86 %, n=5, p<0,0001, uzradot brivos radikalus neitraliz€josas Tpasibas.
Propkarbatons samazinaja brivo radikalu koncentraciju par 14,18% (85,82+1,86 %,
n=5, p<0,0001) (sk. 3.44. att.). Metkarbatons 1000 uM koncentracija uzradija
izteiktas brivos radikalus neitraliz€joSas T1paSibas, brivo radikalu daudzumus
samazindjas lidz 36,94+2,59 %, n=5, p<0,0001, salidzinot pret DMPO paraugu grupu,
kur Fentona reakcija norit€ja 100%. Sekojosi tika izpétitas metkarbatona spgjas
zemakas koncentracijas. Diemz€l samazinoties analiz&jamas vielas koncentracijai lidz
500 uM parauga, samazinajas ari ta brivo radikalu neitraliz€josas 1pasibas 83,61+1,65
%, n=6, p<0,0001. 100 un 50 uM, vielas koncentracijas neieteckmé&ja Fentona
reakcijas norisi (sk. 3.45. att.).

1501

Fentona reakcijas efektivitate, %

3.45.att. Fentona reakcijas atruma izmainas metkarbatona klatbiitné dazadas
koncentracijas, izteiktas procentos. Grafika ir uzradits vid€jais aritmétiskais =+
S.E.M. Statistiska ticamiba rékinata péc nepara t-testa, *p<0,05 pret paraugu grupu,
kuriem tika izsaukta Fentona reakcija, saturgja DMPO, bet netika pievienots 1,4-DHP.

Atkartojumu skaits 4-6, DMPO grupa — 41.

3.4.3. Vienpavediena DNS parravumu analize ar vienas Siinas elektroforezes
metodi 1. tipa cukura diabéta pacientu un pacientos bez ieprieks diagnosticéta

diabéta periferajas venozajas asinis AV-153-Na klatbutne

Izvertgjot AV-153-Na ietekmi uz DNS parravumu Ilimeni pacientos, kuriem
ieprieks netika diagnosticéts 1TCD, konstatgjam, ka 1 nM (51,68+15,75 AU, n=6), 5
nM (52,93£17,56 AU, n=6) un 10 nM (55,42+25,35 AU, n=6) koncentracijas
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neietekm& DNS integritati salidzinot ar kontroli (51,42+20,78 AU, n=6) (sk. 3.46. A.
att.). Savukart 1. tipa cukura diab&ta apstaklos AV-153-Na samazina DNS
vienpavedienu parravumus 1 nM koncentracija Iidz 49,59+16,18 AU, n=7, 10 nM -
46,40+12,85 AU, n=7, bet videja koncentracija, 5 nM, lidz 37,9548,02 AU, n=9,
sasniedzot statistiskas ticamibas slieksni p=0,0016, pret kontroles grupu (55,15+9,95
AU, n=9), analiz€jot datus ar para t-testu (sk. 3.46. B. att.).

1. tipa cukura diab&ta pacientu vidgjais vecums bija 39,22+2,63 gadi, n=9,
kontroles grupas pacientu vid€jais vecums bija 39,334+5,43 gadi, n=9, analizgjot abu
grupu statistiski starpibu ar nepara t-testu, p>0,05, tatad statistiska atSkiriba netika

sasniegta.
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3.46.att. Vienpavediena DNS parravumu analize A. veselo cilvéku un B. 1TCD
apstaklos periféro venozo asinu $iinu kodolos péc 3 stundu inkubacijas ex vivo ar
AV-153-Na. Grupas ir no 6 11dz 9 cilvékiem. Rezultati ir paraditi ar vid€jo aritmétisko
+ S.E.M. *p<0,05 statistiski ticami pret kontroles grupu. Dati tika analizéti ar para t-

testu.
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4. DISKUSIJA

4.1. Dabas vielu ietekme uz slapekla oksida sintézi LPS izsaukta iekaisuma

modell

Slapekla oksids ir molekula ar div§jadam 1paSibam. Nelielas koncentracijas ta
nodroSina daudzas fiziologiskas funkcijas ziditaju organismos. Savukart,
paaugstinoties ta koncentracijai dazadu patologisku apstaklu rezultata, ka, pieméram,
sepse, izpauzas NO' toksiskas TpaSibas. Tas tiek ar makrofagu starpniecibu realiz&tas
uz dazadiem patog€niem, bet ilgstosas slapekla oksida parprodukcijas rezultata tiek
bojati arT pasa organisma audi. Slapekla oksids, reag€jot ar superoksida radikali, kas
rodas pastiprinati dazadu patologisku faktoru ietekmé, izveido stipru oksidétaju —
peroksinitritu. Tas gan tie$a veida, gan veidojot reaktivus metabolitus, boja lielas
biomolekulas, to starpa DNS. Ilgstosa DNS bojajumu izsauk$ana var rezultéties DNS
punktveida mutacijas, citotoksiskos un citostatiskos efektos, kuru rezultata var
mainities Stnas funkcija un aktivitate. Izmainita Stnas funkcija var izraisit
patologiskus procesus, kas ir slimibu un to komplikaciju pamata. Tadgjadi ir svarigi
konstatét vielas, kas paSas neizraisitu butiskas slapekla oksida svarstibas, bet
patologiskos apstaklos nomaktu ta parprodukciju un tadéjadi samazinatu NO' toksisko

ietekmi uz organismu.

4.1.1. Lipopolisaharida izsaukta akiita iekaisuma modela raksturojums

Péc lipopolisaharida i/p injekcijas Wistar linijas zurkas koncentracija 10
mg/kg tika panakts akiits sepses stavoklis. Pec LPS ievades misu darba iNOS géna
transkripcija aknas paaugstinajas 218 reizes (sk. 3.1. att.) un smadzenu garoza — 5,7
reizes (sk. 3.4. att.), salidzinot ar kontroles grupu. iNOS proteina ekspresija péc LPS
stimulacijas paaugstinajas 6,4 reizes aknas (sk. 3.5. att.) un 5,6 reizes smadzenu
garoza (Sk. 3.7. att.), salidzinot ar veselo dzivnieku audiem. Lidzigas tendences
noveroja visos audos, kur tika meérita slapekla oksida koncentracija. Ta statistiski
ticami palielingjas, salidzinot ar veselo dzivnieku kontroles grupu (sk. 3.1.5. nod.).
Iegtitie rezultati par LPS izraistto akiito iekaisuma stavokli sakrit arT ar citu autoru

publicétajiem datiem (Sebai et al., 2009b; Sebai et al., 2010; Sebai et al., 2011).
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4.1.2. Flavonolu grupas parstavju nitrozativa stresa moduléjoSo 1pasibu

izvertéSana

4.1.2.1. Kvercetins

Kvercetins ka flavonolu grupas parstavis in vitro uzrada antioksidativas
ipasibas (Wang and Mazza, 2002). Misu darba kvercetins koncentracija 50 mg/kg
LPS iekaisuma modeli aknas 20 reizes samazinaja iNOS géna ekspresiju (Sk. 3.2.
att.), salidzinot ar LPS modela grupu, bet neietekm&ja iNOS proteina ekspresiju.
Savukart slapekla oksida produkcija iekaisuma apstaklos aknas palielinajas 1,6 reizes
(sk. 3.11. att.), ka ari veselo dzivnieku aknas tika uzradita NO koncentraciju
paaugstinosa tendence. Kvercetina ietekmé slapekla oksida koncentracija palielinajas
LPS inducéta iekaisuma apstaklos ari zurku sékliniekos (sk. 3.14. att).

Dati par kvercetina aktivitati ickaisuma apstaklos in vivo ir pretrunigi.
Kvercetins (50 mg/kg), ievadits zurkam stundu péc iekaisuma modela izsaukSanas ar
LPS un D-galaktozaminu, neietekm& iNOS g€na un proteina ekspresiju aknas (Lekic
et al., 2013). Bet, ja kvercetinu (60 mg/kg/diena) ievada pelém septinas dienas pirms
LPS injekcijas, slapekla oksida limenis ir zemaks neka iekaisuma modeli (Wang et
al., 2014). Tapat eksperimenta, kur pelém ievadits p/o kvercetins (10 mg/kg/diena)
tris dienas 1idz iekaisuma izsaukSanai, gan iNOS mRNS, gan iNOS proteina, gan
slapekla oksida Iimenis aknas samazinas (Jo et al., 2008). Ir paradits, ka kvercetins
samazina fosforiléta IkB koncentraciju (Garcia-Mediavilla et al., 2007), tadgjadi
inhibé LPS inducéto NF-kB aktivaciju in vivo pétijjumos, nomacot iNOS géna un
proteina ekspresiju (Kim et al., 2005).

Spriezot péc augstak minétajiem datiem, misu darba veikta vienlaiciga
kvercetina un LPS injekcija, izraisija aizkaveétu Zurku organisma atbildes reakciju uz
antioksidanta darbibu, kas izpaudas ar samazinatu iNOS géna ekspresiju, neizmainitu
iNOS protetna koncentraciju un paaugstinatu NO Itmeni aknas. Tatad ir nepiecieSama

§1s vielas preventiva uznemsSana organisma, lai nomaktu nitrozativo stresu.
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4.1.2.2. Miricetins

Misu darba miricetins samazinaja iNOS géna Itmeni zurku aknu audos
ickaisuma modela apstaklos (sk. 3.2. att.), savukart iNOS proteina ekspresija
iekaisuma apstaklos nebija izmainita, salidzinot ar LPS modela kontroles grupas
datiem.

Apskatot publicétos datus par miricetina lomu slapekla oksida produkcijas
mazinasana, ir pretrunas starp autoriem. Vieni autori zino, ka miricetins un ta analogi
LPS stimulétos pelu makrofagos samazina iNOS proteina [imeni un slapekla oksida
produkciju (Wang and Mazza, 2002; Kim et al., 2013b), ka ari tick nomakts NF-xB
signalparneses cel§ (Tsai et al., 1999). Savukart citi autori propong, ka pelu
makrofagos miricetins vairakas koncentracijas pat stimulé nitritu koncentracijas
piecaugumu un neietekmé iINOS proteina Itmeni Stnas LPS inducéta iekaisuma
apstaklos (Liang et al., 1999). Al-Shalmani un Iidzautori eksperimentos ar izol&tu
ciikas aortu nekonstaté miricetina sp&ju peéc LPS stimulacijas samazinat nitritu limeni,
kas raksturigs citiem testétajiem flavonoidiem (Al-Shalmani et al., 2011).

Misu darba konstatéta slapekla oksida koncentracijas palielinaSanas asinis (sk.
3.16. att.) nav pretruna ar citu p&tnieku rezultatiem. Miricetins sp&j reducéet Fe** par
Fe?* (Laughton et al., 1991), kas var iesaistities Fentona reakcija un radit
hidroksilradikali apstaklos, kad ir paaugstinata ROS veidoSanas. Tapéc nav izslegta
miricetina Iidzdarbiba LPS stimulétaja oksidativa stresa veicinasana. Tapat, paturot
prata iNOS mRNS Iimena pazeminaSanos aknas, nevar izslégt, ka miricetins aizkaveti
inhibé iINOS produkciju. Varétu domat, ka antioksidativa efekta realizacijai, Ir

nepiecieSama audu piesatinasana ar miricetinu.
4.1.2.3. Kemferols

Misu darba kemferols samazinaja iNOS gena ekspresiju aknas par 60%
ickaisuma apstaklos, tomér nesasniedzot statistisku ticamibu (sk. 3.1. att.). iINOS
proteina samazinajums izpaudas izteiktak iekaisusos aknu audos, pietuvojoties veselo
dzivnieku iNOS proteina koncentracijas limenim (sk. 3.6. att.). Tadgjadi msu in vivo
dati sasaucas ar citu pétnieku in vitro datiem, ka, pieméram, pelu makrofagos
kemferols bloké iINOS mRNS, iNOS proteina ekspresiju un slapekla oksida
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produkciju péc LPS stimulacijas, nomacot NF-kB un ierobezojot STAT1 aktivaciju
(Liang et al., 1999; Hamalainen et al., 2007). Tom@r $1 viela miisu testétaja ickaisuma
modell i paaugstinaja slapekla oksida limeni asinis par 35% (sk. 3.15. att.) un
neietekm&ja NO' svarstibas citos apskatitajos organos. Ir dati, kas pierada, ka
flavonoidiem, polifenolu savienojumiem, piemit prooksidativas ipasibas (Galati et al.,
1999). Vairakas peroksidazes, pieméram, mieloperoksidazes katalizé polifenolu
oksidésanos, veidojot prooksidativos fenoksilradikalus, tie kataliz€ lipoproteidu
oksidaciju, proteinu SkérssaiSu, iekaisuma un aterosklerotiskas pangas veidoSanos
(Heinecke et al., 1993). Ir arT dati, ka fenoksilradikali, Tpasi to polifenolu savienojumi,
kas satur B gredzenu (Galati et al., 2002), inducé lipidu peroksidaciju un glutationa
kooksidaciju (Goldman et al., 1999). Tadgjadi var uzskatit, ka kemferols ne tikai
nomac iNOS produkciju, bet arT pastiprina LPS izsaukto nitrozativo un oksidativo
stresu asinis. Tomér nevar ar izslégt iespéjamo organisma aizkavéto reakciju uz
antioksidanta ievadi vienlaicigi ar LPS molekulu, secinot, ka veiksmigam

antioksidativam efektam ir nepiecieSama organisma audu piesatinajums ar kemferolu.

4.1.3. Flavonu grupas parstavju nitrozativa stresa moduléjoSo 1pasibu

izvertéSana

4.1.3.1. Baikaleins

Baikaleins samazina iNOS proteina, slapekla oksida un iekaisuma citokinu
produkciju pelu makrofagos, nomacot STATI1, STAT2 fosforilaciju un translokaciju
uz $unas kodolu - JAK/STAT signalcela aktivaciju (Qi et al., 2013). Tapat ir publicéti
dati, ka baikaleins (20 mg/kg) zurkam LPS inducétas sepses apstaklos samazina
nitratu/nitritu Itmeni seruma un iINOS proteina ekspresiju aortas audos, seSas stundas
péc LPS injekcijas un piecas ar pusi stundas péc baikaleina ievades (Cheng et al.,
2007). Sie pasi autori zino par IxBa degradacijas samazinaganos un NF-xB aktivitates
nomakSanu pelu makrofagos péc LPS indukcijas baikaleina klatbiitne, tadgjadi
nomacos iNOS ekspresiju.

Misu iegitie dati nav pretruna ar publicétajiem datiem. Baikaleins LPS
ickaisuma apstaklos samazinaja iNOS géna ekspresijas limeni aknas seSas reizes (SK.
3.1. att.), ka art slapekla oksida koncentraciju sirdi 2 reizes (sk. 3.12. att.), lidzigs
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efekts bija arT nierés (sk. 3.13. att.). Par¢jos audos, kur analiz€jam baikaleina ictekmi
uz NO' produkciju, tika novérota tendence samazinat slapekla oksida koncentraciju
(asinis, plausas) vai arT lielas svarstibas starp paraugiem (aknas, smadzenu garoza),

kas var€tu noradit uz baikaletna iNOS aktivitates nomaksanas sakumposmu.

