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Anotacija

Otra tipa cukura diab&ts ir slimiba, kam raksturigi glikozes un lipidu metabolisma
traucgjumi. Pacientiem ar 2. tipa cukura diab&tu ir paaugstinats daudzu slimibu attistibas
risks, tai skaita kardiovaskularo. Klmiskajos petijumos pieradits, ka diab&ta komplikaciju
un citu patologiju attistiba ir saistita ar hiperglikémijas limeni asinis un glikozes
koncentracijas  samazinaSana  veicina  kardiovaskularo  notikumu  incidences
samazinasanos.

Mildronats ir karnitina biosintezes inhibitors, kas, samazinot taukskabju oksidaciju,
aizsarga miokardu iSémijas-reperfiizijas laika. Kaut gan ir zinami mildronata efekti uz
taukskabju metabolismu, tomé&r nav pétita mildronata lietoSanas ietekme uz glikozes
metabolismu. M@s noskaidrojam mildronata ietekmi uz glikozes metabolismu veselos
dzivniekos, ka arT mildronata ietekmi uz diab&ta attistibu eksperimentalaja 2. tipa diab&ta
modeli — Goto-Kakizaki (G-K) zurkas. Ta ka 2. tipa diab€ta pacientiem ir paaugstinats
aterosklerozes un miokarda infarkta attistibas risks, mes ar1 p&tijam mildronata ietekmi uz
aterosklerozes attistibu un mildronata kardioprotektiva efekta attistibas dinamiku.

P&tot mildronata lietoSanas ietekmi uz glikozes metabolismu veselos dzivniekos,
secindjam, ka tris ned€lu mildronata kurss samazina glikozes koncentraciju asinis tuksa
ddsa un stimul§ja insulina stimuléto glikozes uznemsanu izoléta peles sirds modeli in
vitro. Paaugstinata glikozes uznemsana varétu biit skaidrojama ar paaugstinato GLUT-4,
insulina receptora un piruvata dehidrogenazes kompleksa enzimu ekspresiju. G-K Iiijas
zurkas mildronata terapija samazinaja glikozes koncentraciju asinis tuk$a dusa un péc
€Sanas, samazindja aortas kontraktilitati pret fenilefrinu, bet eksperimentalaja sirds
infarkta modelt in vitro samazinaja nekrozes zonu. Mildronata terapija arl samazinaja
neiropatisko komplikaciju smagumu G-K Iinijas Zzurkas. Apolipoproteina E un zema
blivuma lipoproteinu receptora dubultnokaut (apoE/LDLR™) pelu aterosklerozes model,
mildronata lietoSana samazinaja aterosklerotisko pangu veidoSanos aorta. Mildronata
antiaterosklerotiska darbiba var€tu biit skaidrojama ar samazinata superoksida anjona
raSanos aortas un uzlabotu endotelialo NO sintézi. Mildronata ievadiSana 28 dienu kursa
veida izraisija karnitina koncentracijas samazinaSanos un GBB koncentracijas
palielinaSanos gan asins plazma, gan sirds audos. Maksimalas karnitina un GBB
koncentraciju izmainas tika sasniegtas 14. diena p&c mildronata ievadiSanas sakuma.
Eksperimentalaja sirds infarkta modeli in vitro, tika atklats, ka mildronats statistiski
ticami samazina nekrozes zonu tikai péc 14 dienu lietoSanas un pastav korelacija starp
nekrozes zonu un GBB, ka arT mildronata koncentraciju asins plazma.

legiitie zinatniska darba rezultati pirmo reizi parada, ka mildronats regulé glikozes
metabolismu un ar to saistito génu ekspresiju, ka arT samazina aterosklerotisko bojajumu
attistibu. Bez tam, rezultati lauj secinat, ka nepiecieSama 14 dienu mildronata terapija, lai
attistitos statistiski ticams mildronata kardioprotektivais efekts, kas neziid uz 2. tipa
diabéta fona. Balstoties uz ieglitajiem rezultatiem, varam secinat, ka mildronata lietoSana
2. tipa cukura diab&ta pacientiem ar citam kardiovaskularajam slimibam var&tu mazinat
ar 2. tipa diabéta saistito kardiovaskularo slimibu attistibu.

Atslegvardi: mildronats, karnitins, GBB, 2. tipa cukura diabé&ts, ateroskleroze,
iSémija-reperfuzija, metabola terapija.



Abstract

Type 2 diabetes mellitus is a metabolic disease that is associated with impaired
glucose and lipid metabolism. Patients with type 2 diabetes are at elevated risk for a
number of serious health problems, including, cardiovascular diseases. In clinical studies
it has been shown that the incidence of many of these outcomes is directly associated
with the degree of hyperglycemia and reduction of blood glucose level decrease
incidence of cardiovascular events.

Mildronate, an inhibitor of carnitine biosynthesis, exerts cardioprotective action
trough inhibition of fatty acid oxidation. However, its influence on glucose oxidation and
pathways of cellular energy metabolism has not been studied before in details. We
investigated effect of mildronate treatment on glucose metabolism in healthy animals and
on development of diabetes in experimental model of type 2 diabetes mellitus - Goto-
Kakizaki (G-K) rats. Since type 2 diabetes patients have increased risk of atherosclerosis
and acute myocardial infarction, we also investigated the influence of mildronate
administration on development of atherosclerosis in experimental model of
atherosclerosis and dynamics of onset of cardioprotective effect.

During the investigations of mildronate effects on glucose metabolism in healthy
animals we found for the first time that mildronate three week treatment decreased blood
glucose level at fasted state and increased insulin stimulated glucose uptake in isolated
mouse heart in vitro. Increased glucose uptake could be explained by elevated expression
of GLUT-4, insulin receptor and pyruvate dehydrogenase complex enzymes. In G-K rats
mildronate treatment decreased blood glucose level in fasted and fed state, reduced
sensitivity of aortic rings to phenylephrine and decreased size of necrosis zone in
experimental model of heart infarction in vitro. Moreover, mildronate administration
reduced the severity of neuropathic complications in G-K rats. Mildronate treatment
reduced formation of atherosclerotic lesions in aortas of apolipoprotein E and low density
lipoprotein receptor double knockout (apoE/LDLR™) mice. We suggest that
antiatherosclerotic mechanism of mildronate could involve inhibition of production of
superoxide anion in aorta and stimulation of endothelial NO synthesis. Mildronate
administration for 28 days decreased concentration of carnitine and increased
concentration of GBB in both, plasma and heart. Plato concentrations of GBB and
carnitine were reached on the 14th day of mildronate treatment. In experimental model of
heart infarction in vitro, we showed that statistically significant decrease of necrosis zone
was observed only after 14 days of mildronate treatment and correlations between the
size of necrosis zone and GBB as well mildronate concentration in plasma were found.

In conclusion, obtained results for the first time give evidence that mildronate
regulates glucose metabolism and related gene expression, possesses antiatherosclerotic
effect. In addition, we found that at least 14-day mildronate treatment is needed for
achievement of anti-infarction effect that is also present in experimental model of type 2
diabetes. These findings indicate that the mildronate treatment could be beneficial in
diabetes patients with other cardiovascular diseases.