4.1.3.2. Luteolins

Interesanti dati ir publicéti par luteolina ietekmi uz iNOS proteina ekspresiju
LPS inducéta plausu iekaisuma apstaklos. Li un kolégi paradija luteolina (70
umol/kg) i/p ievade pusstundu pirms LPS inhalacijas uzradija seSas stundas péc LPS
injekcijas samazinatu iNOS proteina ekspresiju, samazinot to gandriz Iidz veselo
dzivnieku Itmenim, ka arT samazinajas ari iekaisuma citokinu Itmenis un COX-2
proteinu saturs plausas (Li et al., 2012). iNOS proteina koncentracijas samazinasanas
luteolina klatbtatné LPS modeli ir arT novérota pelu makrofagos (Hu and Kitts, 2004).
Luteolins nomac NF-kB cela aktivaciju, tadgjadi samazinot iNOS géna transkripciju
(Li et al., 2012). Luteolins ietekm& ne tikai iekaisuma signalcelus, bet tam piemit arT
antioksidativas un antinitrozativas sp&jas (Cai et al., 1997; Ko et al., 1998; Lemanska
et al., 2004; Odontuya et al., 2005), kas, iesp&jams, paradas miusu darba, kur més
noverojam slapekla oksida koncentracijas pazeminajumu asinis par 33%, salidzinot ar
LPS modela grupu. Lai luteolins ka aktiva viela var€tu sasniegt mérkorganus, ir
nepiecieSams saméra ilgs laika periods. Ir dati, ka, p&c luteolina (14,3 mg/kg)
ievadiSanas zurkam, ta maksimala koncentracija asinis tiek sasniegta péc 1,02+0,22
stundam un ta pussabruksanas periods ir 4,94+1,2 stundas (Zhou et al., 2008). Plazma
luteolins lielakoties ir atrodams ka konjugats un aktiva forma ir loti zema
koncentracija (Shimoi et al., 1998). Tatad, ja iNOS géna transkripcijas ITmenis péc
stimulacijas ar LPS pieaug aptuveni péc divam stundam, bet iNOS proteina péc
aptuveni Cetram (Xie et al., 1992), tad varam secinat, ka luteolina inhib&joso ietekmi
uz iINOS geéna transkripcijas Itmeni péc misu veikta eksperimenta jau varétu noverot,
bet iINOS proteina ekspresija varétu but vél palielinata un slapekla oksida ltmenis
audos paaugstinats. Misu darba més novérojam $adu ainu. Luteolins (50 mg/kg) LPS
inducéta iekaisuma apstaklos aknas samazinaja iNOS géna ekspresiju 9,5 reizes (sk.
3.2. att.) un iNOS proteina Itmeni — par 43% (sk. 3.5. att.), NO Iimeni statistiski
ticami neietekm&ot. Smadzenu garoza luteolins neuzradija iNOS géna ekspresiju
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modulgjosu efektu iekaisuma apstaklos, bet tika noveérotas lielas svarstibas starp
paraugiem. iNOS proteina Iimenis iekaisuma apstaklos smadzenu garoza samazinajas
uz pusi, bet statistiska ticamiba netika sasniegta (Sk. 3.7. att.). Savukart slapekla
oksida koncentracija smadzenu garoza bija paaugstinata par 20%, salidzinot ar LPS
modeli (sk. 3.8. att.). Tad&jadi var uzskatit, ka miisu darba noveérota aizkavéjusies
organu atbildes reakcija uz luteolina ievadi LPS iekaisuma apstaklos var tikt skaidrota

ar luteolina 1&€no absorbciju un metabolismu.

4.1.3.3. Luteolina kombinacija ar baikaleinu

Mges sava darba analiz€jam arT luteolina 30 mg/kg un baikaleina 30mg/kg
kombinacijas ietekmi uz iNOS g€na ekspresiju un slapekla oksida produkciju. iNOS
geéna produkcijas [tmenis iekaisuSos aknu audos luteolina un baikaleina kombinacijas
klatbiitné samazinajas par 66% (sk. 3.3. att.), salidzinot ar LPS kontroles grupu, bet
statistisku ticamibu nesasniedza. Slapekla oksida koncentracija paaugstinajas nierés
un asints LPS iekaisuma apstaklos, citos organos izteiktas tas svarstibas netika
noverotas, salidzinot ar LPS modela grupu. Lidz ar to varam secinat, ka divu flavonu
kombinacija, kas dazados audos atseviski uzrada slapekla oksida pazeminoSas
Ipasibas, nav veiksmiga, analiz&jot tas ietekmi uz konkr&to modeli. Tomér pieversot
uzmanibu iINOS geéna ekspresijas Iimena samazindjumam aknu audos, varétu
prognozet, ka pagarinot inkubacijas periodu vai ar1 ievadot vielas pirms iekaisuma
modela izsaukSanas, varétu izpausties slapekla oksida koncentraciju samazinoSas

pasibas.

4.1.4. Karotinoldu nitrozativa stresa moduléjoSo Ipasibu izverteSana

4.14.1. Likopéns

Neskatoties uz to, ka likopéns tiek uzskatits par stipru antioksidantu (Wang,

2012), miisu darba tas neietekméja slapekla oksida Itmeni audos LPS inducéta akita

ickaisuma apstaklos. Misu iegiitie dati ir pretruna in vitro pétijjumiem, kur

peritonealos makrofagos likopéna pievienoSana nomac LPS stimuléto NF-xB

aktivaciju (Palozza et al., 2012), Iidziga aina tika novérota pelu makrofagos (Rafi et
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al., 2007). Masu darba likopéns neiectekméja iNOS géna ekspresiju LPS inducétaja
iekaisuma modelt: aknas un smadzenu garoza. Savukart iNOS proteina [imenis aknas
samazinajas (sk. 3.5. att.), bet smadzenu garoza bija samazino$a tendence. Likopénam
piemit ar1 prooksidanta 1pasibas, kas, tiek uzskatits, izpauzas ievadot vielu augstas
koncentracijas un oksidativa stresa apstaklos, kas izsauc prokancerogénu aktivaciju,
DNS oksidativos bojajumus, lipidu peroksidaciju un mitohondriju aktivitates izmainas
(Wang, 2012). Neskatoties uz to, ka slapekla oksida koncentracija audos
nesamazinajas péc LPS un likopéna vienlaicigas ievades, m&s nevaram ignoré&t
bitisku iNOS proteina [imena samazinajumu, ko var noveérot aknas. Més uzskatam, ka
pastav vél neizpétiti likopéna aktivitates celi, kas var regulét, pieméram, iNOS mRNS

stabilitati vai iNOS protetna aktivitati.

4.1.5. Polifenolu nitrozativa stresa modul€&joso Tpasibu izvérteSana

4.1.5.1. Resveratrols

Mes noverojam, ka, ievadot resveratrolu koncentracija 50 mg/kg p/o, zurku
smadzenu garoza slapekla oksida koncentracija paaugstinajas divkart, smadzenités par
84 %, aknas par 97%, sirdi par 89%, nierés par 96%, seklinickos par 93%, asinis par
50%, plausas par 74%, liesa par 125%, Skérssvitrotaja muskulatira par 94%
iekaisuma apstaklos, salidzinot ar LPS kontroles grupu (sk. 3.1.5. nod.).

Savukart citu autoru publicétajos datos, kur resveratrols ievadits (20 mg/kg,
1/p, katru dienu) ned€lu pirms iekaisuma inducé&Sanas ar LPS, novero slapekla oksida
Itmena samazinajumu dzivnieku aknas 24 stundas péc iekaisuma inducésanas, gandriz
sasniedzot kontroles grupas limeni (Sebai et al., 2010), lidzigos apstaklos novérots
slapekla oksida samazinajums péc preinkubacijas ar reveratrolu smadzengs un plazma
(Sebai et al., 2009b). Sie pasi autori zino ari par resveratrola (40 mg/kg) slapekla
oksida koncentraciju samazinosSu ietekmi aktivitati asins plazma, ievadot to vienlaicigi
ar LPS un mérot NO Iimeni p&c 24 stundam, [idzigu ainu novéro arT miokarda (Sebai
et al., 2009a; Sebai et al., 2011).

Tomér ir ari zinojumi par resveratrola prooksidativajam ipasibam. In vitro, kur
palielinoties resveratrola koncentracijai H,O, un Cu(Il) jonu klatbtutn€, Fentona
reakcija, plazmidas DNS bojajumu Iimenis paaugstinas; Iidzigu ainu novéro ari,
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inkubgjot resveratrolu tikai ar vara joniem (Win et al., 2002). Citi autori ari parada ta
sp&ju reagét ar vara kompleksiem, izraisot brivo radikalu veidosanos. Tie inducé DNS
bojajumus kodola, kur ir augsta vara koncentracija, un sekojosu punktveida mutaciju
veidoSanos (Ahmad et al., 2005). Interesants ir fakts, ka resveratrols var aktivét ari
nNOS, tadgjadi palielinot slapekla oksida daudzumu tiesa veida (Fotiou et al., 2010).
Apkopojot augstak min€tos datus, miisu rezultati vairs neliekas tik pretrunigi.
Resveratrols pats par sevi izraisa oksidativo stresu, lidzdarbojoties LPS inducétajam
iekaisumam. Nemot véra to, ka audu paraugi tika nemti tikai Cetras stundas pec
resveratrola ievades, ta iNOS ekspresiju reguljosas ipaSibas varéja v&l neizpausties
spéciga oksidativa un nitrozativa stresa apstaklos vai/ari resveratrola un LPS

inducgties ROS stimulgja iNOS ekspresiju caur Nrft2 signalcela aktivaciju.

4.1.5.2. Ellagskabe

Citu petnieku publicgtajos datos redzams, ka ellagskabes aktivitate tiek pétita
lielakoties ekstraktu sastava, pieméram, granatabolu, kur ir augsta §is vielas
koncentracija. Ellagskabe in vitro parada slapekla oksida un superoksida radikala
neitraliz§josas ipasibas LPS stimulétos makrofagos (Wang et al., 2012). Tomér ir
péttjumi, kur granatabolu ekstrakts ir vairak potents neitralizeét slapekla oksidu neka
tira viela LPS stimulétos pelu makrofagos (Shukla et al., 2008; Panichayupakaranant
et al., 2010). Citi autori parada, ka ellagskabe 100 mg/kg, kas injicéta i/p divas
stundas pirms iekaisuma modela inducéSanas, samazina slapekla oksida metabolitu,
nitratu un nitritu, saturu Zurku kepas iekaisuma audos, ka art samazina NF-kB géna un
proteina ekspresiju zurkas inducéta iekaisuma audos (El-Shitany et al., 2014).
Savukart ir ar1 dati, ka ellagskabe granatabolu ekstrakta sastava aktivizé eNOS pelés
ar hiperholesterinémiju, ka rezultata notiek pastiprinata slapekla oksida sintéze (de
Nigris et al., 2005).

Misu darba LPS iekaisuma apstaklos ellagskabe paaugstinaja slapekla oksida
Itmeni dazados audos, salidzinot ar LPS kontroles grupu: smadzenu garoza par 40%,
aknas par 55%, sirdi par 38%, nier€s par 51%, s€kliniekos par 62%, asinis par 25%,
liesa par 85% un Skérssvitrotaja muskulattira par 54% (sk. 3.1.5. nod.). Salidzinot

misu iegiitos datus ar public€tajiem, varam secinat, ka ellagskabes deva ir parak zema
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un ir nepiecieSsama vielas preventiva ievade, lai nomaktu ar NF-kB starpniecibu LPS

stimuléto slapekla oksida produkciju.

4.1.5.3. Kafijskabes esteris

Kafijskabes estera, polifenola, ievade miisu darba LPS inducéta iekaisuma
apstaklos izsauca slapekla oksida Iimena samazinasanos smadzenu garozas audos par
21% (sk. 3.9. att.), smadzenites par 28% (sk. 3.10. att.), liesa par 20% (sk. 3.18. att.),
pargjos testétos audos S§1 viela neizraisija statistiski ticamas slapekla oksida
koncentracijas svarstibas. legiitie dati sasaucas ar citu autoru public€tajiem datiem,
kur in vitro LPS stimulétos Zurku hepatocitos un pelu makrofagos kafijskabes esteris,
nomacot NF-kB signalcelu, samazina iNOS g€na un proteina ekspresiju, ka arl

slapekla oksida sintézi (Nagaoka et al., 2003; Lee et al., 2010; Zhao et al., 2014).

4.1.6. Alkoloidu nitrozativa stresa moduléjoso ipasibu izvértésana

4.1.6.1. Indol-3-karbinols

Miisu darba Cetras stundas péc indol-3-karbinola 50 mg/kg p/o un LPS i/p
ievades zurkas, konstatéjam iNOS geéna ekspresijas Itmena palielinajumu par 73%
aknas (sk. 3.1. att.) un 3,5 reizes smadzenu garoza (sk. 3.4. att.), salidzinot ar iNOS
mRNS Iimeni LPS modeli. Savukart iNOS proteina limenis péc indol-3-karbinola
ievades samazinajas par 30% aknas (sk. 3.5 att.), smadzenu garoza — uz pusi (sk. 3.7.
att.), tomér nesasniedzot statistiskas ticamibas slieksni. NO produkcija indol-3-
karbinola ietekm& paaugstinajas aknas (sk. 3.11. att.), smadzenu garoza (sk. 3.9. att.),
sird1 (sk. 3.12. att.), nierés (sk. 3.13. att.), sekliniekos (sk. 3.14. att.), asinis (sk. 3.16.
att.), plausas (sk. 3.17. att.) un Skérssvitrotaja muskulatiira (sk. 3.19. att.).

Salidzinot ar citu pétnieku datiem, nakas secinat, ka miisu dati ir pretruna ar in
vitro darbiem, kur pelu makrofagos p&c stimulacijas ar LPS un apstrades ar indol-3-
karbinolu, slapekla oksida, iNOS mRNS un iNOS proteina limenis samazinas (Tsai et
al., 2010; Jiang et al., 2013). Ir publicéti dati, ka indol-3-karbinols inhibé Akt
signalcelu, kura aktivacija var nomakt vairaku proapoptotisku faktoru aktivaciju.
Inhib&jot Akt proteina fosforilaciju, indol-3-karbinols samazina IKK aktivaciju un
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NF-kB fosforilaciju. Tomér Sie dati ir ieguti darba ar véza Sunam (Sarkar and Li,
2004). Autori ari zino, ka indol-3-karbinols uzrada inhib&josu efektu uz MAPK
signalcelu prostatas véza S$tinas, savukart Citi pétnieki, analiz€jot indol-3-karbinola
ietekmi uz MAPK signalcelu pelu makrofagos, $adu saistibu neatklaj (Jiang et al.,
2013). Izpétot publicétos datus par indol-3-karbinola farmakodinamiku grauzgjos,
konstatéjam, ka indol-3-karbinols sasniedz maksimalo koncentraciju asinis jau péc 15
min p&c 250 mg/kg ievadiSanas pelém, savukart citos pétijumos to neizdevas konstatét
ta atras oligomerizacijas dél. P& absorbcijas viela tiek nogadata aknas, nierés,
plausas, sirdi, smadzenés. Interesanti atzimét, ka ir dati, ka smadzen€s un aknas ta
koncentracija ir augstaka neka asins plazma vai asinis (Ratnam et al., 2006). Tadgjadi
izvert&jot Sos datus, secinam, ka miisu darba indol-3-karbinols LPS inducétaja sepses
modeli ir jau veicis savas antioksidativas un slapekla oksida koncentraciju
samazino$as funkcijas, balstoties uz augstakminétajiem in vitro publicétajiem datiem.
Bet ta ka tas tika atri metabolizéts Zurku organisma, sekojosi ta efekts tika kompenséts
ar pastiprinatu iNOS mRNS sintézi un slapekla oksida produkciju. Nevar ari izslégt
regulatoros efektus, kas ir zinami citiem antioksidantiem, kur viela veicina
lipopolisaharidu inducgto slapekla oksida produkciju, aktiv€jot proteinkinazi C

(Fukuzawa et al., 2004).