Keywords: mildronate, carnitine, GBB, type 2 diabetes, atherosclerosis, ischemia-
reperfusion, metabolic therapy
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Darba struktiira un apjoms
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Ievads

Otra tipa diabéts ir slimiba, kam raksturigi glikozes un lipidu metabolisma
trauc€jumi. Aprekinats, ka diab&ts ir vairak neka 150 miljoniem cilvéku pasaulé un no
tiem vairak neka 90% sastada 2. tipa cukura diab&ts. Tiek prognozets, ka Ilidz 2025.
gadam 2. tipa diab&ta pacientu picaugums biis 1idz pat 380 miljoniem, kas galvenokart
saistits ar progresivaku diagnostikas metozu attistibu, ka ar1 pieaugoso neveseliga dzives
veida piekopsanu.

Pacientiem ar 2. tipa diab&tu ir paaugstinats daudzu slimibu, taja skaita
kardiovaskularo, attistibas risks. P&tijumi pieradijusi, ka 2. tipa diab&a pacientiem
ateroskleroze attistas distalajos koronarajos asinsvados un §is process norit daudz atrak
neka pacientiem bez diabéta, jo paaugstinata glikozes koncentracija asinis ir izmainijusi
asinsvadu endot€lija Stinu sp&ju aizkavét imunokompetento S$iinu migraciju asinsvada
sienina, kas, savukart, veicina asinsvadu iekaisuma attistibu ar sekojosu aterosklerotisko
bojajumu veidoSanos asinsvados. Aterosklerotiskie asinsvadu bojajumi samazina
koronaro art€riju lumenu un var izsaukt sirds iS€misko slimibu, stenokardiju vai akiitu
miokarda infarktu (AMI). Bez tam 2. tipa cukura diab&tam ir raksturiga paaugstinata
brivo taukskabju koncentracija asinis, kas savukart veicina to oksidaciju miokarda, bet,
ka secinats daudzos pétijumos, tad paaugstinats taukskabju metabolisms iS€mijas laika
veicina plasaku bojajumu attistibu. Klinika konstatets, ka diab&ta komplikaciju un citu
patologiju attistiba ir saistita ar hiperglikémijas Iimeni asinis un glikozes koncentracijas
samazinasana veicina kardiovaskularo komplikaciju un slimibu attistibas samazinasanos.
Diabgta terapija parasti tiek balstita uz asins glikozes Iimena samazinasanu, ko var panakt
stimul&jot insulina sekréciju no Langerhansa salinam (sulfonilurinvielas atvasinajumi) vai
veicinot glikozes transportu Stina (biguanidina atvasinajumi). P&dgja laika arvien
popularakas kliist zalu vielas, kas, ietekm&jot $tinas metabolismu, izsauc izmainas enzimu
ekspresija, kas tiesi iesaistiti lipidu un oglhidratu metabolisma. Pie §is grupas zalu vielam
pieskaita peroksisomu proliferaciju aktivéjoSo receptoru (PPAR) un aknu X receptoru
(LXR) agonistus. So vielu ievadiSana veicina taukskabju koncentracijas samazinasanos
asints, jo intensific€ taukskabju B-oksidaciju muskulos vai tauku uzkrajumu veido$anos

adipocitos un insulina jutibas paaugstinasanos, kas savukart veicina glikozes asins
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koncentracijas samazinasanos. Pieradits, ka LXR agonisti ne tikai palielina organisma
jutibu pret insulinu un pazemina asins glikozes koncentraciju, bet ari, regul&jot
holesterina metabolismu, samazina aterosklerozes attistibu.

Nereti energijas metabolisma regulatori tiek lietoti, lai mazinatu i$€mijas
reperfuzijas izsauktos bojajumus sirdi. Klinika tiek lietoti preparati (trimetazins un
ranolazins), kas, miokarda inhibgjot B-oksidaciju un veicinot glikozes metabolismu,
aizsarga miokardu pret iS€mijas-reperflizijas izraisitajiem bojajumiem. Lidzigi ari
mildronats inhib& taukskabju B-oksidaciju, tomér ir maz eksperimentalu pieradijumu par
mildronata ietekmi uz glikozes metabolismu.

Mildronats ir karnitina biosintezes inhibitors, kas, samazinot taukskabju oksidaciju,
aizsargd miokardu iS€mijas-reperfuzijas laika. Kaut gan ir zinami mildronata efekti uz
taukskabju metabolismu, tomér nav pétita mildronata lietoSanas ietekme uz glikozes
metabolismu. M@s pét;jam mildronata ietekmi uz glikozes metabolismu veselos
dzivniekos, ka arT mildronata ietekmi uz diab&ta attistibu eksperimentalaja 2. tipa diab&ta
modeli — Goto-Kakizaki (G-K) zurkas. Ta ka 2. tipa diab€ta pacientiem ir paaugstinats
aterosklerozes un miokarda infarkta attistibas risks, més ar1 p&tijjam mildronata ietekmi uz

aterosklerozes attisttbu un mildronata kardioprotektiva efekta attistibas dinamiku.
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Darba merkis un uzdevumi

Darba mérkis: noskaidrot mildronata lietoSanas ietekmi uz glikozes metabolismu un

diabéta attistibu, ka ar1 izpetit ta lietosanas ietekmi uz biezak sastopamajam ar diab&tu

saistitajam kardiovaskularajam slimibam (aterosklerozi un miokarda infarktu).

Darba uzdevumi:

1.

2.

Izpétit mildronata akiitas un hroniskas lietoSanas ietekmi uz glikozes
metabolismu ICR pel@s.

Noskaidrot mildronata  lietoSanas ietekmi uz diab&ta attistibu
eksperimentalaja 2. tipa cukura diab&ta modeli — G-K linijas Zurkas.

Izpétit mildronata lietoSanas ietekmi uz aterosklerozes attistibu
eksperimentalaja aterosklerozes modeli — apoE/LDLR™ pel&s un noskaidrot
iesp&jamos mildronata antiaterosklerotiskos darbibas mehanismus.
Noskaidrot mildronata kardioprotektiva efekta attistibas dinamiku
eksperimentalaja sirds infarkta modeli in vitro un noskaidrot ta saistibu ar

karnitina un GBB koncentraciju izmainam plazma un sirds audos.
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Literaturas apskats

Mildronats un ta darbtbas mehanismi

Mildronats, (3-(2,2,2-trimetilhidrazinija)propionats), pirmo reizi tika sintez&ts
Latvijas Organiskas sint€zes institita pirms vairak ka 20 gadiem (Eremeev et al., 1984,
US patent 4481218). Klinika mildronats tiek lietots ka kardioprotektivs un antiiseémisks
lidzeklis (Sjakste and Kalvinsh, 2006). Mildronata kardioprotektivais darbibas
mehanisms pamatojas uz taukskabju metabolisma inhib&Sanu, kas, domajams, izraisa
miokarda parslégsanos uz glikozes metabolismu, kam i§€mijas laika nepiecieSms mazak
skabekla ATP producéSanai (Dambrova et al., 2004). Petijumos paradits, ka mildronats
paaugstina glikozes oksidacijas atrumu hipoksijas apstaklos izoléta zurkas sirdi (Asaka et
al., 1998). Tapat konstatets, ka mildronata ietekmé samazinas laktata koncentracija, ka ari
acetil-CoA/CoA daudzumu attieciba un paaugstinas ATF saturs Zurku audos p&c kreisas
koronaras artérijas nosieSanas (Hayashi et al., 2000b; Kirimoto et al., 1996). Mildronats
inhibé taukskabju oksidaciju (Simkhovich et al., 1988), jo samazina karnitina
koncnetraciju $iina un tapéc karnitina palmitoiltransferaze-1 (CPT-1) vairs nespgj aktivet
pietieckami daudz taukskabju B-okisdacijai. Mildronats samazina karnitina koncentraciju,
inhibgjot y-butirobetaina (GBB) hidroksilazi, enzimu, kas aknas, nierés un s€klinieka
piedekli, hidroksiljot karnitina priekSteci GBB, veic karnitina sintézi (Simkhovich et al.,
1988). Pieradits, ka mildronats ir GBB hidroksilazes konkur&josais inhibitors (Spaniol et
al., 2001). Karnitina sintézes inhibicija izraisa ta koncnetracijas samazinasnos gan asins
plazma, gan pargjos audos (Hayashi et al., 2000c; Kuwajima et al., 1999; Tsoko et al.,
1995; Dhar et al.,, 1996); paraléli kanrnitina koncnetracijas samazinajumam, tika
konstatéta GBB koncentracijas palielinaSanas (Akahira et al., 1997). Savukart velakie
pétijumi paradija, ka mildronats, ne tikai inhib& karnitina sint€zi, bet ari traucg ta
reabsorbciju nieru kanalinos (Kuwajima et al., 1999), kas vél vairak samazina karnitina
daudzumu organisma. Karnitina koncnetracija audos var biit 1idz pat 60 reiz€m augstaka
neka plazma; augsto koncnetraciju starpibu nodroSina transportmolekulas, kas veic
karnitina parneSanu no plazamas uz intracelularo telpu (Lango et al., 2001). Pieradits, ka

mildronats kavé ar1 karnitina transportu pelu muskulu $itnas pe&c nekonkurenta
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mehanisma (Georges et al., 2000). ST pétnieku grupa ari konstatgjusi mildronata iedarbibu
gan uz augstas, gan zemas aktivitates transporta proteiniem. Lidzigi rezultati iegtiti art
petijuma, kas veikts ar zurku miocitu un fibroblastu §inam (Kuwajima et al., 1999).
Grube et al., savos pétijumos paradija, ka mildronats varétu inhib&t karnitina iekltiSanu
suna tieSi caur OCTN2 transportmolekulu (Grube et al., 2006). Pavisam nesen tika
atklats, ka mildronats inhib& mitohondrialas karnitina/acilkarnitina transportmolekulas
darbibu. Sis enzims nodrosina acilkarnitinu ieklGi§anu mitohondrija, savukart ta darbibas
inhib&Sana ar1 varétu inhib&t tauskskabju iekliiSanu mitohondrija un talaku oksidaciju
(Oppedisano et al., 2008).

Ekperimentalajos sirds mazsp&jas modelos pieradits, ka mildronats samazina
letalitati, kas radusies sirds mazsp&jas komplikaciju dél un novér§ kreisa kambara
,remodelingu” (Hayashi et al., 2000a). Mehanisms, kas nodroSina pozitivos efektus tiek
skaidrots ar mildronata terapijas rezultata palielinajuSos heksokinazes I (HK I) aktivitati
zurku sirds audos (Yonekura et al., 2000). Ta ka HK I ir viens no atrumu noteicoSiem
enzimiem glikolizes procesa, tad fermenta aktivéSana un ekspresija nodroSina paatrinatu
glikozes izmantoSanu ATF razoSanai. Interesanti, ka mildronats palielina ari
sarkoplazmatiska retikuluma Ca’"-ATPazes (SERCA-2) koncentraciju un aktivitati
(Yonekura et al, 2000), aktivgjot kalcija atpakaluzstkSanas procesus sirds

sarkoplazmatiskaja retikuluma diastoles laika (Hayashi et al., 2000a).

Sirds energijas metabolisms

Sirds energijas metabolisms normalos apstaklos

Lai nodro$inatu normalu funkcion&s$anu, sirds energijas iegiSanai izmanto dazadus
energijas substratus: brivas taukskabes, oglhidratus, aminoskabes un ketonvielas (Kantor
et al., 2000), tom&r normoksijas apstaklos lielaka dala (60-90%) energijas tiek iegita
taukskabju okisdacijas rezultata, pargjie 10—40% tiek iegiiti okisdgjot glikozi vai
glikolizes produktus — piruvatu vai laktatu. Sirds energijas avoti var mainities dazadu
faktoru ietekmé, ko nosaka atbilsto$a energijas avota pieejamiba, vecums, dazadas
patologijas un nepiecieSamais energijas daudzums (Sambandam and Lopaschuk, 2003).
Piem&ram, embrija un jaundzimusa sirdi ka galvenie energijas avoti tiek izmantoti
glikoze un laktats (Lopaschuk et al., 1992). Pieradits ar1, ka aktivas fiziskas slodzes laika
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palielinas no glikozes iegiita ATP 1patsvars miokarda (Young et al., 1999). BadoSanas
laika asints palielinas ketonvielu un laktata koncentracija, tapec Sin1 perioda lielako dalu
ATP kardiomiociti sintez€ no ketonvielam un laktata (Jeffrey et al., 1995).

Metabolisma procesa dehidrogenazes, kas iesaistitas taukskabju p-oksidacija,
glikolize, piruvata oksidacija un Krebsa cikla, veic NAD un FAD reduc&$anu par to
reducétajam formam (NADH ™ un FADH,). FADH, un NADH  nogada elektronus
elposanas kédes kompleksiem, kas atrodas uz mitohondrija iek$€jas membranas.
Elektrona parnese izsauc protona izspieSanu no mitohondrialas matricas, skabekla
saistiSanu un ATP sintézi no ADP un neorganiska fosfata oksidativas fosforilacijas
rezultata. Tada veida notiek energijas parnese no taukskabju, glikozes un laktata
oksidacijas uz elposanas kédi, kur tiek piesaistits skabeklis un oksidativas fosforilacijas
rezultata veidojas ATP (Stanley 2004). Oksidativas fosforilacijas rezultata normala sirds
energijas metabolisma apstaklos tiek iegita lielaka dala (95%) Stinas ATP, atlikusie 5%
tiek ieguti no glikolizes un GTP no citronskabes cikla. Sirds audos ir sam&ra zema ATP
koncentracija (5 pmol/g masas) un liels ta hidrolizes atrums (0.5 pmol*g masas™*s™),
tada veida sirds ATP, ja tas netiktu visu laiku resintezets, izsiktu 10 sekunzu laika
(Stanley et al., 2005). Lielaka dala (60—70%) ATP sirdij nepiecieSsami sirds kontrakciju
nodros$inasanai, bet atlikusie 30-40% tiek izmantoti galvenokart jonu stiknu un SERCA-2
darbibas nodrogina$anai, kas nodrogina Ca’" transportu atpaka] sarkoplazmatiskaja
retikuluma sirds diastoles laika (Gibbs 1978, Suga 2003). Vesela sirdi oksidativas
fosforilésanas atrums tiek saskanots ar ATP hidrolizes atrumu, kas nodroSina nemainigu
ATP koncentraciju gan fiziskas aktivitates un kateholaminu iedarbibas, gan atputas laika
(Balaban et al., 1986; Heineman and Balaban, 1990).