4.1.6.2. Indol-3-karbinola kombinacija ar kvercetinu

Kvercetins tiek uzskatits par vienu no spgjigakajiem antioksidantiem starp
dabas vielam, bet indol-3-karbinols nomac brivo radikalu veido$anos organisma
(Ratnam et al., 2006), tad&jadi pastiprinot viens otra antioksidativas ipasibas.

Aknas iINOS mRNS Iimenis péc §is kombinacijas (indol-3-karbinols 50
mg/kg, kvercetins 50 mg/kg) ievades neuzradija statistiski ticamas svarstibas ne
kontroles, ne LPS modela grupas. Savukart daudzos Zurku organos, smadzenu garoza
(sk. 3.20. att.), smadzenites (sk. 3.21. att.), aknas (sk. 3.22. att.), sirds (sk. 23. tt.),
nieres (sk. 3.24. att.), seklinieki, asinis, plausas (sk. 3.25. att.), Sk&rssvitrota
muskulatira (sk. 3.27. att.), $1 kombinacija izteikti samazinaja slapekla oksida
koncentraciju. Vielu kombinacija, kur indol-3-karbinols bija 25 mg/kg un kvercetins
50 mg/kg neuzradija slapekla oksida koncentraciju modul€josas pasSibas. Bet vielu
kombinacija pretgjas koncentracijas (indol-3-karbinols bija 50 mg/kg un kvercetins 25
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mg/kg) paaugstinaja slapekla oksida saturu zurku smadzenu garoza, aknas, sirdi,
nierés, liesa un $kérssvitrotaja muskulatiira. Sis kombinacijas veiksmigais slapekla
oksidu samazinosais efekts Saja modeli abu vielu 50 mg/kg koncenrtacijas varétu biit
skaidrojams ar to, ka indol-3-karbinols tiek atri absorb&éts un metabolizéts, ta
antioksidativais efekts izpauzas vienlaicigi ar LPS induc€to organisma stresu,
savukart kvercetins uzrada savas slapekla oksida koncentraciju samazinosas ipaSibas

velaka laika perioda, tad€jadi turpinot indol-3-karbinols iesakto procesu.

4.2. 1, 4- dihidropiridina atvasinajumu antioksidativo un DNS pasargajoSo spéju

analize

4.2.1. Streptozotocina izsaukta 1. tipa cukura diabéta modela raksturojums

Injic€jot vienreizgji Wistar linijas zurkam 50 mg/kg streptozotocina 10 mM
Na citrata buferT un veicot glikozes koncentracijas kontroli 48 stundas p&c injekcijas,
tika konstatets vidgjais glikozes pieaugums asinis lielaks par 13,89 mmol/l, kas
liecinaja par 1. tipa cukura diab@ta attistibu modela grupa (pielikums Nr. 2). Tadgjadi
més panacam glikozes Iimena paaugstinasanos, ka rezultata Stnas veidojas
mitohondrialas genézes ROS (Yan, 2014). Ir zinojumi, ka ROS nomac eNOS
fosforilesanu (Du et al., 2001), ka rezultata paaugstinas superoksida radikala
veidoSanas intensitate, tiek samazinata eNOS mRNS transkripcija un proteina
ekspresija. Paaugstinoties ROS, tiek aktivéta AP-1 transkripcijas faktora migracija uz
DNS, kas samazina eNOS géna transkripciju (Srinivasan et al., 2004). Misu darba
péc 12 dienu STZ inducéta diab&ta, eNOS géna mRNS limenis samazinajas par 30%
(sk. 3.32.att.) un eNOS proteina limenis — par 67,5% nieres (sk. 3.39. att.), noradot uz
endotelialas disfunkcijas attistibu Saja organa. Pargjos analiz€tajos organos (acis,
sirds, nervi) nekonstatéjam bitiskas eNOS izmainas starp veselajiem dzivniekiem un
ar STZ moduléto 1. tipa cukura diabétu. eNOS proteina samazinata aktivacija un géna
nomakta aktivacija, samazina Saja stadija slapekla oksida produkciju endotelialajas
Stinas, ko musu darba parada nitratu/nitritu l[imena kritums par 48% diabétisko Zurku
urina, salidzinot ar veselajiem dzivniekiem (sk. 3.40. att.). Atjugta eNOS nierés razo
liela daudzuma superoksidradikali slapekla oksida vieta, tas reagé ar slapekla oksida
molekulu, tada veida samazinot NO ekskréciju ar urinu (Ishii et al., 2001). Niergs 2
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nedélas péc 1. tipa cukura diab&ta ierosinaSanas Ishii un kolégi konstatgja
superoksiddismutazes aktivitates, superoksida radikala un nitrotirozina Iimenu
pieaugumu, noradot uz eNOS atjiigS8anos un peroksinitrita ITmena paaugstinasanos
audos(Ishii et al., 2001). Audos ta klatbiitni netiesa veida var detekt&t p&c nitrotirozina
klatbutnes (Pacher et al., 2007). Tomér asins seruma izteikta Iimenu atskiriba netika
novérota (sk. 3.41. att.), ko paradijusi ari citi autori (Ishii et al., 2001). Hiperglikémija
vél nav izraisjjusi eNOS ekspresijas un aktivitates izmainas lielakaja dala no
dzivnieku kardiovaskularas sist€émas, ko parada neizmainita eNOS proteina ekspresija
sirds audos cukura diab&ta dzivniekiem (sk. 3.39. att.).

Misu darba iNOS gena ekspresija palielingjas hiperglikeémijas apstaklos par
166% (sk. 3.35. att.) un iNOS proteins — par 144% nier€s, salidzinot ar veselajiem
dzivniekiem, ka arT sirds audos iNOS proteina ltmenis palielinajas par 188%, bet acis
un nervos iNOS proteina bitiskas koncentracijas izmainas nekonstatéjam (sk. 3.38.
att.). Tas sasaucas ar jau publicétajiem datiem, kur péc cukura diab&ta indukcijas ar
STZ ir konstatéts iNOS protetna picaugums, bet eNOS proteina samazinajums Zurku
kardiovaskularajos audos (Nagareddy et al., 2005). Palielinata glikozes koncentracija
Stna aktivé NF-xB celu (Spitaler and Graier, 2002), ka rezultata tiek stimuléta ari
iNOS gena transkripcija un proteina ekspresija (Varsha et al., 2015). Misu
laboratorija veiktajos p&tfjumos péc 12 dienu hiperglikémijas slapekla oksida [imenis
palielinas zurku nier€s, asinis, Sk€rssvitrotaja muskulatiira un aknas (Sokolovska,
2014). Tadgjadi hiperglikémijas izsaukta eNOS diméra atjugSanas, prooksidativo
enzimu darbibas stimulacija, glikolizes starpproduktu izsauktd brivo radikalu
veidosanas utt. (Spitaler and Graier, 2002; Srinivasan et al., 2004; Pacher et al., 2007),
vel vairak veicina paaugstinatu superoksida anjona veidoSanos un iNOS sintezéta
slapekla oksida pieaugums un peroksinitrita veidoSanos. Peroksinitrits izraisa tie$a
veida un pastarpinati Stnas lielo molekulu: DNS, lipidu, proteinu, bojajumus.
Peroksinitrits augstas koncentracijas var izsaukt DNS bojajumus, fragmentéSanos, kas
var novest 1idz pat $tinas navei (Pacher et al., 2007). Misu darba més esam detekt&jusi
ar vienas Stnas elektroforézes metodi sarmainos apstaklos pec 12 dienu ilgas
hiperglikémijas vienpavediena DNS parravumus venozo asinu S$tnu kodolos, kas

parsniedza DNS bojajumu limeni kontroles dzivniekos par 206% (sk. 3.29. att.).
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Tadejadi meés secinam, ka 1. tipa cukura diab&ta modelis ir izveidots
veiksmigs, lai izvert€tu misu analiz€amos vielu sp&u modulét iNOS un eNOS

Itmenus un noveérst DNS molekulas bojajumus.

4.2.2. Glutapirons

Baltkrievijas zinatnieki zino par glutapirona (5-10 mM) sp&ju novérst abazisku
vietu veidoSanos DNS molekula, pasargajot no génu mutacijas un hromosomaliem
bojajumiem (Kuzhir and Goncharova, 1997). Turklat glutapirons varétu inducét DNS
reparéjoSo enzimu darbibu (Kuzhir et al., 1999). Glutapirons samazina audz&ju
daudzumu un to spektru zurkam, kas paklautas hroniskam gamma starojumam
(Vartanian et al., 2004). Glutapirons samazina mutagéna inducéto mikrokodolu, kas
norada uz hromosomaliem bojajumiem, veidoSanos pelu eritroblastos 24 h péc
ievades (470,4 mg/kg) (Goncharova et al., 2001). Tadgjadi varétu domat, ka
glutapirons ir DNS reparaciju veicinos$a molekula.

Tomér musu dati paradija, ka pec glutapirona ievades koncentracija 0,05
mg/kg DNS vienpavediena parravumu Iimenis veselo Zurku venozo asinu Siinu
kodolos palielinajas 4,4 reizes, salidzinot ar kontroles grupu (sk. 3.31. A. att.), bet pie
desmit reizes lielakas devas (0,5 mg/kg) DNS bojajumu ltmenis parsniedza kontroles
grupas skaitlus 3,3 reizes (sk. 3.31. B. att.). Tas norada uz analiz€jamas vielas sp&ju
inducét DNS bojajumus. levadot glutapironu 0,05 mg/kg koncentracija DNS
vienpavediena bojajumu limenis paaugstinajas art 1. tipa cukura diabéta apstaklos, bet
ne tik izteikti ka veselajos dzivniekos — par 36%, salidzinot ar STZ modela grupu (sk.
3.31. A. att.). Palielinot vielas koncentraciju desmit reizes (0,5 mg/kg), DNS
vienpavedienu bojajumu pieauguma limenis STZ grupa samazinajas lidz 21% (SK.
3.31. B. att.). Varétu domat, ka glutapirona ievadita koncentracija bija parak zema, ar1
salidzinot ar publicétiem datiem (Goncharova et al., 2001).

Izvertgjot datus par glutapirona ietekmi uz iNOS géna ekspresiju, kur iNOS
mRNS Iimenis péc glutapirona ievades koncentracijas 0,05 mg/kg un 0,5 mg/kg
paaugstinajas par 166% un 100%, attiecigi, veselo dzivnieku nieres, paradot iNOS
géna ekspresiju paaugstinoso tendenci (sk. 3.37. A., B. att.). Ari dzivniekos ar 1. tipa
cukura diabéta modeli iINOS géna pieauguma tendence samazinas, paaugstinot
glutapirona koncentraciju. Interesants ir fakts, ka glutapirons koncentracija 0,05
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mg/kg veselajiem dzivniekiem samazinaja eNOS mRNS ekspresijas limeni zemaku
par to STZ modela grupa (sk. 3.34. A. att.), bet paaugstinot ievadamo glutapirona
koncentraciju Iidz 0,5 mg/kg, uzradijas eNOS mRNS ekspresiju stimul&josa aktivitate
nieres (sk. 3.34. B. att.). Glutapirons 1. tipa cukura diab&ta apstaklos eNOS mRNS
Iimeni statistiski ticami neietekmé&ja neviena no analiz€tajam koncentracijam (sk.
3.34. A., B. att.), bet tika novérota samazinoSa tendence, salidzinot ar STZ modela
grupu. Tas varétu noradit uz glutapirona sp&ju nomakt eNOS mRNS transkripciju un
eNOS dime@ra atjigSanos, kas ir raksturigs endotelialas disfunkcijas apstaklos
(Forstermann, 2010), kas izraisa superoksida radikalu pieaugumu audos. Pieaugot
slapekla oksida un superoksida anjona koncentracijai, veidojas peroksinitrita
molekula, kas ir pats stiprs oksidétajs, ka ari sadalas par reaktivajiem brivajiem
radikaliem, kas izteikti boja Stnas lielas molekulas tai skaita art DNS.

Glutapirons neuzrada sp&u neitralizét hidroksilradikali Fentona reakcijas
apstaklos, kas tika analizéts ar EPR spektrometriju (sk. 3.44. att.), ka arT neaizsargaja
neviena no analiz€§jamam koncentracijam plazmidas DNS molekulu Fentona reakcijas
apstaklos (pielikums Nr. 4). Klimavi¢iusa un vinas kolégi sava darba ar smadzeniSu
Sinam paradija, ka glutapirons nepasarga tas no maksligi izsaukta intracelulara
oksidativa stresa, salidzinot, pieméram, ar cerebrokrastu (Klimaviciusa et al., 2007),
kas arl misu darba in vitro eksperimentos uzradija DNS aizsargajosas ipasibas (Sk.
3.43. att.).

Tatad musu darba glutapirons neuzradija hidroksilradikali neitralizgjoSas,
iINOS un eNOS ekspresiju atjaunojoSas un DNS molekulas integritati pasargajoSas

pasibas.

4.2.3. 3-9-125

Ir publicéti dati par 1,4-dihidropiridinu atvasindjumu DNS pasargajo$am
ipasibam gan oksidativa stresa apstaklos, gan dazadu kimisku mutagénu, gan
joniz€josa starojuma ietekmé (Dalivelya et al., 2006; Ryabokon et al., 2008;
Wojewodzka et al., 2009). Nifedipins, kas ir kalcija kanalu blokators, samazina
angiotenzina Il inducéto NF-kB saistiSanos pie DNS, nomacot IkBa un IkBf
degradaciju, izolétas Zurku aortas gludas muskulatiras $unas (Wu et al., 2006).
Tadgjadi varétu domat, ka citiem 1,4-DHP atvasinajumiem ari varétu biit So
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signalcelu regulgjosas ipasibas, kas savukart varétu ietekmet iNOS ekspresiju (Jobin
and Sartor, 2000). Ir ar dati par 1,4-DHP antioksidativam pasibam (Klimaviciusa et
al., 2007). Ryabokon un vinas kolggi ir uzradijusi So atvasinajumu sp&ju reparét
fidenraza parskabes un joniz&josa starojuma izsauktus DNS bojajumus cilveka
limfocitos (Ryabokon et al., 2005).

J-9-125 ir 1,4-DHP atvasinajums, kas ir sintezéts Latvijas Organiskas sintézes
institiita un kura IpasSibas musu darba tiek izvertétas pirmo reizi. Tas ir darits ar mérki
noskaidrot §is vielas ietekmi uz nitrozativo stresu, 1pasi uz iNOS un eNOS
regulatoriem procesiem un tas sp&ju ietekm&t DNS integritati in vivo.

Izanaliz&jot datus, mé&s ieguvam interesantu ainu. J-9-125 koncentracija 0,05
mg/kg samazina DNS vienpavediena bojajumu Iimeni cukura diab&ta apstaklos
venozo asinu $tnu kodolos, bet, picaugot koncentracijai, aizsargajosais efekts ztd un
paradas bojajumus stimul&josa darbiba (sk. 3.31. C., D. att.). J-9-125 0,05 mg/kg
cukura diab&ta apstaklos uzradija tendenci samazinat iNOS géna ekspresiju (sk. 3.37.
C., D. att.), kas ziid paaugstinoties devai lidz 0,5 mg/kg. Tatad varétu spriest, ka J-9-
125, samazinot iNOS géna ekspresiju, nomac paaugstinato slapekla oksida
veidoSanos, 11dz ar to nepielaujot peroksinitrita molekulas bojajoSo efektu uz DNS
molekulu. Tom@r ir misu darba més konstatgjam, ka J-9-125 koncentracija 0,05
mg/kg statistiski ticami samazina eNOS géna mRNS Itmeni cukura diab&ta apstak]os,
kas varetu but bistami, noradot uz eNOS dimeéra atjiigS8anos un superoksida radikala
paaugstinatu produkciju, savukart, paaugstinot J-9-125 koncentraciju desmit reizes,
sads efekts netika novérots (sk. 3.34. C., D. att.).