Oglhidratu metabolisms miokarda

Vesela miokarda oglhidratu oksidacija (glikozes un laktata) nodroSina vidgji 10—
40% no nepieciesama ATP daudzuma (Stanley et al., 1997). Kardiomioctti aktivi
ekspresé glikozes transportmolekulas (GLUT-1 un GLUT-4), kas nodroSina augstu
glikozes uznpemsSanas sp&ju no ekstracelularas telpas (Stanley et al., 1997; Young et al.,
1999). GLUT-1 dominé miokarda lidz dzimSanai, bet péc piedzimSanas ta ekspresija
samazinas. Gluzi pretgji norit GLUT-4 ekspresija (Santalucia et al., 1992), kura palielinas
péc dzemdibam un ir galvena glikozes transportmolekula pieaugusa cilvéka miokarda un
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parasti GLUT-4/GLUT-1 ekspresijas attieciba ir 3/1 (Santalucia et al., 1999). GLUT-1 ir
insulin-neatkariga glikozes transportmolekula, kas nodrosina bazalo glikozes uznemsanu.
Savukart GLUT-4 ir insulin-atkariga transportmolekula, kuras ekspresija ir atkariga no
dazadiem faktoriem, pieméram, GLUT-4 ekspresiju var pastiprinat insulina stimulacija,
AMP aktivéta proteinu kinaze (AMPK) aktivacija, liela slodze vai iS€mija (Russell et al.,
1999; Young et al., 1997; Young et al., 2001). Glikozei nonakot $iina, to aktivizé enzims
heksokinaze I (HK 1), sintez€jot no glikozes tas aktivéto formu — glikozes-6-fosfatu, $1
reakcija kardiomiocitos ir neatgriezeniska, jo tie neeskpresé glikozes-6-fosfatazi (de Jong
and Hiilsmann 1970). Talak glikozes 6-fosfats var iesaistities tris dazados metabolisma
celos: glikolizg, ribozes cela vai arT glikogéna sintéze. Glikogéna koncentracija sirdT ir
saméra zema (30 umol/g), salidzinot ar citiem muskuliem, kuros glikogéna koncentracija
vidgji sastada ~150 pumol/g (Botker et al., 1994). Sirds glikogéna koncentracija var
palielinaties substrata koncentracijas palielinaSanas vai hiperinsulin€mijas gadijuma
(Laughlin et al., 1992). Glikogéna uzkrajumi tiek izmantoti adrenergiskas stimulacijas,
ATP koncentracijas samazinasanas, iS€mijas vai intensivas fiziskas slodzes gadijuma
(Goodwin and Taegtmeyer 2000; Stanley et al., 1992). Glikolizes rezultata no glikozes 6-
fosfata un NAD veidojas divas ATP un divas piruvata molekulas un viena NADH"
molekula. Talak piruvats un NADH' tiek transport&ti uz mitohondrijem, kur notiek ATP
sint€ze, vai piruvats var tikt reducéts par laktatu un NAD (Giordano 2005). Laktatu
vesels miokards aktivi uzpem no ekstracelularas telpas (Kaijser and Berglund 1992).
Oksidativa glikolize un laktata oksidacija nodroSina piruvata produc€Sanos citosola;
normalos apstaklos no abiem iepriekSminétajiem celiem tiek ieglits vienads piruvata
daudzums (Stanley et al., 1997). Talaku piruvata oksidaciju veic mitohhondrijos esoSais
piruvata dehidrogenazes (PDH) komplekss. Piruvata oksidacijas rezultata veidojas acetil-
CoA, NADH" un CO.,. legiitais acetil-CoA iesaistas Krebsa cikla, bet NADH' tiek
iesaistits elpoSanas kede.
Lipidu metabolisms miokarda

Miokards ka taukskabju avotu galvenokart izmanto plazmas brivas taukskabes, kas
tiek transport€tas asins pliisma, saistijusas pie plazmas albuminiem. Tas nodroSina vidgji
no 75-80% no miokardam nepiecieSsama lipidu daudzuma, atlikuSo taukskabju dalu
miokards iegiist no lipoporteinu trigliceridu hidrolizes (Kodde et al., 2007). Brivo
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taukskabju koncentracija asins plazma parasti ir robezas no 0.2-0.8 mM, bet to
koncentracija var palielinaties badosanas laika, bet péc &Sanas, kad ir augsta insulina
koncentracija, brivo taukskabju koncentracija samazinas (Lopaschuk et al., 1994a).
Paaugstinatu brivo taukskabju koncentraciju var noveérot péc akiita miokarda infarkta un
sirds kirurgijas (Lopaschuk et al., 1994b), ka arT péc noradrenalina ievadiSanas (Fraser et
al., 2003). Brivo taukskabju uznemsana sirdi pastiprinas fiziskas slodzes gadijuma, bet
tick nomakta hiperglikémijas vai hiperinsulin€mijas gadijuma (Pilz and Mairz 2008).
Brivas taukskabes kardiomiocitos nonak caur specialam transportmolekulam vai pasivas
difuzijas veida (Bonen et al., 2007; Kampf et al., 2007). Nonakot $tuna, taukskabes tiek
aktiveétas, veidojot attiecigos taukskabju acil-CoA; pieradits, ka brivo taukskabju
aktivacija var notikt jau to transport€Sanas bridi caur plazmatisko membranu, jo
taukskabes aktivejoSais enzims ir saistits ar transportproteinu (Schaffer 2002). Aktivétas
taukskabes talak var tikt esterificetas trigliceridos, veidojot Stnas trigliceridu uzkrajumus
vai CPT-1 ietekme tas var tikt konjugetas ar karnitinu, veidojot attiecigas taukskabes
acilkarnitinu. Petijumos pieradits, ka, ievadot [“C] vai [’H] oleatu vai palmitatu veselu
cilveéku, pacientu ar koronaro slimibu un lielo dzivnieku sirds koronaraja asinspliisma, 70
— 90% no tam momentani tick metabolizétas un izdalas venozaja asinspliasma ka '*CO,
vai *H,0 (Chandler et al., 2003; Chavez et al., 2003; Wisneski et al., 1987). Tas pierada,
ka 70-90% no uznemtajam taukskabeém tiek konjug€tas ar karnitinu un oksid&tas, bet
pargjie 10-30% no uzpemtajam taukskabeém tiek konjug€tas ar glicerinu veidojot
triacilglicerolus (Saddik and Lopaschuk 1992), kas nepiecieSamibas gadijuma islaicigi
var kompensét taukskabju uznemsanas trauc&jumus (Van der Vusse et al., 2002).
Taukskabju B-oksidacija galvenokart norit midrohondrijos un neliela taukskabju
dala tiek metabolizéta peroksisomas (Asayama et al., 1999). Taukskabju oksidacijas
produkti ir NADH', FADH, un acetil-CoA. Acetil-CoA talak tiek iesaistits un
metabolizéts Krebsa cikla. Ta ka garo k&zu taukskabju acil-CoA nav spgjigs, ieklit
mitohondrija, tad tas tiek attiecigi konjugets ar karnitinu veidojot attiecigo acilkarnitinu.
So reakciju veic mitohondrija aréja membrana lokalizéts enzims CPT-1. P&cak
acilkarnitinu karnitina aciltranslokaze transporté mitohondrija, vienlaicigi iznesot ara no

mitohondrija vienu molekulu karnitina. Visbeidzot karnitina palmitoiltransferaze-2 (CPT-
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2) acilkarnitinu, atSkelot karnitinu un konjuggjot ar CoA, sintez€ acil-CoA, kas talak tiek
iesaistits B-oksidacija (Kodde et al., 2007).
Karnitins un ta loma sirds energijas metabolisma

Karnitinu vairak ka pirms 100 gadiem atklaja R. Krimbergs, kopa ar kolégiem no
muskuliem izol&jot vielu — L-B-hidroksi-y-N-trimetilaminosviestskabi (Gulewitsch and
Krimberg 1905). Vards “karnitins” ir atvasinats no caro jeb carnis, kas latimu valoda
nozim¢& gala. Karnitina ktmiska struktiira tika atklata p&c 22 gadiem (Tomita and Sendju
1927).

Karnitinu sintez€ y-butirobetaina hidroksilaze, hidroksilgjot karnitina prieksteci
GBB. ST sintéze notiek aknas, nierés un séklinieka piedeklt, ka ar1 karnitins tiek uznemts
ar partiku, galvenokart galas produktiem (Hoppel 2003). Cilveka organisms vidgji satur
16 g karnitina, no kuriem lielaka dala (~98%) lokalizeéta skeleta muskulos un sirdi.
Kopgja karnitina plazmas koncentracija parasti ir robezas no 42-85 uM, bet briva
karnitina — no 35-70 uM. Savukart karnitina koncentracija miokarda ir vidgji 4.2 pmol/g,
kas ir tris reizes vairak ka skeleta muskulos. Karnitina transportu no plazmas uz
kardiomiocitu Stinam nodroSina transportmolekulas (Lango et al., 2001). Karnitins
glomerularas filtracijas procesa tiek atfiltréts no asinim, tomér vairak ka 95% karnitina
tiek reabsorbéti nieru kanalinos (Hoppel 2003).

Karnitina galvena loma organisma ir nodrosinat garo k&zu taukskabju transportu
caur mitohondriju dubultmembranu. Garo kézu taukskabju transportu nodrosina karnitina
paltmitoil transferazu komplekss. Pirmais enzims Saja kompleksa ir mitohondrija argja
membrana lokalizétais CPT-1, kas atSkel CoA no acil-CoA un konjugé taukskabes
atlikumu pie karnitina hidroksilgrupas. Nakosais §1 kompleksa enzims (acilkarnitina
translokaze) transporté acilkarnitinu caur mitohondrija membranu, vienlaicigi no
mitohondrija iznesot vienu molekulu karnitina. AtSkelot karnitinu un konjuggjot to atkal
ar CoA, B-oksidacijai taukskabes aktivé tresais §1 kompleksa enzims (CPT-2), kas ir
lokaliz&ts mitohondrija ieksgja membrana (Kodde et al., 2007).

Ir atrasts, ka karnitins un acetilkarnitins nelielas devas, stimulgjot taukskabju
metabolismu mitohondrijos, aizkavé brivo taukskabju, ka ari acil-CoA uzkrasanos
(Lango et al.,, 2001). Savukart lielas devas L-karnitins veicina glikozes oksidéSanu

(Broderick et al., 1992; Ferrari et al., 2004). Karnitins regulé ka garkézu taukskabju
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transportu mitohondrijos, ta arT samazina acetil-CoA/CoA attiecibu un lidz ar to palielina
PDH kompleksa aktivitati (Broderick et al., 1992; Ferrari et al., 2004). Bez tam liela
koncentracija karnitins kavé taukskabju aktivéSanu mitohondrijos — acilkarnitina
parversanu par acil-CoA, ka rezultata tiek kavéts, nevis veicinats taukskabju metabolisms
(Broderick et al., 1995). Tas nozimg, ka karnitinam ir butiska loma ne tikai garkézu
taukskabju oksidacija, bet art ta kavéSana un oglhidratu metabolisma veicinasana.
Tadgjadi karnitina koncentracijas izmainas lauj tieSi modulét energijas iegtSanas
procesus audos, ietekméjot taukskabju un glikozes Ipatsvaru ATF sint€zes nodrosinasana.
Tomeér jasaka, ka ne tikai karnitins regulé miokarda energijas metabolismu un ir aprakstiti
daudz citu mehanismu, kas nodroSina Iidzsvaru starp lipidu un glikozes metabolismu
miokarda.
Miokarda energijas substratu metabolisma regulacija

Sirds izmanto vairakus energijas substratus un tie var mainities atkariba no sirds
veikta darba, fiziologiska stavokla vai dazadu hormonu ietekmé, pieméram, insulina.
Energijas substrata metabolisms tick reguléts, aktivéjot vai inhib&jot attiecigajam
metabolisma celam nepiecieSamos enzimus vai transportmolekulas. Parasti So
metabolismam nepiecieSamo enzimu inhibiciju vai aktivaciju nodro$ina ta pasSa vai cita
metabolisma cela produkti vai substrati (Kodde et al., 2007). Pieradits, ka pastav
lidzsvars starp glikozes un taukskabju metabolismu, respektivi, aktiva taukskabju
oksidacija nomac glikozes un laktata uzpemSanu $iina un to metabolismu, savukart
glikozes metabolisma pastiprinaSanas nomac taukskabju oksidaciju (Calvani et al., 2000).

Malonil-CoA ir nozimigs taukskabju oksidacijas regulators, kas inhibeé CPT-1
darbibu. Malonil-CoA koncentracijas paaugstinaSanas gadijuma samazinas taukskabju
oksidacija, savukart samazinoties malonil-CoA koncentracijai taukskabju koncentracija
aktivéjas. Malonil-CoA sintézi veic acetil-CoA karboksilaze (ACC) no acetil-CoA un
CO; (Folmes and Lopaschuk 2007). Pieradits, ka insulina un glikozes ievadiSana
paaugstina malonil-CoA koncentraciju (Bavenholm et al., 2000; Saha et al., 1999), kas
inhibé CPT-I un sekojoSi ar1 taukskabju [-oksidaciju, intensificgjot oglhidratu
metabolismu.

Nozimigs faktors glikozes metabolisma regulacija ir ar1 fosfofruktokinaze (FFK-I).
Palielinot taukskabju koncentraciju, atbilsto$i palielinas to metabolisms un viena no
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taukskabju metabolitiem — citrata koncentracija, kas savukart ir spécigs FFK-I inhibitors
(Stanley et al., 1997). Lidz ar to, palielinats taukskabju daudzums samazina FFK-I
aktivitati. Bez tam $aja gadijuma ir samazinata ari PDH aktivitate sirdi. Ir atrasts, ka
kopuma hiperlipidémija var samazinat glikozes oksidativo metabolismu pat [1dz 50%, no
kuriem 20% ir augstas citrata koncentracijas rezultata kaveta FFK-I aktivitate (Carvajal et
al., 2003).