Veselajos dzivniekos J-9-125 izraisija DNS parravumu skaita pieaugumu:
0,05mg/kg divkartigu DNS vienpavediena bojajumu pieaugumu, bet desmit reizes
lielakas devas ietekmé (0,5 mg/kg) bojajumu limenis pieauga par 332%, salidzinot ar
veselo dzivnieku kontroles grupu (sk. 3.31. C., D. att.). Tas sasaucas ar iNOS géna
ekspresiju paaugstino$am tendencém S$ajas grupas (sk. 3.37. C., D. att.), bet eNOS
géna ekspresija grupa, kur ievadija J-9-125 0,05 mg/kg, uzradija tendenci
paaugstinaties, savukart, kur veseliem dzivniekiem ievadija J-9-125 0,5 mg/kg
samazinaja eNOS géna ltmeni [idz limenim, kas tika sasniegts Zurkas cukura diabéta
apstaklos (sk. C., D. 3.34. att.). Tatad paaugstinot vielas koncentraciju tiek panakta
iNOS géna ekspresijas stimulacija, kas izraisa NO paaugstinatu veidosanos, eNOS
géna ekspresijas nomaksana, kas varétu nozimét, ka NO' vieta eNOS razo superoksida
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radikali, ka rezultata veselajos dzivniekos paaugstinas peroksinitrita veidoSanas un
DNS bojajumu Iimenis. Tadgjadi mes uzskatam, ka J-9-125 ir potenciala DNS
molekulu pasargajosa viela, kuras Tpasibas ir verts apskatit in vivo vél zemakas devas.

Si viela neuzradija ar antiradikalu un DNS molekulu pasargajosas ipasibas

Fentona reakcijas apstaklos (Pielikums nr. 4).

4.2.4. Metkarbatons

Balstoties uz publicétajiem datiem par LOSI sintezéto 1,4-DHP DNS
aizsargajo$am un antioksidativam ipasibam, més turpinajam pétit ari citus 1,4-DHP
atvasingjumus gan in vitro, gan in vivo modelos.

Metkarbatons bija vieniga viela, kura, analiz§ot ar EPS spektrometrijas
metodi Fentona reakcijas apstaklos, uzradija hidroksilradikali neitraliz&joSas 1pasibas
1 mM un 0,5 mM koncentracijas (sk. 3.44. att.). Tomér zemakas (0,1 mM un 0,05
mM) koncentracijas ta nesamazinaja DMPO piki, ka arT nepasargaja DNS molekulu
no Fentona reakcijas izraisitajiem bojajumiem in Vitro neviena no analizétam
koncentracijam (sk. 3.45. att.). Savukart miisu in vivo darba metkarbatons (0,5 mg/kg)
paradija parsteidzoSu rezultatu, samazinot DNS vienpavediena bojajumus STZ
inducéta cukura diab&ta apstaklos perifeéro asinu stnu kodolos (sk. 3.30. B. att.). Tas
gaja roku roka ar eNOS géna ekspresijas Iimena atjaunoSanos lidz veselo dzivnieku
eNOS mRNS ekspresijas [imenim, kas gan nesasniedza statistiskas ticamibas robezu
(sk. 3.33. D. att.). Metkarbatons (0,5 mg/kg) stimulé eNOS géna ekspresiju nierés un,
varétu domat, ar1 dimerizaciju, tada veida samazinot superoksida radikala
koncentraciju audos un peroksinitrita veidosanos, lidz ar to arT samazinot DNS
bojajumu Iimenis asinis. Neskatoties uz to, ka tas ir uzradijis izteiktas iNOS géna
limena paaugstinosas ipasibas (Sk. 3.36. D. att.).

Grupa ar 1. tipa cukura diab&ta modeli, kur ievadija metkarbatonu 0,05 mg/kg,
nieru audos konstat€ja eNOS géna ekspresijas Iimena vel lielaku samazinajumu (sk.
3.33. C. att.) neka tas bija STZ modela grupa, ka ar1 netika novérots DNS molekulu
pasargajoSs efekts (sk. 3.30. A. att.). iNOS gena ekspresijas limenis ir statistiski
ticami paaugstinats (sk. 3.36. D. att.).

Veselajos dzivniekos abas koncentracijas metkarbatons izraisijja DNS
vienpavediena parravumu Iimena paaugstinajumu asinis (sk. 3.30. A., B. att.),
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neietekmé&jot eNOS gena ekspresiju (sk. 3.33. C., D. att.) un izraisot tendenci
paaugstinaties iNOS géna limeniem (sk. 3.36. C., D. att.).

Tadgjadi mes uzskatam, ka metkarbatons, neskatoties uz to, ka ir paaugstinats
slapekla oksida Itmenis audos, pasarga DNS molekulu asins §iinas, atjaunojot eNOS
mRNS ekspresijas [imeni un veicinot eNOS proteina dimerizacijas procesus, tada
veida samazinot ROS veidoSanos. Turpinot pétijumu biitu nepiecieSams izpétit
fosforiléta eNOS proteina [imeni audos, lai noskaidrotu, vai metkarbatons ir novérsis

eNOS atjugSanos, un DNS reparacijas fermentu aktivitati.

4.2 5. Etkarbatons

Etkarbatons vel viens LOSI sintezets 1,4-DHP atvasinajums tika izvelets ka
karbatona un metkarbatona Iidzinieks, lai noskaidrotu, vai tam piemit antioksidativas
un DNS molekula pasarggjosas ipasibas in vivo.

Diemzgl nakas secinat, ka etkarbatons abas koncentracijas (0,05 un 0,5
mg/kg), bet izteiktak — augstakaja vielas deva, stimuléja DNS parravumu veido$anos
gan veselam Zzurkam, gan dzivniekiem ar 1. tipa cukura diabétu (sk. 3.30. C., D. att.).
Etkarbatons arT paaugstinaja eNOS gena ekspresiju nierés cukura diab&ta apstaklos
par 71% (0,05 mg/kg) un 86% (0,5 mg/kg), salidzinot ar STZ modela grupu,
parsniedzot pat veselo dzivnieku eNOS géna ekspresijas Iimeni (sk. 3.33. A., B. att.).
Turpreti iNOS géna ekspresija statistiski ticami netika ietekmé&ta neviena no grupam.
Cukura diabéta apstaklos 0,5 mg/kg etkarbatona ievade uzradija pat tendenci
samazinat iNOS géna ekspresiju, salidzinot ar STZ modela grupu (sk. 3.36. B. att.).
Tadgjadi ir gruti spriest par mehanismiem, ka etkarbatons induceé DNS vienpavediena
bojajumus venozo asinu kodolu saturo$ajas Sunas. Etkarbatons vartu piemist
prooksidativas T1paSibas, kuru izpausme pastiprinas lidz ar ievaditas vielas

koncentracijas paaugstinasanos.

4.2.6. AV-153-Na

AV-153-Na uzrada antioksidativas un antimutagénas ipasibas. Pétijuma, kur
kapuri tika paklauti stipra mutagéna iedarbibai, tas pasargaja DNS molekulu no
punktveida mutacijam, hromosomaliem parravumiem (Goncharova and Kuzhir,
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1989). Sie autori arT paradija, ka iepriek§mingtais efekts nav saistits ar tiesu AV-153-
Na mijiedarbibu ar mutagénu. P&c citu autoru datiem AV-153-Na inducé PARP1 —
enzimu, kas ir iesaistits DNS reparacijas procesos - un samazina DNS vienpavediena
parravumu Itmeni p&c uUdenraza parskabes un gamma starojuma iedarbibas zemas
koncentracijas, nM, ka ar1 dazadas Sunu linijas uzrada atSkirigu jutibu pret preparatu
(Ryabokon et al., 2005).

Tacu misu in vivo darba AV-153-Na koncentracija 0,5 mg/kg neparadija DNS
protektivas Tpasibas. Veselajos dzivniekos tas DNS vienpavediena bojajumu biezumu
palielinaja 4,9 reizes, bet cukura diab&ta apstaklos — par 49% (sk. 3.29. att.).
Izanaliz&jot datus, secinajam, ka ievadot dzivniekiem, iesp&jams, parlieku lielu AV-
153-Na koncentraciju, $tnas pastiprinas poli-ADP-ribozes polim&ru veidosanas, ko
papildus v&l stimuleé DNS bojajumi, ko izraisa augstais ROS limenis 1. tipa cukura
diab&ta apstaklos. Izsmelot Stinas energijas rezerves, var attistities $tnas nekroze.
Ryabakon un kolégi zino par AV-153-Na apoptozi stimul&josam ipasibam (Ryabokon
et al.,, 2009). Parstimulétais PARP1 var izraisit ickaisuma génu transkripcijas
aktivéSanu un proteinu sintezi, tadgjadi vel vairak pastiprinot oksidativo un
nitrozativo stresu (Pacher et al., 2007).

Miisu pétijuma AV-153-Na (0,5 mg/kg) veselo dzivnieku niers izsauca lielas
iNOS géna ekspresijas svarstibas ar tendenci paaugstinaties (sk. 3.35. A. att.), ka ar1
stabilu iNOS proteina palielinajumu par 144%, salidzinot ar veselo dzivnieku kontroli
(sk. 3.35. att.). Tatad AV-153-Na pastarpinati stimulé iNOS ekspresiju un slapekla
oksida produkciju nierds, par ko lieck domat tendence NO;/NOjz limenim
paaugstinaties veselo zurku urina (sk. 3.40. A. att.). ArT cukura diab&ta apstaklos AV-
153-Na izraisija lielas iNOS mRNS svarstibas starp paraugiem ar tendenci
paaugstinaties (sk. 3.35. A. att.). Tomér iNOS proteina ekspresiju nierés AV-153-Na
samazinaja lidz kontroles dzivnieku raditajiem (sk. 3.38. B. att.). Lidziga aina ir sirds
muskuli, kur iNOS proteina limenis samazinajas par 67,7% (sk. 3.38. A. att.). AV-
153-Na 0,5 mg/kg normalizgja arT STZ inducéta cukura diab&ta apstaklos eNOS géna
un proteina ekspresiju nierés, sasniedzot kontroles grupas skaitlus proteinu Itment (sk.
3.39. att). Ir publiceti dati par 1,4-DHP atvasinajuma antihipertensiva preparata
amlodipina sp&u kavét iNOS proteina ekspresiju, nomacot NF-kB un MAPK
signalcelus, un samazinat nitrotirozina limeni audos; vienlaicigi amlodipins stimulé
eNOS gena ekspresiju hiperglikémijas apstaklos cilvéku limfocitos ex vivo (Toma et
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al., 2011). Viens no mehanismiem, kas izraisa eNOS aktivaciju, ir amlodipina spé&ja
disociét eNOS/kaveolina kompleksus, tadgjadi aktivéjot eNOS (Batova et al., 2006).
Citi autori ir uzradijusi cita 1,4-DHP atvasinajuma, nifedipina, sp&ju inhibét eNOS
diméra atjiigSanos un stimulét ta fosforilaciju (aktivaciju) (Yamamoto et al., 2010).
Miisu eksperimenta konstatétais NO, /NO5” Iimena divkar$s pieaugums asins seruma
péc AV-153-Na ievades cukura diabéta apstaklos (sk. 3.41. att.) var tikt uzskatits par
pozitivu efektu, kad slapekla oksids tiek metabolizéts par stabilu metabolitu un,
iesp&jams, netiek iesaistits reakcijas ar superoksida radikali. Tomér urina AV-153-Na
nitratu/nitritu Iimeni neietekméja cukura diabéta apstaklos (sk. 3.40. A. att.).
Apkopojot visu augstak minéto, secinam, ka AV-153-Na ir potencials
nitrozativa un oksidativa stresa regulators, kas atseviskos organos uzrada iNOS
proteina ekspresiju pazeminosas Ipasibas, ka arT normaliz€é eNOS géna un proteina
ekspresiju nierés. P&c citu autoru datiem ta normaliz&josa aktivitate izpauzas loti
zemas koncentracijas, ko apstiprina ari miisu iegitie ex vivo dati, kur 1. tipa cukura
diab&ta pacientu venozo perifero asinu stnu kodolos DNS vienpavediena parravumu
Iimenis péc inkubacijas ar AV-153-Na 5nM koncentracija samazinajas par 31% (sk.
3.46. att.), salidzinot ar DNS vienpavediena parravumu limeni 1. tipa cukura diabéta

apstaklos bez AV-153-Na klatbutnes.

4.3. Flavonolu grupas dabas vielas un to kombinacijas ar 1,4-DHP antioksidativo

un DNS aizsargajoSo spéju analize 1. tipa cukura diab&ta apstaklos

4.3.1. Miricetins

Daudzi autori uzskata, ka diab&ta vaskularas komplikacijas attistas brivo
radikalu ietekmé, kas rodas glikozes metabolisma traucéjumu rezultata (Varga et al.,
2014). Tamdg] darba més izvertejam ari dabas vielas miricetina, kas jau ir uzradijis
antioksidativas ipasibas (Ong and Khoo, 1997), sp&ju modulét iNOS un eNOS génu
transkripciju, ka ar1 ietekmet DNS vienpavediena parravumu Iimeni péc ta ievades
STZ inducéta cukura diabéta apstaklos. Miisu iepriek$ veiktajos p&tijumos miricetins
LPS inducéta iekaisuma apstaklos uzradija iNOS géna ekspresiju samazinoSas
ipaSibas (sk. 3.2. att.) aknu audos. Pamatojot efektu, ar publicétajiem datiem par
miricetina sp&ju nomakt IKK kinazu aktivitati, tada veida nomacot NF-xB migraciju
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uz kodolu un sekojosu iekaisuma génu ekspresijas samazinajumu (Tsai et al., 1999),
par to liecina ari citu autoru dati, kur miricetins samazina slapekla oksida produkciju
LPS un interferona- y stimulétos pelu makrofagos (Yang et al., 2011). Miricetins
samazina ksantinoksidazes/ ksantindehidrogenazes aktivitates Itmenus, kas cukura
diabéta apstaklos paaugstinas, noradot uz pastiprinatu brivo radikalu produkciju.
Normalizé glutationa peroksidazes, kas intracelularais antioksidants, aktivitati.
Tadgjadi normaliz&jot brivo radikalu Itmeni cukura diab&ta apstaklos Zzurku nieres
(Ozcan et al., 2012). Ka ari ir dati, ka miricetins samazina glikozes Iimeni diab&ta
apstaklos zurku asins plazma (Ong and Khoo, 2000; Ozcan et al., 2012). Miisu darba
veselajos dzivniekos, miricetina tris dienu ievade, izsauca tendenci paaugstinaties
iINOS géna ekspresijas Itmenim un STZ modelt ta ievade neizsauca biitiskas iNOS
mRNS svarstibas nierés (sk. 3.35. att.). Savukart eNOS géna ekspresija pieauga par
90% veselo dzivnieku, §1s TpaSibas miricetins saglabaja ar1 ievadot to STZ inducéta
cukura diabéta modeli, normaliz&jot eNOS géna ekspresiju lidz kontroles dzivnieku
limenim nierés (sk. 3.32. att.). NO, /NO;™ limenis asins seruma STZ inducéta cukura
diabé&ta apstaklos picauga pec miricetina ievades par 37% (Sk. 3.41. att.), salidzinot ar
STZ modela grupu. Miisu datus ari apstiprina darbi uz izol&tas zurku sirds, kur
miricetins izraisa stabilu koronaro asinsvadu dilataciju, zemas koncentracijas 10
lidz 10”° mol/l, un stimulé eNOS fosforilaciju (aktivaciju) (Angelone et al., 2011). Ir
pieejami dati par flavonolu grupas savienojumu, kvercetina un kemferola sp&ju
atjaunot eNOS géna ekspresiju cilvéka endotelialajas Stinas péc apstrades ar tdenraza
parskabi (Martinez-Fernandez et al.,, 2014). Tomér asinis tas uzradija savas
prooksidanta pasSibas (Canada et al., 1989; Canada et al., 1990) un DNS molekulas
bojajosas ipasibas (Smith et al., 1992), paaugstinot, pirmkart, DNS vienpavedienu
parravumu limeni gandriz 5 reizes veselajiem dzivniekiem un STZ modeli par 60%,
salidzinot ar STZ modela grupu (sk. 3.29.att.).