Ka jau iepriek$s tika minéts, glikozes metabolisma svarigs posms ir piruvata
degradacija par acetil-CoA, ko veic PDH kompleksa enzimi. PDH komplekss ir aktivs, ja
PDH kinaze ir defosforiléta, savukart, ja ta tiek fosforileta, PDH kompleksa aktivitate
samazinas (Hansford and Cohen 1978). PDH fosfatazi aktivé Ca”" un Mg”" klatbiitne, ka
arl acetil-CoA/CoA un NADH'/NAD attiecibas palielinasanas, savukart tas aktivitati
bremz€ piruvats un ADP (Stanley 2004). Jaatzimé, ka taukskabju un piruvata oksidacijas
rezultata rodas tie pasi produkti (NADH" un acetil-CoA) un oksidacijas reakcijas tiek
izmantoti tie pasSi substrati (NAD un brivais CoA). Intensiva taukskabju oksidacija
palielina mitohondrialo NADH" /NAD un acetil-CoA/briva CoA attiecibu, kas savukart
veicina PDH kinazes fosforiléSanos un piruvata oksidacijas inhibiciju (Hopkins et al.,
2003). Savukart, inhib&jot taukskabju B-oksidaciju, samazinas mitohondriala attieciba
starp NADH' /NAD un acetil-CoA/briva CoA un notick PDH kinazes defosforilizacija
un glikozes un laktata oksideéSanas aktivitates palielinasanas.

Sirds energijas metabolisms iS€mijas un reperfizijas apstaklos

Sirds energijas metabolisms i$€mijas apstaklos ir atkarigs no i$€mijas smaguma
pakapes (Calvani et al., 2000). Pilniga asins plismas partrauksana izsauc ATP un
sekojosi ar1 kreatinfosfata (CrP) koncentracijas samazinaSanos, laktata, ADP un
adenozina uzkrasanos, glikogéna noardiSanos un kontraktilo disfunkciju (Jani and
Bermann 2006). Miokarda i§€mija inhibeé PDH kompleksa darbibu, kas varétu bt saistita
ar ta darbibas produktu (NADH" un acetil-CoA) uzkraganos, jo tie vairs netiek iesaistiti
elposanas kédé vai Krebsa cikla (Calvani et al., 2000). 20-30 min laika no iS€mijas
sakuma palielinas brivo taukskabju koncentracija, kas saistita ar membranas fosfolipidu
noardiSanos. Novero ar nelielu un 1slaicigu acil-CoA koncentracijas palielinasanos un

acilkarnitina koncentracijas samazinasanos (Van der Vusse et al., 1992).
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Sirds energijas metabolisms mainas ari pie nelielam i$€mijam, kas pilnigi
nepartrauc skabekla padevi sirds muskulim. Samazinot asinsplismu par 20-30%,
samazinas sirds kontraktila funkcija, kas saistita ar ATP un CrP samazinasanos, palielinas
glikolize, ka arT laktats vairs netiek uznemts no ar¢jas vides, bet tiek aktivi sintez&ts pasa
miokarda (Calvani 2004). Ka vieglas ta ari smagas i$€mijas gadijuma taukskabju
oksidacija samazinas, bet arvien paliek svarigs energijas avots (Calvani et al., 2000).
Inhibétas B-oksidacijas rezultata Stina sak uzkraties garkézu acil-CoA un acilkarnitins,
kas iesp&jams, savas amifilo Ipasibu dél, var Skidinat mitohondriju un $iinas membranu
(Hayashi et al., 2000c). Samazinatais mitohondrialais oksidativais metabolisms veicina
anaerobo glikolizi, kas kliist par galveno ATP avotu (Calvani et al., 2000).

Atsakoties skabekla padevei miokardam aktivéjas Krebsa cikls un atjaunojas ATP
produkcija (Lerch et al., 1992). ATP koncentracijas atjaunoSanas, veicina sirds
kontraktilas funkcijas atjaunoSanos. Reperfuzijas laika 90% energijas miokards iegiist no
lipidu metabolisma (Saddik and Lopaschuk 1992). Taukskabju metabolismu stimulé art
paaugstinata brivo taukskabju koncentracija plazma, ko veicinajusi hormonu (adrenalina
un noradrenalina) lipolizes stimulacija adipocitos (Lopaschuk et al., 1994). Taukskabju
metabolismu veicina arT samazinata malonil-CoA koncentracija, kas vairs neinhibé CPT-I
darbibu (Kudo et al., 1995). Samazinata malonil-CoA koncentracija rodas saistiba ar
iS8mijas rezultata aktivéjusos AMPK, kas inaktivé ACC (Towler and Hardie 2007).
Reperfuzijas laika nemainas malonil-CoA dekarboskilazes aktivitate, kas samazina
malonil-CoA koncentraciju un tadejadi veicina taukskabju metabolismu. Pieradits, ka
AMPK aktivacija iS€mijas laika izsauc GLUT-4 translokaciju membrana un veicina
glikozes uznemsanu (Musi and Goodyear 2003). AMPK aktivacija stimulé glikolizi,
fosforilgjot fosfofruktokinazi-II (FFK-II), kas paaugstina fruktozes—2,6—difosfata
koncentraciju, kas savukart stimulé FFK-I (Marsin et al., 2000). Augsta glikolitiska
aktivitate un zema oksidativa glikolize uz augsta taukskabju oksidacijas fona veicina
acidozes attistibu (Folmes et al., 2005).

Intracelulara acidoze tiek reduc€ta izmantojot vairakus mehanismus, kas ieklauj
Na" un H' transportmolekulu (Karmazyn 2001) un Na“ un HCOj transportmolekulu
(Sterling and Casey 2002). Abi $ie mehanismu veicina Na“ uzkraSanos §iinds, kas

iedarbina Na"/Ca®" transportmolekulu (Komuro and Ohtsuka 2004). Tas izsauc parlicku
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lielu kalcija koncentraciju $iina, kas var izpausties ka aritmijas, bet talak izraisit apoptozi
un nekrozi. Gan i$§€mijas, gan reperfiizijas laika ir paaugstinata vajadziba pec ATP, jo
nepiecieSama energija jonu disbalansa regulacijai, kas samazina ATP energijas
izmantoSanu kontraktilajai funkcijai (Liu et al., 1996).

Balstoties uz iepriek$ aprakstitajam biokimiskajam izmainam miokarda is€mijas —
reperfuzijas laika, varam secinat, ka i$€mijas — reperfuzijas perioda biitu lietderigi
nomakt taukskabju oksidaciju un veicinat glikozes metabolismu, jo tas novérstu
taukskabju metabolisma toksisko produktu uzkrasanos un reperfiizijas laika tas

neveicinatu kalcija uzkrasanos $tina.

Energijas metabolisma regulicijas iespéjas
Sirds iSemijas gadijuma
Ka tika minéts iepriek$¢ja nodala, tad, inhibgot taukskabju metabolismu un
veicinot glikozes metabolismu miokarda, ir iesp&jams to pasargat no iS€mijas —
reperfiizijas izsauktajiem bojajumiem. Glikozes metabolismu stimulé glikozes, insulina,
un kalija (GIK), ka dihloracetata (DHA) ievadiSana. Taukskabju metabolismu iesp&jams
samazinat inhib&ot to metabolisma iesaistitos enzimus vai samazinot to plazmas

koncentraciju.
Glikozes metabolisma stimulatori

Glikoze, insulins un kalijs

Pirmie méginajumi mainit miokarda metabolismu i$€mijas laika tika veikti jau
1962. gada, kad Sodi-Pollares pacientiem ar akiitu miokarda infarktu vienlaicigi ievadija
glikozi, insulinu un kalija hloridu. P&c GIK ievadiSanas novéroja EKG ainas uzlaboSanos
un sirds ektopiskas aktivitates samazinasanos. Autori to pamatoja ar paaugstinatu kalija
uznemsanu kardiomiocitos, kas atjaunoja Stinas membranas miera potencialu un augstaku
Stnas elektrisko stabilitati (Wolff et al., 2002). Velak tika paradits, ka GIK ievadiSana
AMI laika samazinaja brivo taukskabju limeni asinis, kas infarkta gadijuma var sasniegt
pat 1200 mM (Oliver et al., 2006), ka arT inhib&ja taukskabju ieklisanu kardiomiocitos

(Jani and Bergmann 2006). GIK ievadisanas ietekmé palielinas glikozes iekliiSana Stina,
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kas izskaidrojams ar GLUT-4 aktivéSanos Stinas membrana un pastiprinas glikozes

metabolisms (Folmes et al., 2005).

Dihloroacetats (DHA)

Vieglas Iidz smagas iSémijas gadijuma notiek pastiprinata glikozes uznemsana,
glikogéna noardisana un glikolize, kas izraisa laktata producéSanos un acidozes attistibu
(Lopaschuk and Stanley 1997). Glikolize ir galvenais ATP avots i§€mijas laika, bet
acidoze, kas attistas laktata koncentracijas palielindSanas rezultata, izsauc sirds
sarausanas speka samazinasanos un talaku bojajumu attistibu, tapec viens no veidiem ka
uzlabot sirds metabolismu i$€mijas laika butu aktivét enzimus, kas veic laktata
degradaciju, pieméram, PDH kompleksu (Wambolt et al., 2000). DHA aktivé oglhidratu
metabolismu, inhib&jot PDH kinazi, enzimu, kas, fosforilg§jot PDH kompleksa enzimus,
tos inaktivé (Bersin and Stacpoole 1997). Bez tam DHA inhibg arT taukskabju oksidaciju,
jo palielinas acetil-CoA koncentracija citosola, kas, savukart, veicina malonil-CoA
sintézi, kas inhib& CPT-I darbibu (Folmes and Lopaschuk 2007).

Paradits, ka DHA uzlabo miokarda metabolismu i$€mijas laika gan in vivo, gan in
vitro eksperimentalo modelu gadijuma, ka arT ievadot to pacientiem ar koronaro artériju
slimibu, uzlabojas sirds funkcionalie raditaji (Parang et al., 2005). Tomér, neskatoties uz
DHA pozitivajiem efektiem, to klinika praktiski nelieto, jo tam ir 1ss pussabrukSanas

periods un terapeitiska efekta sasniegSanai nepiecieSama augsta plazmas koncentracija

(Stacpoole 1989).
Taukskabju metabolisma inhibitori

Nikotinskabe un f-ardenoblokatori

Plazmas brivo taukskabju koncentraciju var samazinat, ievadot nikotinskabi, tada
veida stimul&jot miokarda glikozes un laktata uznemsanu (Nuutila et al., 1994). Pagajusa
gadsimta 70-to gadu pétijumos tika pieradits, ka nikotinskabes ievadiSana AMI
pacientiem samazin3ja plazmas brivo taukskabju koncentraciju, ka ari paral€li tam,
aritmiju smagumu un pazeminaja ST-pac€lumu (Wolff et al., 2002).

Beta adrenoblokatori ir plaSi lietoti iS€miskas sirds slimibas arst€Sanai, jo tie

samazina sirds darbu un to ievadiSana infarkta akiitaja stadija palielina izdzivoSanu.
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Neskatoties uz f-adrenoblokatoru ietekmi uz sirds funkcionalajiem raditajiem, ir paradits,
ka to ievadiSana samazina ari taukskabju koncentraciju plazma, ko izraisjjusi
hormonjutigas lipazes aktivacija un tada veida samazina taukskabju oksidaciju miokarda

iSémijas laika (Wolff et al., 2002).

CPT inhibitori

Ka tika minéts iepriek§, CPT-1 ir galvenais taukskabju f-oksidacijas atrumu
reguljoSais enzims un ta darbibas inhibicija izsauc taukskabju oksidacijas
samazinasanos. Viens no $iinas dabigajiem CPT-I inhibitoriem ir malonil-CoA, kura
intracelularas koncentracijas palielinasanas izsauc B-okisdacijas samazinaSanos (Folmes
and Lopaschuk 2007). Sakotn&ji maksligi raditie CPT-I inhibitori tika attistiti ka 2. tipa
cukura diabéta zales (Zarain-Herzberg and Rupp 2002), tomér vélak tika atklati So
savienojumu efekti uz sirds metabolismu. Pieradits, ka CPT-I inhibicija izraisa glikozes
metabolisma intensificEéSanos normala Zurkas sirdi (Schmitz et al.,, 1995). Ka tika
paradits, tad Sis izmainas glikozes metabolisma bija saistitas ar PDH kompleksa un
fosfofruktokinazes aktivites palielinasanos un B-oksidacijas inhibiciju. Selektiva CPT-I
inhibitora, etomixira, infuzija uzlaboja izolétas zurkas sirds funkcionalos raditajus péc
iS€émijas, neietekmé&jot garo k&zu acilkarnitina un acil-CoA koncentracijas (Grynberg
2005). Tomer jamin, ka CPT-1 inhibitori izraisa sirds hipertrofiju un tapéc tos klinika
nelieto (Hiilsmann et al., 1991).

Pieradits, ka ar1 CPT-2 inhibicija samazina taukskabju oksidaciju (Steenbergen et
al., 1997), tomer, inhib&jot CPT-2 darbibu ar aminokarnitinu, audos lielos apmeros
uzkrajas gark€zu acilkarnitini un triacilgliceroli, kuru uzkrasanos ir iesp&jams noverst,
vienlaicigi inhibgjot ar1 CPT-I. Inhib&jot CPT-2, asinis var konstatét paaugstinatu brivo
taukskabju, garo k&zu acilkarnitinu un triacilglicerolus transportgjoso dalipu (VLDL)
koncentraciju un samazinatu glikozes koncentraciju. Miokarda samazinas glikogéna
daudzums, kas var€tu liecinat par stimul€tu glikozes metabolismu, tomér piruvata un
sukcinata metabolisms nebija mainits (Chiodi et al., 1992; Hiilsmann et al., 1991), tomér

CPT-2 inhibitoriem kardioprotektivais efekts vél nav atrasts.
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B-oksidacijas inhibitori

Vel viens variants ka inhibét lipidu metabolismu ir tieSa P-oksidacija iesaistito
enzimu inhibicija. Pagaidam klinika tiek lietoti vairaki piperazina atvasinajumi
(trimetazidins un ranolazins), kas, inhib&ot mitohondrialo garkézu 3-ketoacil-CoA
tiolazi, bremz€ taukskabju oksidaciju un vienlaicigi stimulé glikozes metabolismu
(Carvajal and Moreno-Sanchez 2003), kas arT ir pamata to kardioprotektivajai darbibai.