Izteikta eNOS geéna ekspresijas stimulacija cukura diab&ta apstaklos, lauj
domat, ka ta ir potenciala molekula, kas varétu tikt iesaistita endotelialas disfunkcijas
regulésana, ko apraksta art citi autori (Yi et al., 2012), un ir noderigi apskatit

miricetina aktivas sp&jas arl zemaka koncentracija.
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4.3.2. 1,4- dihidropiridina atvasinajuma, AV-153-Na, kombinacija ar flavonolu

grupas parstavi, miricetinu

Nemot véra jau zinamas 1,4- DHP, AV-153-Na, DNS pasargajosas 1pasSibas un
flavonola, miricetina, antioksidativas 1pasibas, bija vertigi izvertet, vai §is abas fenola
gredzenu saturoSas vielas nepapildina viena otru. Tomér nacas secinat, ka DNS
vienpavedienu parravumi veselajos dzivniekos péc kombinacijas ievades pieauga 4,5
reizes, salidzinot kontroles grupu, un cukura diab&ta apstaklos DNS 1,44 reizes
augstak par STZ modela grupu (sk. 3.29. att.). INOS geénam statistiski ticamas
svarstibas péc kombinacijas ievades netika noverotas (sk. 3.35. att.). Savukart eNOS
geéna Itmenis nepaaugstinajas péc kombinacijas ievades veselos dzivniekos, ka tas tika
noverots péc miricetina ievades, bet cukura diabéta apstaklos kombinacija stimul&ja
eNOS géna limena normalizéSanos (sk. 3.32. att). AV-153-Na un miricetina
kombinacija paaugstinaja NO, /NOs~ limenis asins seruma STZ inducéta cukura
diabéta apstaklos ka to paradija AV-153-Na un miricetins atseviski (3.41. att.).
Neskatoties uz to, ka abas molekulas ir loti atSkirigas p&c struktiiras, tas paradija STZ
induceta 1, tipa cukura diabéta apstaklos loti [idzigu aktivitati gan katra par sevi, gan

kombinacija.

4.4. 1,4- dihidropiridinu hidroksilradikali neitralizéjoSo ipasibu analize in vitro

ME&s esam izanalizgjusi astonpadsmit 1,4-DHP atvasinajumu (Pielikums Nr. 4)
hidroksilradikali neitraliz&josas ipasibas, kas rodas Fentona reakcija, izmantojot EPR
spektroskopijas metodi. OH radikalu detektSanai izmanto radikalu kéraju DMPO.
Metodes pamata ir konkuréSana par brivajiem radikaliem, jo vairak analiz€jama viela,
1000uM koncentracija, neitralizé brivos radikalus, jo mazaks ir DMPO- OH pikis, ko
registré ar EPR- spektrometru. Savukart, ja analiz€jama viela ir radikalu donors, tad
DMPO- OH pikis tiek registréts augstaks, neka tira Fentrona reakcija DMPO
klatbitne.

AV-153-Na Iidzinieki (AV-153-K, AV-153-Li, AV-154-Na), neuzrada
hidroksilradikali neitraliz€joSas 1paSibas, neskatoties uz to, ka 4. pozicija satur
tdenraZza atomu un karboksilgrupu, kas péc publicétajiem datiem var€tu potencet 1,4-
DHP antiradikalas 1pasibas, ka ar1 vielas satur brivu fidenraza atomu N1. pozicija, kas
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varétu noradit uz amino-oksidanta ipasibam (Augustyniak et al. 2010). Samazinot 3.
un 5. piesaistito grupu garumus, savienojumu aktivitate bitiski nemainas (AV-154-
Na, J-7-53). Cianid grupas 3. un 5. pozicijas (PP-607) aktivitati neietekméja, ka art
glutaminskabes pievienosana 4. pozicija (glutapirons), nepastiprinaja hidroksilradikali
neitraliz€josas pasibas. Savukart DHP gredzena 3. un 5. poziciju aizvietotajiem fenil
grupas pievienoSana (J-8-120), pat paaugstina Fentona reakcijas efektivitati par 5 %,
uzradot iesp&jamas hidroksilradikala donora 1pasibas.

Karbatona Iidzinieki- propkarbatons un metkarbatons it 1pasi, parada
hidroksilradikali neitraliz€joSas 1pasibas, samazinot Fentona reakcijas efektivitati par
14 % un 63 % attiecigi. Tomér karbatons, kuram ir brivas 4. un N1. pozicijas un kas
citu pétnieku darbos uzrada antioksidativas ipasibas (Velena et al. 1999), musu darba
neuzradija hidroksilradikali neitraliz&taja aktivitati. Etkarbatons, kam 4. pozicija ir etil
grupa, un savienojumi, kuriem C4. pozicija ir divi idenraZza atomi un ir dazada veida
izmainitas 3. un 5. aizvietotajk&des: -natrija 2-metil-2-(karboniloksi)propanoats (J-4-
92), -natrija 2-(karboniloksi)propanoats (J-3-186), -natrija fenilkarboniloksi acetats (J-
3-191), aktivitati neparadija. Savukart, savienojums PP-501, kuram 2. un 6. pozicijas
metilgrupas vieta ir natrija acetats samazina Fentona reakcijas efektivitati par 5%, kas
ir pretruna ar publicétiem datiem, kas norada, ka aizvietotaji 2. un 6. pozicijas,
samazina savienojuma antiradikalu ipasSibas (Tirzit et al., 1981; Rojstaczer and
Triggle, 1996).

Misu pétijuma nelielas, bet stabilas hidroksilradikala neitralizeétaju pasibas
uzradija tricikliskie dihidropiridina atvasinajumi: J-6-138, J-6-93 un it 1pasi PP-150-
Na, kuram DHP cikla 4. pozicija ir fenil grupa un N1. pozicija- natrija heksanoata
grupa. PP-150-Na samazinaja Fentona reakcijas efektivitati par 22%, J-6-138 un J-6-
93 par 10% un 3% attiecigi.

Tatad var secinat, ka hiroksilradikala neitralizétaja Tpasibas uzrada karbatona
lidzinieki- metkarbatons un propkarbatons, ka ar1 tricikliskie dihidropiridina
atvasinajumi - PP-150-Na, J-6-138, J-6-93. (sk. 3.45. att.).

Vielu ar antiradikalam un DNS pasargajosam ipasibam mekl&jumi turpinajas
ari cita in vitro sisttma. Lai noteiktu preliminari, vai vielas tiesa veida var pasargat
DNS molekulu oksidativa stresa apstaklos, ar Fentona reakcijas palidzibu in vitro
sisttma tika izsaukta hidroksilradikalu veidoSanas. Hidroksilradikali bombardgjot
DNS molekulu, izsauc tas kédes vienpavediena vai divpavediena bojajumus.
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Vienpavediena bojajumi attin superspiralizéto plazmidas DNS formu (SF), izveidojot
atvérto formu (AF), savukart, ja izveidojas DNS molekulas pilnigs parravums, tad
molekula pariet linearizéta forma (LF). Pievienojot Sim modelim analiz€jamo vielu,
var noskaidrot, vai tai piemit antiradikalas- hidroksilradikali neitraliz&josas 1pasibas,
vai arT ta tieSa veida mijiedarbojoties ar DNS molekulu var pasargat no OH
destruktivas ietekmés (Fernandez et al., 2011).

Saja modell més testgjam devinpadsmit vielas (Pielikums Nr. 3), no kuram
statistiski ticamas DNS pasargajosas 1pasibas uzradija tident neskistoSie savienojumi,
cerebrokrasts un etaftorons, kur etaftorons uzradija devas atkarigo tendenci pasargat
DNS molekulu, sasniedzot statistisku ticamibu 50 uM koncentracija (sk. 3.43. att.).
Cerebrokrastam devas atkariba netika novérota, tas pasargaja DNS molekulu gan 5
uM, gan 50 uM, gan 100 uM koncentracija (sk. 3.43. att.), kur 5 un 50 uM
koncentracijas superspiralizétas plazmidas DNS formas attieciba pret atvérto DNS
molekulas formu ir viena Itmeni, tad€jadi secinot, ka vielas pasargajosas aktivitates
slieksnis nav sasniegts ne mazajas, ne liclajas koncentracijas. Cerebrokrasts jau ir
pazistams ar savam antioksidativam pasibam (Klimaviciusa et al., 2007). Savukart
metkarbatons uzradija stabilas DNS molekulas bojajoSas ipaSibas 50 un 100 pM
koncentracijas (sk. 3.43. att.). Izpé&tot citu analiz&to vielu tendences, varam mingét, ka
fenoftorons koncentracijas 5, 25, 50 un 100 uM SF/AF limenis bija augstaks neka

negativaja kontrole.

4.5. DNS parravumu limena atSkiribas 1. tipa cukura diab@ta pacientu un
pacientu bez autoimiinam saslim$anam periféro venozo asinu kodolu saturosajas

Suinas

Hipeérglikémijas apstakli izsauc brivo radikalu veido$anos un DNS bojajumus,
kas var€tu biit pamata diab&tiskajam komplikacijam (Pacher et al., 2007; Magenta et
al., 2014). Tomér nav skaidrs mehanisms, kad pacientiem, kuriem ir adekvata insulina
terapija un glikozes Itmena kontrole, veidojas diabétiskas komplikacijas. Tamde] ir
liela interese par Siem procesiem cilvéku populacija. Me& esam noteikusi DNS
vienpavediena parravumu Itmeni ar vienas $iinas elektroforézes metodi 1. tipa cukura
diabéta pacientiem un brivpratigajiem, kuriem iepriekS nav diagnostic€ta autoimiina
saslimSana. DNS vienpavedienu parravumu Iimenis asins kodolu saturo$ajas $iinas 1.
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tipa cukura diabéta pacientiem bija augstaks par 31% neka veselo brivpratigo
kontroles grupa (sk. 3.42. att.). Masu iegitie dati nav pretruna ar jau publicétajiem
[idzigiem pétijumiem (Dincer et al., 2003), ka arT sasaucas ar misu STZ inducéta 1.
tipa cukura diabta modeli iegiitajiem datiem dzivniekos. Tadgjadi 1. tipa cukura
diabéta pacientu asinis un tajas esosas Stnas var izmantot ka modeli dazadu DNS

reparaciju veicinoSu vielu analizei ex vivo apstaklos.
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5. SECINAJUMI

Flavonu grupas vielas biitiski ietekmé slapekla oksida produkciju. Luteolina
ietekme& LPS inducéta iekaisuma apstaklos zurku iNOS géna un proteina
ekspresijas limeni aknas, ka ar1 slapekla oksida koncentracija asinis
samazinas. Baikaleins samazina iNOS géna ekspresijas Iimeni aknas un
slapekla oksida koncentraciju Zurku sirdi, nier€s iekaisuma apstaklos.
Flavonoli: kvercetins un miricetins samazina iNOS géna, bet kemferols —
iNOS proteina ekspresijas limeni aknas péc LPS inducéta iekaisuma zurkas.
Karotinoidu grupas parstavis likopéns uzrada iNOS géna ekspresijas limeni
pazeminoSas 1pasibas aknas LPS inducéta akiita iekaisuma apstaklos Zurkas.
Kafijskabes estera, kas ir polifenolu grupas savienojums, klatbiitne samazina
slapekla oksida ltmeni zurku smadzenu garoza, smadzenites un liesa péc LPS
ievadiSanas.

Alkaloida indol-3-karbinola kombinacija ar flavonolu kvercetinu samazina
slapekla oksida produkciju smadzenu garoza, smadzenites, aknas, sirdi,
nieres, seklinieckos, plausas, asinis un Skerssvitrotaja muskulatira sepses
apstaklos.

AV-153-Na uzrada eNOS gena un proteina, ka art iNOS proteina ekspresiju
normalizgjosas 1pasibas STZ 1TCD modeli. Etkarbatons, miricetins un AV-
153-Na kombinacija ar miricetinu parada sevi ka vielas, kas stimulé eNOS
géna transkripciju nierés STZ 1TCD modeli. Metkarbatons un J-9-125
samazina DNS vienpavediena parravumu Itmeni venozo asinu $tinu kodolos.
Tas liecina, ka 1,4-DHP, neskatoties uz savu strukturalo lidzibu, uzrada
aktivitati dazados slapekla oksida biosintézes posmos un tie$a vai netie$a
veida ietekm& DNS molekulas integritati.

1. tipa cukura diab&ta pacientiem ir augstaks DNS vienpavediena parravumu
limenis periféro asinu kodolu saturosajas §tnas neka veselajiem individiem.
Metkarbatons uzrada OH' saistoSas, bet cerebrokrasts un etaftorons — DNS
molekulu pasargajosas ipasibas in vitro Fentona reakcijas apstaklos.
1,4-dihidropiridina atvasinajums AV-153-Na samazina vienpavediena DNS
parravumus 1. tipa cukura diab&ta pacientu perifeéro asinu $tinu kodolos 5 nM

koncentracija ex vivo apstak]os.
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9. PIELIKUMI

Pielikums Nr. 9.1

Dati par dabas vielu ietekmi uz NO" Iimeni LPS inducéta akiita iekaisuma

apstaklos Zurku audos

Viela VID + Skaits, n Vienvirziena Newman-
S.E.M., ng/g ANOVA Keuls
audu F(df) p péctests,
Y
Smadzenu garoza

Kontrole 52,57 +2,22 n=35 - - -

LPS iekaisuma grupa | 182,60 + 7,66 | n=30 -

Resveratrols 50mg/kg | 84,33 +12,04 | n=9 59,04 <0,0001 | *>0,05

Resveratrols 50 | 379,60 + 71,76 | n=8 (3;78) #<0,001

mg/kg, LPS 10 mg/kg

Ellagskabe 50 mg/kg | 56,24 + 7,11 n=38 75,45 <0,0001 | *>0,05

Ellagskabe 50 mg/kg, | 255,70 35,27 | n=10 (3;79) #<0,001

LPS 10 mg/kg

Kvercetins 50 mg/kg | 63,69 +9.,44 n=12 79,52 <0,0001 | *>0,05

Kvercetins 50 mg/kg, | 186,80 +23,12 | n=11 (3;84) #>0,05

LPS 10 mg/kg

Kemferols 50 mg/kg | 50,22 + 4,65 n=12 93,19 <0,0001 | *>0,05

Kemferols 50 mg/kg, | 209,50 £39,37 | n=6 (3;79) #>0,05

LPS 10 mg/kg

Luteolins 50 mg/kg 41,41 +7,83 n=14 63,03 <0,0001 | *>0,05

Luteolins 50 mg/kg, | 222,10 £42,95 | n=9 (3;84) #<0,05

LPS 10 mg/kg

Indol- 3- karbinols, 50 | 51,00 + 4,81 n=18 126,20 | <0.0001 | *>0,05

mg/kg (3;91)

Indol- 3- karbinols, 50 | 229,10 +£20,79 | n=12 #<0,001

mg/kg, LPS 10 mg/kg

Likopéns 50 mg/kg 4520 £7,51 n=15 68,60 <0,0001 | *>0,05
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Likopéns 50 mg/kg, | 186,50 +30,28 | n=11 (3;87) #>0,05
LPS 10 mg/kg
Miricetins 50 mg/kg 58,51 +4,13 n=9 94,80 <0,0001 | *>0,05
Miricetins 50 mg/kg, | 206,50 £49,15 | n=4 (3;74) #>0,05
LPS 10 mg/kg
Baikaleins 50 mg/kg | 61,14 £ 15,21 n=5 53,08 <0,0001 | *>0,05
Baikaleins 50 mg/kg, | 179,00 +£ 61,66 | n=5 (3;71) #>0,05
LPS 10 mg/kg
Kafijskabes esteris 50 | 31,28 + 6,62 n=>5 115,50 | <0,0001 | *>0,05
mg/kg (3;72)
Kafijskabes esteris 50 | 143,70 + 15,27 | n=6 #<0,01
mg/kg, LPS 10 mg/kg
Indol- 3- karbinols 25 | 175,80 £23,32 | n=6 137,20 | <0,0001 | #>0,05
mg/kg, kvercetins 50 (2;68)
mg/kg, LPS 10 mg/kg
Indol- 3- Kkarbinols | 240 + 57,88 n==6 78,30 <0,0001 | #<0,001
50mg/kg, kvercetins (2;68)
25 mg/kg, LPS 10
mg/kg
Indol- 3- karbinols 50 | 118,50 £27,61 | n=8 96,16 <0,0001 | #<0,001
mg/kg, kvercetins 50 (2;70)
mg/kg, LPS 10 mg/kg
Luteolins 30 mg/kg, | 193,40 + 30,32 | n=8 103,30 | <0,0001 |#>0,05
baikaleins 30 mg/kg, (2;70)
LPS 10 mg/kg

Smadzenites
Kontrole 23,31+ 1,14 n=23 - - -
LPS iekaisuma grupa 189,00 + 18,37 | n=21 -
Resveratrols 50mg/kg 26,31 +£4,25 n=38 22,52 | <0,0001 | *>0,05
Resveratrols 50mg/kg, | 349,70 £ 89,59 | n=9 (3;57) #<0,001
LPS 10mg/kg
Ellagskabe 50mg/kg 24,88 +£3,25 n==8 27,20 | <0,0001 | *>0,05

165




Ellagskabe 50mg/kg, LPS | 221,90 47,49 | n=10 (3;58) #>0,05
10mg/kg
Kvercetins 50mg/kg 36,69 + 7,53, n=6 39,97 | <0,0001 | *>0,05
Kvercetins 50mg/kg, LPS | 218,30 £34,95 | n=4 (3;50) #>0,05
10mg/kg
Indol- 3- karbinols, | 16,90 + 2,79 n=9 49,75 | <0,0001 | *>0,05
50mg/kg (3;61)
Indol- 3- karbinols, | 200,10 £ 20,00 | n=12 #>0,05
50mg/kg, LPS 10mg/kg
Kafijskabes esteris | 21,17 + 4,54 n=6 39,03 | <0,0001 | *>0,05
50mg/kg (3;52)
Kafijskabes esteris | 135,70+ 18,80 | n=6 #<0,05
50mg/kg, LPS 10mg/kg
Indol- 3- Kkarbinols 25| 155,00+23,13 | n=6 46,84 | <0,0001 | #>0,05
mg/kg,  kvercetins 50 (2;47)
mg/kg, LPS 10 mg/kg
Indol- 3- karbinols | 240 + 75,39 n==6 30,20 | <0,0001 | #>0,05
50mg/kg, kvercetins 25 (2;47)
mg/kg, LPS 10 mg/kg
Indol- 3- karbinols 50 | 106,10 +27,92 | n=8 39,67 | <0,0001 | #<0,01
mg/kg, kvercetins 50 (2;49)
mg/kg, LPS 10 mg/kg
Luteolins 30  mg/kg, | 163 + 24,99 n=7 46,12 | <0,0001 | #>0,05
baikaleins 30 mg/kg, LPS (2;48)
10 mg/kg
Akna
Kontrole 54,12+ 4,49 n=48 | - - -
LPS iekaisuma grupa 1346,00 + n=>57 -
83,20
Resveratrols 50mg/kg 128,60 +36,93 | n=9 | 85,31(3 | <0,0001 | *>0,05
;119)
Resveratrols 50mg/kg, | 2662+ 446,50 | n=9 #<0,001
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LPS 10mg/kg

Ellagskabe 50mg/kg 76,35+12,48 | n=8 |8591 <0,0001 | *>0,05
(3;119)

Ellagskabe 50mg/kg, LPS | 2095,00 + | n=10 #<0,001

10mg/kg 292,50

Kvercetins 50mg/kg 93,23 +16,39 | n=12 | 51,75 <0,0001 | *>0,05
(3;127)

Kvercetins 50mg/kg, LPS | 2193,00 +|n=14 #<0,001

10mg/kg 471,60

Kemferols 50mg/kg 73,18+ 14,24 | n=12 | 83,50 <0,0001 | *>0,05
(3;119)

Kemferols 50mg/kg, LPS | 1488,00 +|n=6 #>0,05

10mg/kg 296,5

Luteolins 50mg/kg 33,49 £ 11,58 n=12 | 83,85(3 | <0,0001 | *>0,05
;122)

Luteolins 50mg/kg, LPS | 1636,00 +{n=9 #>0,05

10mg/kg 272,90

Indol- 3- karbinols, | 48,21 + 6,35 n=18 | 105,20 | <0,0001 | *>0,05

50mg/kg (3;131)

Indol- 3- karbinols, | 1793,00 + | n=12 #<0,01

50mg/kg, LPS 10mg/kg 194,60

Likopéns 50mg/kg 33,92 £5,42 n=13 | 85,33 <0,0001 | *>0,05
(3;123)

Likopéns 50mg/kg, LPS | 1636,00 +{n=9 #>0,05

10mg/kg 272,90

Miricetins 50mg/kg 35,72 £3,56 n=9 80,79 <0,0001 | *>0,05
(3;114)

Miricetins 50mg/kg, LPS | 1008,00 + | n=4 #>0,05

10mg/kg 209,00

Baikaletns 50mg/kg 17,40 £ 5,21 n=>5 60,90 <0,0001 | *>0,05
(3;111)

Baikaleins 50mg/kg, LPS | 1327,00 +|n=5 #>0,05
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10mg/kg 589,10
Kafijskabes esteris | 53,80+ 12,29 | n=6 83,74 <0,0001 | *>0,05
50mg/kg (3;113)
Kafijskabes esteris | 1686,00 +|n=6 #>0,05
50mg/kg, LPS 10mg/kg 190,50
Indol- 3- Kkarbinols 25| 1532+123,50 | n=6 112,20 | <0,0001 | #>0,05
mg/kg, kvercetins 50 (2;108)
mg/kg, LPS 10 mg/kg
Indol- 3- karbinols | 1792,00 +|n=6 |9420 |<0,0001 |#<0,05
50mg/kg, kvercetins 25 | 458,20 (2;108)
mg/kg, LPS 10 mg/kg
Indol- 3- Kkarbinols 50 | 882,40 +|n=8 |[97,01 <0,0001 | #<0,05
mg/kg, kvercetins 50 | 215,50 (2;110)
mg/kg, LPS 10 mg/kg
Luteolins 30 mg/kg, | 1586 +332,60 | n=8 |94,42 |<0,0001 | #<0,05
baikaleins 30 mg/kg, LPS (2;110)
10 mg/kg
Sirds

Kontrole 2,48 £ 0,80 n=56 - - -
LPS iekaisuma grupa 268,70 £ n=>51 -

20,21
Resveratrols 50mg/kg | 3,40 + 1,40 n=9 77,35 <0,0001 | *>0,05
Resveratrols 50mg/kg, | 507,30 +|n=9 (3;121) #<0,001
LPS 10mg/kg 96,17
Ellagskabe 50mg/kg 2,51 +1,28 n=8 70,31 <0,0001 | *>0,05
Ellagskabe  50mg/kg, | 372,6 +70,32 | n=10 (3;121) #<0,01
LPS 10mg/kg
Kvercetins 50mg/kg 16,77 £ 6,22 | n=06 72,34 <0,0001 | *>0,05
Kvercetins  50mg/kg, | 250,20 +|n=5 (3;114) #>0,05
LPS 10mg/kg 36,59
Luteolins 50mg/kg 0,00 + 0,00 n=>5 69,43 <0,0001 | *>0,05
Luteolins 50mg/kg, | 179,8 +43,56 | n=4 (3;112) #>0,05




LPS 10mg/kg

Indol- 3- Kkarbinols, | 3,48 £ 1,93 n=9 90,37 <0,0001 | *>0,05

50mg/kg (3;124)

Indol- 3- Kkarbinols, | 358,70 + | n=12 #<0,01

50mg/kg, LPS 10mg/kg | 35,40

Likopéns 50mg/kg 1,14 £0,77 n=10 79,81 <0,0001 | *>0,05

Likopéns 50mg/kg, | 238,20 +[n=6 (3;119) #>0,05

LPS 10mg/kg 19,65

Miricetins 50mg/kg 0,22 £0,22 n=10 76,58 <0,0001 | *>0,05
(3;117)

Miricetins ~ 50mg/kg, | 242,80 +|n=4 #>0,05

LPS 10mg/kg 47,95

Baikaletns 50mg/kg 0,00 £ 0,00 n=6 70,63 <0,0001 | *>0,05

Baikaleins ~ 50mg/kg, | 121,3 +32,09 | n=3 (3;112) #<0,05

LPS 10mg/kg

Kafijskabes esteris | 2,03 + 1,30 n=6 74,78 <0,0001 | *>0,05

50mg/kg (3;115)

Kafijskabes esteris | 254,80 +|n=6 #>0,05

50mg/kg, LPS 10mg/kg | 28,28

Indol- 3- karbinols 25 | 290,30 +|n=6 101,30 | <0,0001 | #>0,05

mg/kg, kvercetins 50 | 45,65 (2;110)

mg/kg, LPS 10 mg/kg

Indol- 3- Kkarbinols | 429,30 +|n=6 103,10 | <0,0001 | #<0,001

50mg/kg, kvercetins 25 | 89,11 (2;110)

mg/kg, LPS 10 mg/kg

Indol- 3- karbinols 50 | 181,10 +|n=8 89,74 <0,0001 | #<0,05

mg/kg, kvercetins 50 | 51,96 (2;112)

mg/kg, LPS 10 mg/kg

Luteolins 30 mg/kg, | 318,30 +|n=8 104,40 | <0,0001 | #>0,05

baikaletns 30 mg/kg, | 44,91 (2;112)

LPS 10 mg/kg

Niere
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Kontrole 9,37+1,18 n=46 - - -

LPS iekaisuma grupa | 333,50 £16,10 | n=41 -
Resveratrols 50mg/kg | 8,51 + 1,46 n=9 85,83 <0,0001 | *>0,05
Resveratrols 653,80 +|n=9 (3;101) #<0,001
50mg/kg, LPS | 137,80

10mg/kg

Ellagskabe 50mg/kg 8,51 £2,40 n=8 117,60 | <0,0001 | *>0,05
Ellagskabe 50mg/kg, | 505,00 £81,74 | n=10 (3;101) #<0,001
LPS 10mg/kg

Kvercetins 50mg/kg 39,38+ 13,32 | n=6 167,20 | <0,0001 | *>0,05
Kvercetins 50mg/kg, | 301,60 + 38,14 | n=5 (3;94) #>0,05
LPS 10mg/kg

Kemferols 50mg/kg 6,12 +£2,89 n=>5 143,70 | <0,0001 | *>0,05
Kemferols 50mg/kg, | 387,30+ 73,21 | n=6 (3;94) #>0,05
LPS 10mg/kg

Luteolins 50mg/kg 4,42 £2,00 n=5 164,20 | <0,0001 | *>0,05
Luteolins  50mg/kg, | 262,50 + 48,45 | n=4 (3;92) #>0,05
LPS 10mg/kg

Indol- 3- Kkarbinols, | 6,40 + 1,42 n=9 176,50 | <0,0001 | *>0,05
50mg/kg (3;104)

Indol- 3- Kkarbinols, | 435,70 +£41,95 | n=12 #<0,001
50mg/kg, LPS

10mg/kg

Likopéns 50mg/kg 13,16 £ 6,15 n=10 194,30 | <0,0001 | *>0,05
Likopéns  50mg/kg, | 332,00 +£27,40 | n=6 (3;99) #>0,05
LPS 10mg/kg

Miricetins 50mg/kg 9,04 £ 1,74 n=10 187,30 | <0,0001 | *>0,05
Miricetins  50mg/kg, | 337,00 + 46,27 | n=4 (3;97) #>0,05
LPS 10mg/kg

Baikaletns 50mg/kg 4,68 + 1,57 n==6 168,50 | <0,0001 | *>0,05
Baikaleins 50mg/kg, | 162,30 +44,91 | n=3 (3;92) #<0,001

LPS 10mg/kg
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Kafijskabes esteris | 0,00 = 0,00 n==6 177,90 | <0,0001 | *>0,05
50mg/kg (3;95)
Kafijskabes esteris | 352,80+ 38,54 | n=6 #>0,05
50mg/kg, LPS
10mg/kg
Indol- 3- karbinols 25 | 304,80 + 40,00 | n=6 226,30 | <0,0001 | #>0,05
mg/kg, kvercetins 50 (2;90)
mg/kg, LPS 10 mg/kg
Indol- 3- Kkarbinols | 519,50 +|(Nn=6 168,10 | <0,0001 | #<0,001
50mg/kg, kvercetins | 111,60 (2;90)
25 mg/kg, LPS 10
mg/kg
Indol- 3- karbinols 50 | 224,60 + 63,35 | n=8 162,60 | <0,0001 | #<0,01
mg/kg, kvercetins 50 (2;92)
mg/kg, LPS 10 mg/kg
Luteolins 30 mg/kg, | 408,60 + 62,53 | n=8 193,70 | <0,0001 | #<0,05
baikaleins 30 mg/kg, (2;92)
LPS 10 mg/kg

Seklinieki
Kontrole 14,26 + 1,48 n=40 - - -
LPS iekaisuma grupa | 67,02 + 5,04 n=42 -
Resveratrols 50mg/kg | 11,49 +2,53 n=7 37,40 <0,0001 | *>0,05
Resveratrols 129,70 £29.24 | n=9 (3;94) #<0,001
50mg/kg, LPS
10mg/kg
Ellagskabe 50mg/kg 6,83 + 1,41 n=7 53,65 <0,0001 | *>0,05
Ellagskabe 50mg/kg, | 109,10 + 14,10 | n=9 (3;94) #<0,001
LPS 10mg/kg
Kvercetins 50mg/kg 23,13 £2,63 n=4 41,86 <0,0001 | *>0,05
Kvercetins 50mg/kg, | 95,00+ 12,08 | n=5 (3;87) #<0,05
LPS 10mg/kg
Indol- 3- Kkarbinols, | 13,71 + 6,26 n=28 42,86 <0,0001 | *>0,05
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50mg/kg (3;97)
Indol- 3- Kkarbinols, | 116 + 19,55 n=11 #<0,001
50mg/kg, LPS
10mg/kg
Kafijskabes  esteris | 6,96 + 3,20 n=5 39,40 <0,0001 | *>0,05
50mg/kg (3;89)
Kafijskabes esteris | 63,00 + 8,51 n==6 #>0,05
50mg/kg, LPS
10mg/kg
Indol- 3- karbinols 25 | 71,67 + 18,44 | n=6 47,74 <0,0001 | #>0,05
mg/kg, kvercetins 50 (2;86)
mg/kg, LPS 10 mg/kg
Indol- 3- Kkarbinols | 88,20 +£22,34 | n=5 51,27 <0,0001 | #>0,05
50mg/kg, kvercetins (2;85)
25 mg/kg, LPS 10
mg/kg
Indol- 3- karbinols 50 | 46,71 + 9,05 n=7 50,35 <0,0001 | #<0,05
mg/kg, kvercetins 50 (2;87)
mg/kg, LPS 10 mg/kg
Luteolins 30 mg/kg, | 74,00+ 12,39 | n=7 53,11 <0,0001 | #>0,05
baikaletns 30 mg/kg, (2;87)
LPS 10 mg/kg

Asinis
Kontrole 61,87 +£3,20 n= 52 - - -
LPS iekaisuma grupa | 377 + 21,74 n=54 -
Resveratrols 50mg/kg | 53,48 + 7,62 n=9 86,14 <0,0001 | *>0,05
Resveratrols 569,60 + 79,33 | n=9 (3;120) #<0,001
50mg/kg, LPS
10mg/kg
Ellagskabe 50mg/kg 49,73 + 5,68 n=8 86,11 <0,0001 | *>0,05
Ellagskabe 50mg/kg, | 472,40 + 51,55 | n=10 (3;120) #<0,05
LPS 10mg/kg
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Kvercetins 50mg/kg 88,50+ 12,13 n=4 72,24 <0,0001 | *>0,05
Kvercetins 50mg/kg, | 380,60 + 58,68 | n=5 (3;111) #>0,05
LPS 10mg/kg

Kemferols 50mg/kg 68,02+19,19 | n=5 69,12 <0,0001 | *>0,05
Kemferols 50mg/kg, | 509,70 +|n=6 (3;113) #<0,05
LPS 10mg/kg 112,50

Luteolins 50mg/kg 43,88+ 13,01 |n=5 73,52 <0,0001 | *>0,05
Luteolins  50mg/kg, | 253,30 £43,63 | n=4 (3;111) #<0,05
LPS 10mg/kg

Indol- 3- Kkarbinols, | 32,34 + 3,69 n=9 103,40 | <0,0001 | *>0,05
50mg/kg (3;123)

Indol- 3- Kkarbinols, | 615,10 +61,44 | n=12 #<0,001
50mg/kg, LPS

10mg/kg

Likopéns 50mg/kg 42,74 +3,90 n=8 85,33 <0,0001 | *>0,05
Likopéns  50mg/kg, | 461,00 + 53,37 | n=6 (3;116) #>0,05
LPS 10mg/kg

Miricetins 50mg/kg 52,84 £6,91 n=10 87,68 <0,0001 | *>0,05
Miricetins 50mg/kg, | 542,80 £ 84,40 | n=4 (3;116) #<0,01
LPS 10mg/kg

Baikaleins 50mg/kg 44,58 + 8,68 n==6 75,30 <0,0001 | *>0,05
Baikaleins 50mg/kg, | 261,30 £27,85 | n=3 (3;111) #>0,05
LPS 10mg/kg

Kafijskabes esteris | 35,85 + 8,61 n=>6 80,44 <0,0001 | *>0,05
50mg/kg (3;114)

Kafijskabes esteris | 452,50+ 60,96 | n=6 #>0,05
50mg/kg, LPS

10mg/kg

Indol- 3- karbinols 25 | 324,80 + 66,08 | n=6 97,22 <0,0001 | #>0,05
mg/kg, kvercetins 50 (2;109)

mg/kg, LPS 10 mg/kg

Indol- 3- Kkarbinols | 462,30 + 83,09 | n=6 128,80 | <0,0001 | #>0,05
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50mg/kg, kvercetins (2;109)
25 mg/kg, LPS 10
mag/kg
Indol- 3- karbinols 50 | 249,30 + 36,54 | n=8 100,80 | <0,0001 |#<0,01
mg/kg, kvercetins 50 (2;111)
mg/kg, LPS 10 mg/kg
Luteolins 30 mg/kg, | 555,00 + 95,82 | n=8 101,30 | <0,0001 | #<0,001
baikaleins 30 mg/kg, (2;111)
LPS 10 mg/kg

Plausas
Kontrole 63,52 £3,16 n=50 - - -
LPS iekaisuma grupa | 829,60 + 53,52 | n=56 -
Resveratrols 50mg/kg | 82,73 £15,85 | n=9 61,26 <0,0001 | *>0,05
Resveratrols 1445,00 +|n=9 (3;120) #<0,001
50mg/kg, LPS | 324,50
10mg/kg
Ellagskabe 50mg/kg | 66,91 +10,98 | n=8 78,85 <0,0001 | *>0,05
Ellagskabe 50mg/kg, | 959,00 +98,52 | n=10 (3;120) #>0,05
LPS 10mg/kg
Kvercetins 5S0mg/kg 132 £29,50 n==6 69,66 <0,0001 | *>0,05
Kvercetins 50mg/kg, | 732,40 + 55,96 | n=5 (3;113) #>0,05
LPS 10mg/kg
Kemferols 50mg/kg 85,90 £20,29 | n=5 67,16 <0,0001 | *>0,05
Kemferols 50mg/kg, | 695,00 +|n=5 (3,112) #>0,05
LPS 10mg/kg 124,20
Luteolins 50mg/kg 75,06 £ 6,85 n=>5 68,73 <0,0001 | *>0,05
Luteolins  50mg/kg, | 846,80 +|n=4 (3;111) #>0,05
LPS 10mg/kg 135,70
Indol- 3- Kkarbinols, | 47,39 +4,21 n==8 79,52 <0,0001 | *>0,05
50mg/kg (3;122)
Indol- 3- karbinols, | 1234,00 + | n=12 #<0,001
50mg/kg, LPS | 157,30
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10mg/kg
Likopéns 50mg/kg 58,08 = 7,46 n=10 80,48 <0,0001 | *>0,05
Likopéns  50mg/kg, | 901,70 + 54,19 | n=6 (3;118) #>0,05
LPS 10mg/kg
Miricetins 50mg/kg 55,29 £ 6,28 n=10 74,22 <0,0001 | *>0,05
Miricetins  50mg/kg, | 824,80 +|n=4 (3;116) #>0,05
LPS 10mg/kg 170,10
Baikaleins 50mg/kg | 45,40 £+ 6,30 n==6 69,84 <0,0001 | *>0,05
Baikaleins 50mg/kg, | 702,7 £26,82 | n=3 (3;111) #>0,05
LPS 10mg/kg
Kafijskabes esteris | 38,12 + 8,28 n=>5 71,72 <0,0001 | *>0,05
50mg/kg (3;113)
Kafijskabes esteris | 841,70 £ 85,36 | n=6 #>0,05
50mg/kg, LPS
10mg/kg
Indol- 3- karbinols 25 | 718,00 +|[n=6 89,71 <0,0001 | #>0,05
mg/kg, kvercetins 50 | 161,80 (2;109)
mg/kg, LPS 10 mg/kg
Indol- 3- karbinols | 940,50 +|n=6 79,43 <0,0001 | #>0,05
50mg/kg, kvercetins | 297,60 (2;109)
25 mg/kg, LPS 10
mg/kg
Indol- 3- karbinols 50 | 468,60 + 83,60 | n=8 93,13 <0,0001 |#<0,01
mg/kg, kvercetins 50 (2;111)
mg/kg, LPS 10 mg/kg
Luteolins 30 mg/kg, | 827,50 +|n=8 91,59 <0,0001 | #>0,05
baikaletns 30 mg/kg, | 141,90 (2;111)
LPS 10 mg/kg

Liesa
Kontrole 39,79 £ 2,48 n= 33 - - -
LPS iekaisuma grupa | 1104 + 56,81 n=29 -
Resveratrols 50mg/kg | 96,35+ 16,76 | n=6 45,89 <0,0001 | *>0,05
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Resveratrols 2488,00 +|n=9 (3;73) #<0,001
50mg/kg, LPS | 575,90

10mg/kg

Ellagskabe 50mg/kg | 39,55 + 5,12 n=8 38,85 <0,0001 | *>0,05
Ellagskabe 50mg/kg, | 2046,00 +|n=10 (3;76) #<0,001
LPS 10mg/kg 515,30

Kvercetins 50mg/kg | 175,80 £ 60,17 | n=6 149,30 | <0,0001 | *>0,05
Kvercetins 50mg/kg, | 1177,00 +|n=5 (3;69 #>0,05
LPS 10mg/kg 139,30

Indol- 3- Kkarbinols, | 37,59 + 6,07 n=9 143,20 | <0,0001 | *>0,05
50mg/kg (3;79)

Indol- 3- Kkarbinols, | 1220,00 + | n=12 #>0,05
50mg/kg, LPS | 122,90

10mg/kg

Kafijskabes esteris | 33,70 + 7,01 n==6 157,4 <0,0001 | *>0,05
50mg/kg (3;70)

Kafijskabes  esteris | 880,20 + 98,09 | n=6 #<0,05
50mg/kg, LPS

10mg/kg

Indol- 3- karbinols 25 | 1177,00 +|n=6 199,10 | <0,0001 | #>0,05
mg/kg, kvercetins 50 | 140,20 (2;65)

mg/kg, LPS 10 mg/kg

Indol- 3- Karbinols | 1410,00 +|n=6 138,80 | <0,0001 | #<0,05
50mg/kg, kvercetins | 285,20 (2;65)

25 mg/kg, LPS 10

mg/kg

Indol- 3- karbinols 50 | 965,00 +|n=8 104,80 | <0,0001 |#>0,05
mg/kg, kvercetins 50 | 245,30 (2;67)

mg/kg, LPS 10 mg/kg

Luteolins 30 mg/kg, | 1271,00 +|n=8 160,60 | <0,0001 |#>0,05
baikalemns 30 mg/kg, | 179,60 (2;67)

LPS 10 mg/kg
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Sl,(érssvitrotﬁ muskulatiira

Kontrole 14,52 £ 1,22 n=39 - - -

LPS iekaisuma grupa | 122,30 + 8,16 | n=43 -
Resveratrols 50mg/kg | 14,89 + 4,54 n==8 41,64 <0,0001 | *>0,05
Resveratrols 238,30 £ 60,01 | n=9 (3;95) #<0,001
50mg/kg, LPS

10mg/kg

Ellagskabe 50mg/kg | 14,11 + 1,74 n=28 68,02 <0,0001 | *>0,05
Ellagskabe 50mg/kg, | 189,00 + 28,05 | n=9 (3;95) #<0,001
LPS 10mg/kg

Kvercetins 50mg/kg 34,92 +£7,61 n=6 59,39 <0,0001 | *>0,05
Kvercetins 50mg/kg, | 154,80 £28,03 | n=5 (3;89) #>0,05
LPS 10mg/kg

Indol- 3- Kkarbinols, | 10,39 + 5,06 n=9 84,44 <0,0001 | *>0,05
50mg/kg (3;99)

Indol- 3- Kkarbinols, | 181,90 + 16,70 | n=12 #<0,001
50mg/kg, LPS

10mg/kg

Kafijskabes esteris | 12,20+ 1,05 n==6 64,97 <0,0001 | *>0,05
50mg/kg (3;90)

Kafijskabes esteris | 148,30 +21,07 | n=6 #>0,05
50mg/kg, LPS

10mg/kg

Indol- 3- karbinols 25 | 141,80 +31,09 | n=6 74,55 <0,0001 | #>0,05
mg/kg, kvercetins 50 (2;85)

mg/kg, LPS 10 mg/kg

Indol- 3- karbinols | 178,00 + 25,64 | n=6 90,15 <0,0001 | #<0,01
50mg/kg, kvercetins (2;85)

25 mg/kg, LPS 10

mg/kg

Indol- 3- karbinols 50 | 77,88 +£ 19,69 | n=8 71,81 <0,0001 | #<0,01
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mg/kg, kvercetins 50
mg/kg, LPS 10 mg/kg

(2;87)

Luteolins 30 mg/kg,
baikaleins 30 mg/kg,
LPS 10 mg/kg

151,60 + 22,02

n=8

82,46
(2,87)

<0,0001

#>0,05

*pret kontroles grupu, #pret LPS iekaisuma grupu

178




Pielikums Nr. 9.2.
Dati par 1,4- DHP ietekmi uz glikozes Iimeni STZ inducéta 1TCD apstaklos

Zurkas
Viela VID + S.E.M., | Skaits, n Vienvirziena Newman-
mmol/I ANOVA Keuls
F(df) p péctests,
Y
Glikozes Iimenis asinTs péc eéSanas
Kontrole 7,06 = 0,30 n=5 - - -
STZ 33,46 + 3,05 n=9 -
AV-153-Na 0,5mg/kg | 6,36 + 0,23 n=5 18,74 <0,0001 | *>0,05
AV-153-Na 27,00 £ 3,34 n=10 (3;25) #>0,05
0,5mg/kg, STZ
50mg/kg
Miricetins 50mg/kg 6,10+ 0,52 n=>5 22,29 <0,0001 | *>0,05
Miricetins  50mg/kg, | 34,22 + 3,57 n=10 (3;25) #>0,05
STZ 50mg/kg
AV-153-Na 6,22 +£0,32 n=5 30,21 <0,0001 | *>0,05
0,5mg/kg, miricetins (3;25)
50mg/kg
AV-153-Na 34,45 +2,75 n=10 #>0,05
0,5mg/kg, miricetins
50mg/kg, STZ
10mg/kg
Metkarbatons 5,93 +£0,38 n=4 23,62 <0,0001 | *>0,05
0,5mg/kg (3;22)
Metkarbatons 29,41 +£ 2,96 n==8 #>0,05
0,5mg/kg, STZ
50mg/kg
Metkarbatons 5,53+0,18 n=4 23,94 <0,0001 | *>0,05
0,05mg/kg (3;22)
Metkarbatons 29,58 +£2,99 n=8 #>0,05

179




0,05mg/kg, STZ
50mg/kg

Etkarbatons 0,5mg/kg | 5,98 + 0,22 n=4 20,81 <0,0001 | *>0,05
Etkarbatons 30,19 £ 3,48 n=8 (3;22) #>0,05
0,5mg/kg, STZ

50mg/kg

Etkarbatons 5,10£0,32 n=3 20,18 <0,0001 | *>0,05
0,05mg/kg (3;20)

Etkarbatons 28,83 +£3,32 n=7 #>0,05
0,05mg/kg, STZ

50mg/kg

J-9-125 0,5mg/kg 6,00 £ 0,09 n=4 25,09 <0,0001 | *>0,05
J-9-125 0,5mg/kg, | 33,39 + 3,19 n=8 (3;22) #>0,05
STZ 50mg/kg

J-9-125 0,05mg/kg 6,68 £0,33 n=4 32,29 <0,0001 | *>0,05
J-9-125  0,05mg/kg, | 34,04 £ 2,28 n=8 (3;22) #>0,05
STZ 50mg/kg

Glutapirons 0,5mg/kg | 5,78 + 0,37 n=4 24,33 <0,0001 | *>0,05
Glutapirons 33,05 +£3,28 n=38 (3;22) #>0,05
0,5mg/kg, STZ

50mg/kg

Glutapirons 0,5mg/kg | 6,53 + 0,29 n=4 31,18 <0,0001 | *>0,05
Glutapirons 33,53 +2,36 n==8 (3;22) #>0,05
0,5mg/kg, STZ

50mg/kg

*pret kontroles grupu, #pret LPS iekaisuma grupu.
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Pielikums Nr. 9.3.

Dati par 1,4- DHP sp€ju pasargat DNS molekulas integritati

Viela, VID + S.E.M., Skaits, n Nepara t- tests,
koncentracija SF/AF, pt pret negativo
kontroli (NK), p

AV- 153- Na

Kontrole | 1,48 +0,12 3 0,0452

NK 0,62 +0,27 3 -

5uM 0,38 + 0,28 3 >0,05

10 uM 0,35+0,18 3 >0,05

25uM | 0,61+0,14 3 >0,05

50 uM 0,37+0,16 3 >0,05

100 uM | 0,39 £0,07 3 >0,05
J- 4- 96

K 0,56 £ 0,02 3 0,0022

NK 0,29 + 0,03 3 -

5uM 0,18 + 0,08 3 >0,05

10 uM 0,16 +0,08 3 >0,05

25 uM 0,19+0,07 3 >0,05

50 uM 0,23 £ 0,09 3 >0,05

100 uM | 0,17 £ 0,09 3 >0,05
J- 3- 131- Na

K 1,20+ 0,20 3 0,0093

NK 0,18 + 0,08 3 -

5uM 0,19+0,09 3 >0,05

10 uM 0,12+0,10 3 >0,05

25uM | 025+0,11 3 >0,05

50 uM 0,16 £0,13 3 >0,05

100 uM | 0,29+0,13 3 >0,05
J- 8- 120

K 0,89 + 0,04 3 0,0322

NK 0,26 £ 0,19 3 -
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5uM 0,20 £ 0,13 3 >0,05
10uM | 021+0,13 3 >0,05
25uM | 0,26 + 0,09 3 >0,05
50 uM | 0,24 + 0,09 3 >0,05
100 pM | 0,22+ 0,13 3 >0,05
J-7-53
K 0,61 < 0,07 3 0,0251
NK 0,30 £ 0,05 3 -
5uM 0,24 + 0,09 3 >0,05
10uM | 0,33 +0,09 3 >0,05
25uM | 0,20+ 0,11 3 >0,05
50uM | 0,19 = 0,09 3 >0,05
100 uM | 0,25+ 0,18 3 >0,05
J-3-186
K 0,75 + 0,03 3 0,0005
NK 0,17 0,05 3 -
5uM 0,18 0,07 3 >0,05
10uM | 0,16+ 0,06 3 >0,05
25uM | 0,17 +0,03 3 >0,05
50uM | 0,11+0,06 3 >0,05
100 uM_ | 0,10 + 0,03 3 >0,05
AV- 154- Na
K 1,11£0,19 3 >0,05
NK 0,49 £ 0,23 3 -
5uM 0,32 + 0,03 3 >0,05
10uM | 0,27 +0,09 3 >0,05
25uM | 0,30+ 0,10 3 >0,05
50uM | 0,17 0,05 3 >0,05
100 pM | 0,17 + 0,04 3 >0,05
AV- 153- K
K 412+2,93 3 >0,05
NK 0,32+0,15 3 -
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5uM 0,35+ 0,02 3 >0,05
10uM [ 0,27+0,13 3 >0,05
25uM | 0,45+ 0,20 3 >0,05
50uM | 0,30 +0,12 3 >0,05
100 uM | 0,67 £0,02 2 >0,05
AV- 153- Li
K 2,36 £ 1,45 3 >0,05
NK 0,16+ 0,16 3 -
5 uM 0,34 £0,12 3 >0,05
10puM  [039+0,13 3 >0,05
25uM | 0,38+0,17 3 >0,05
50uM | 0,19+0,13 3 >0,05
100 uM | 0,28 + 0,20 2 >0,05
PP- 544- NH4
K 0,87 £0,05 3 >0,05
NK 0,48 0,15 3 ;
5 uM 0,33+0,11 3 >0,05
10uM [ 0,34+0,18 3 >0,05
25uM ] 0,29+0,13 3 >0,05
50 uM 0,33+0,22 3 >0,05
100 uyM | 0,49+ 0,15 3 >0,05
B- 5- Na
K 0,62 + 0,07 3 >0,05
NK 0,39+0,11 3 -
5uM 0,23+ 0,10 3 >0,05
10pM | 0,32+0,04 3 >0,05
25uM | 0,19+0,11 3 >0,05
50uM | 0,13+0,08 3 >0,05
100 uyM | 0,15+ 0,05 3 >0,05
Tauropirons
K 0,53+ 0,04 3 >0,05
NK 0,32+0,10 3 -
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5uM 0,24 + 0,04 3 >0,05
10 uM 0,28 = 0,01 3 >0,05
25 uM 0,23+ 0,04 3 >0,05
50uM | 0,07 +0,05 3 >0,05
100 uyM | 0,18 £ 0,10 3 >0,05
Metkarbatons
K 1,25 +0,22 3 0,0155
NK 0,34+ 0,02 3 -
5 uM 0,18 £0,09 3 >0,05
10 uM 0,20+ 0,06 3 >0,05
25uM | 0,15+ 0,07 3 >0,05
50 uM 0,14+ 0,07 3 0,0435
100 uM | 0,19+ 0,01 3 0,0032
Karbatons
K 1,05+0,12 3 0,0165
NK 0,37 +0,12 3 -
5 uM 0,23 £0,01 3 >0,05
10uM | 0,15+0,06 3 >0,05
25uM | 0,07 +0,05 3 >0,05
50uM | 0,19+0,10 3 >0,05
100 uyM | 0,18 0,03 3 >0,05
Alapirons
K 0,62 + 0,02 3 0,0039
NK 0,13 +0,08 3 -
5uM 0,30 = 0,09 3 >0,05
10uM |0,25+0,05 3 >0,05
25 uM 0,23+ 0,04 3 >0,05
50 uM | 0,20+ 0,06 3 >0,05
100 uM | 0,21 £ 0,09 3 >0,05
Glutapirons
K 0,58 £0,50 3 0,03
NK 0,29 + 0,07 3 -
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5uM 0,40 + 0,07 3 >0,05
10pM | 0,17+0,07 3 >0,05
25uM | 024+0,13 3 >0,05
50uM | 0,19+0,10 3 >0,05
100 uM | 0,10+ 0,08 3 >0,05
Cerebrokrasts
K 1,16 £ 0,24 4 0,0137
NK 0,26 +0,11 4 -
5uM 0,70 0,13 4 0,0387
10puM  |0,50+0,15 4 >0,05
25uM [ 0,61£0,11 4 >0,05
50 uM | 0,69 + 0,07 4 0,0154
100 uM | 0,56 + 0,05 4 0,0470
Etaftorons
K 0,88 + 0,35 3 >0,05
NK 0,21 + 0,04 3 ;
5 uM 0,64 £0,32 3 >0,05
10pM ] 0,55+0,21 3 >0,05
25uM | 0,42+ 0,09 3 >0,05
50 uM 0,41 £0,06 3 0,0419
100 uM | 0,35+0,04 3 >0,05
Fenoftorons
K 1,52+0,32 5 0,0084
NK 0,38+ 0,10 5 -
5uM 0,56 % 0,06 5 >0,05
10pM | 0,38+0,10 5 >0,05
25 uM 0,69 £0,14 5 >0,05
50 uM 0,71 £0,18 5 >0,05
100 uM | 0,66 + 0,10 5 >0,05
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Pielikums Nr. 9.4.

Dati par 1,4- DHP spgju neitralizét hidroksilradikali

Viela, 1ImM VID + S.E.M., % | Skaits, n | Nepara t-
tests, pret
DMPO, p
DMPO 100,00 £ 0,56 n=41 -
PP-150-Na 77,58 = 3,80 n=6 <0,0001
PP-501 95,00 + 2,02 n=6 =0,0044
PP-607 96,94 + 0,44 n=4 >0,05
J-3-186 102,84 + 0,38 n=>5 >0,05
J-4-92 100,00 + 0,57 n=>5 >0,05
J-3-191 98,21 + 0,37 n=8 >0,05
J-7-53 100,55 + 0,57 n=>5 >0,05
J-6-93 96,38 + 0,63 n=6 =0,0213
J-8-120 104,57 £ 0,75 n==6 =0,0044
J-6-138 89,89 + 0,86 n=>5 <0,0001
Karbatons 102,73 +£ 0,94 n=5 >0,05
Metkarbatons 36,94 + 2,59 n=>5 <0,0001
Etkarbatons 97,66 + 0,66 n=>5 >0,05
Propkarbatons 85,82 + 1,86 n=5 <0,0001
Glutapirons 102,02 + 0,97 n=4 >0,05
AV-153-Na 100,17 £ 0,62 n==6 >0,05
AV-153-Li 101,00 £ 1,63 n=6 >0,05
AV-153-K 101,30 +£2,46 n=6 >0,05
AV-154-Na 102,18 £ 0,47 n=>5 >0,05
Metkarbatons 500 uM 83,61 £ 1,65 n==6 <0,0001
Metkarbatons 100 uM 100,98 + 0,39 n=>5 >0,05
Metkarbatons 50 uM 100,86 + 0,49 n=4 >0,05
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Pielikums Nr. 9.5.

Partikas un veterinara dienesta atlauja dzivnieku izmantoSanai

izméginajumos
e— venga @
Il
SAETHAS A TITERAALS TS
PARTIKAS UN VETERINARA DIENESTA
ATLAUJA Nr. 51
DZIVNIEKU IZMANTOSANAL IZMEGINAJUMA
Allaujas saptmeys
{ Ezmnd frivifavav ciriveiebu [Refof@fs foncaxhwes. PVD regutre wr )
ovida
Par rmddindivmis aVOITRT pvrsona frded, el PYD afoniss we)
|zmeginfjuma nosiekums
WSlapekja oksida koncentricijas izmaigas diabétisko dzvmieku audos daiddu
Jarmakologisko preparitu fetekme™
Frmégindjuma izmantojamie deiviseki
I Zurkas
(Suge un shass)
lzmeégindiumu norises vieti
Kromvalda Bulviris 4, & relpa, Riga
(fukuiskd adrese)
Atlaujes darbibas laiks no 03042012¢  hidz oL 20038
(&d s 252.) (& e geer )
Geneshikdirektoes PR . M Balodis
N,
[ 2 1 2 JOPSR——
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Pielikums Nr. 9.6.
PSKUS Attistibas biedribas Kliniskasizpétes etikas komitejas atlauja kliniska

pétijuma veikSanai

Paula Stradipa kliniskas universitates slimnicas
Attistibas biedribas
KLINISKASIZPETES ETIKAS KOMITEJA

Darbojas saskana ar SHK LKP noteikumiem
ATZINUMS Nr.190314-8L

1. Pétijjuma nosaukums: Efektivu diabétiskas nefropatijas arstéSanas lidzekJu izpéte projekta
wJaunas starpnozaru grupas izveide efektivu diabétiskdas nefropatijas arstéSanas Iidzeklu
mekléjumiem” ietvaros

2. Vadosa pétnieka vards, uzvards, centra nosaukums un adrese:
2.1. Prof. Nikolajs Sjakste — Organiskas sintézes institlts Biokimijas grupa, Kronvalda bulv. 4,
Riga, Latvijas universitates Biologijas institiita Genomikas un bioinformatikas grupa Miera iela’3,
Salaspilt, Paula Stradina kliniska universitates slimnica Pilsonu iela 13, Riga, LV -1002, Latvija;

3. lIzskatitie un apstipriniatie dokumenti:
3.1. Pétijjuma projekta apraksts
3.2. Pétnieku pieredzes un kvalifikacijas apraksts (CV)
3.3. Pacienta informacija par pétijumu un pacienta informéta piekrisana

4. Etikas komitejas atzinums - pozifivs

5. Etikas komitejas locekli, kuri piedalijas balsoSana:

Peteris Stradins — kardiokirurgs Daina Biseniece — kimike
Dainis Krievips — asinsvadu kirurgs ~ Péteris Ersts - jurists

Biruta Kup¢a - psihiatrs Inga Vigante — filologs
Valdis Pirags - endokrinologs Santa Purvina — farmakologs

Andrejs Erglis — kardiologs

6. Etikas komitejas sédes datums: 2014.gada 19.marta.

Etikas komitejas priekssedétajs: Péteris Stradins

—~

S

Paula Stradina kliniskas universitates slimnicas Attistibas biedriba
Pilsonu 13, Riga, LV- 1002, Tel. +371 26380055 fakss +371 67069946; E — pasts: etikas-komiteja@stradini.lv
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Pielikums Nr. 9.7.

Centralas medicinas etikas komitejas atlauja kliniska petijjuma veikSanai

Centrala medicinas &tikas komiteja

Bnvihas jeln 72, R, L¥-1011 » 15 67876182 e Frkss 67876071 « F-nasts: wniivn cov.ly
Rioa

10.07.2013, Nr.01-29.1/3

Valsis sabiecribas ar ierabaZow atbildibu
Peule Stradine llniska unfversitiites siimmica”
Internas macicinas klinikas

vadirdjam V. Pirfuam

Atzinumy Nre.)1-29.1/3 pav picteitnma
projekin "LatDiane: Larvijas diabétiskis
nefropatiias petjums

Cenurald medicines 2tikas komitgja 2013.gada 10jalija izskultia
valsts sabiedrthas ar ierobeZotn athildibu JPaula Siredige kitmiskz
universitites slimnica” Internis medicInas klinikas isszicglo pieteikuma
projektu I .atDiane: Latvijas diab&tiskis nefrapitijas pETiuns”.

Pamatojoties uz Cenirdlfs medicinas &ikas komitejas 2013 gada
10 jiilija sédes protakola Nr,3 punktu 3, tiek izsniegts atzinums, ka valsis
sabiedribas ar icrobezolu atbildibu . Paula Stradiga kliniskd universitates
slimnica™ Internas medicines Klinkas picteikuma projekts | LulDiane:
Latvijas diabCliskis nefropitijes pClijums™ zev pretrund ar bioetikas
narmam. .

Cenualis medicnas Blikes

komitejas priekisedciajs R Mueind

(e Jermacne, GTRTGIAT
g!lﬂ.‘ ._191'11':\('.1!1.‘12‘{:\111 LGv. v
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Pielikums Nr. 9.8.

Darba izmantoto 1,4-DHP atvasinajumu struktiirformulas un molekularais

svars
Vielas Formula Mol.sv.
nosaukums
Nao (o) 319,3
AV-153-Na
353,4
AV-153-K
303,2
AV-153-Li
259,2
AV-154-Na | |
N
H
[6) ONa 225,19
PP-607 NC CN
(J-3-183) |
N
H
NaO (0] 356’3
o} Ny 0
\/\ /\/
J- 4- 96 N °
N
H
x 0,5H,0
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O.__ONa 291,24
H 0
J-7-53 ) o~
542,50
Glutapirons
390,36
Alapirons
426,42
Tauropirons
547,43
J-3-186
509,43
J-3-191 NaO ONa
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503,41

J-4-92
567,50
J-9-125
Nao o) 489,5
©\A I 1 ﬁ
H
J-8-120 N T °
511,56
Cerebrokrasts
483,50
Etaftorons
579,60
Fenoftorons
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465,3

Karbatons
479,34
Metkarbatons
493,37
Etkarbatons
507,40
Propkarbatons
421,30
J- 3- 131- Na
493,43
PP-501

193




0] ONa 403,46
o) H 0
J-6-138 |
N
H
x H,0 x C,H;OH
O.__ONH, 334,42
0 0
H
J-6-93
(PP-544-NH,) |
N
H
485,59
PP-150-Na
4295
B- 5- Na
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Pielikums Nr. 9.9.

Darba izmantoto dabas vielu struktiirformulas un molekularais svars

Vielas nosaukums Formula Molekularais svars
Baikaleins 270,24
Luteolins 286,24
Miricetins o 318,24

HO O o ‘ oH
Kvercetins o 338,27

HO O 0O ‘
Kemferols O OH 286,24
Likopéns 536,87
Indol-3-karbinols 147,17

[ U‘ CHPH

N
H
Kafijskabes esteris P 284,31
N OR
OH
OH
Resveratrols o 228,24
HO O x O
OH

Ellagskabe o ol 302,19
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