Metabola terapija diabéta gadijuma

2. tipa diab&ta gadijuma ir raksturigi dazadi metabolisma trauc€umi un
kardiovaskularo saslim$anu riska faktori: insulina rezistence, dislipidémija, hipertensija,
ateroskleroze, endoteliala disfunkcija un metabolais sindroms. Pacientiem ar 2. tipa
diab&tu parasti ir paaugstinata glikozes koncentracija asinis, kas attistijusies saistiba ar
insulina rezistenci un kas netiek pietekami kompenséta no Langerhansa salinu B-$tinu
puses. Traucéts lipidu metabolsims ir ari viens no 2. tipa cukura diabéta etiologiskajiem
faktoriem. Pastavigi palielinata brivo taukskabju koncentracija izsauc lipotoksicitati, kas
samazina glikozes uzpems$anu S$inas, palielina glikoneogenézi un samazina insulina
sekréciju (Gross and Staels 2007).

Lidz Sim 2. tipa diab&ta pacientu arstéSanai tika izmantotas zalu vielas, kas veicina
insulina sekréciju no Langerhansa salinam (sulfonilurinvielas atvasinajumi) vai ari zalu
vielas, kas palielina audu jutibu pret insulinu (biguanidina atvasinajumi), tomér $ada
veida terapija neietekm@ lipidu metabolisma izmainas. P&tjjumos paradits, ka 2. tipa
diabéta pacientiem samazinot lipidu ka arT glikozes koncentraciju asinis, samazinas
kardiovaskularo slimibu attistibas risks. Tapéc, arst€jot 2. tipa diab&tu, ir nepiecieSama
gan glikozes, gan lipidu metabolismu regul&joSas zales. Pe€dgjos gados arvien plasak 2.
tipa diab&ta arsteéSanai tiek lietoti peroksisomu proliferaciju aktivéjoSo receptoru (PPAR)
agonisti (Gross and Staels 2007).

PPAR ir Siinu kodolu receptori, kas aktiv€joties darbojas ka transkripcijas faktori
un spgj regulét génu ekspresiju. Atkariba no to lokalizacijas un aktivétajiem géniem, tie
tiek iedaliti vairakas klas€s (a-, p/0 — kas biezak tiek saukts par d- un y-) PPAR receptori.
To dabigie ligandi ir piesatinatas un nepiesatinatas taukskabes — arahidonskabe, bet tos

var ar1 aktivet pretdiab&ta un lipidus pazeminosas zalu vielas. Lielaka dala PPAR aktivéto
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geénu ir atbildigi par proteinu sintézi, kas nepieciesami lipidu un glikozes metabolismam

(Gross and Staels 2007).

PPARua aktivacija

PPARa aktivacija ietekmeé gan glikozes, gan taukskabju metabolismu, un tas tiek
ekspreséts audos, kuros notiek aktivs taukskabju metabolisms, pieméram, aknas, nierés,
sird1 un muskulos. Paradits, ka PPARa aktivacija, regule daudzu proteinu ekspresiju, kas
ir iesaistiti lipidu un lipoproteinu metabolisma. PPARa aktivacija veicina trigliceridu
koncentracijas samazinasanos un HDL koncentracijas palielinasanos. Ka ari tiek
paatrinata VLDL lipolize, brivo taukskabju iekliiSana Stna un oksidacija (Staels et al.,
1998). PPARa aktivacija izraisa PDH kinazes aktivaciju, kas, savukart, inhibé piruvata
degradaciju, bet veicina ta iesaistiS8anos glikoneogenézé (Wu et al., 2001). Neseni
petijumi paradija, ka pelém ar aptaukosanos un kas neeksprese PPARa, novérota
samazinata insulina izdaliSanas no B-Stinam atbildé uz glikozes stimulaciju, kas liecina
par PPARo lomu insulina izdaliSanas procesa (Lalloyer et al., 2006). Savukart zurku -
Sunu Iinija, PPARa aktivacija, uzlaboja glikozes stimuléto insulina izdaliSanos
(Ravnskjaer et al., 2005). Lidzigi art cilvéka Langerhansa salinu B-Stinas PPARa

aktivacija uzlaboja glikozes stimul&to insulina izdaliSanos (Lalloyer et al., 2006).

PPARYy aktivacija

PPARy aktivacija samazina glikéta hemoglobina un glikozes koncentraciju gan
tuksa dasa, gan peéc &Sanas, kas, galvenokart, ir saistita ar insulina jutibas
paaugstinasanos. Ir izpétits, ka PPARy aktivacija veicina jaunu adipocitu diferenciaciju
un veco, kas ir kluvusi insulin-rezistenti, apoptozi (Arner 2003). Jaunie adipociti ir
izmera mazi un daudz jutigaki pret insulinu (Kahn et al., 2000). PPARYy aktivacija veicina
plazmas trigliceridu lipolizi un to uzkrasanos taukaudos, bez tam adipocitos tiek stimuléta
glicerina izmantoSana trigliceridu sintézei, kas inhibé brivo taukskabju izdaliSanos no
adipocitiem. Ta ka taukskabju koncentracija samazinas, tad tas veicina glikozes
uznems$anu muskulos un glikozes koncentracijas samazinasanos asinis (Gross and Staels
2007). Paradits ari, ka PPARy aktivacija izraisa palielinatu GLUT-1 un GLUT-4

ekspresiju un translokaciju $iinas membrana (Kramer et al., 2001), tada veida Stinas tiek
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palielinats glikozes metabolisms. Adiponekins ir hormons, ko izdala taukaudi un kas
stimulé taukskabju metabolismu un uzlabo audu jutibu pret insultnu. 2. tipa cukura
diabéta pacientiem ir samazinata plazmas adiponektina koncentracija, bet pieradits, ka
PPARYy aktivacijas rezultata, adiponektina koncentracija plazma palielinas, kas, savukart,
veicina brivo taukskabju un trigliceridu koncentracijas plazma samazinasanos (Yamauchi

et al., 2001).

PPAROJ aktivacija

PPARS tiek ekspreséti dazados audospieméram, adipocitos, tievaja zarna, ka ari
sirdi un skeleta muskulos (Gross and Staels 2007). Insulina rezistentos meérkakos
paradits, ka PPARS aktivacija izraisa HDL koncentracijas palielinaSanos un LDL, VLDL
un trigliceridu koncentracijas samazinaSanos un insulina limena normaliz€Sanos (Oliver
et al., 2001). Kaut gan plazmas lipidu transportmolekulu koncentraciju regul&josais
mehanisms nav pilnigi skaidrs, tomér var domat, ka tas varétu ietvert holestrola ,,atpakal”
celu. Dazos eksperimentalajos pelu modelos pieradits, ka PPARS aktivacija izraisa -
okisdacijas intensificeSanos, glikozes tolerances un insulina jutiguma uzlaboSanos, ka ar1
aptaukoSanas samazinaSanos (Tanaka et al., 2003). Citi petijumi pieradijusi, ka PPARS
aktivacija veicina enzimu ekspresiju, kas iesaistiti taukskabju oksidacija, ar ko vadéru biit
skaidrojama B-okisdacijas intensificéSanas (Wang et al., 2003). Lidzigi ka PPARy
aktivacija, ta art PPARS aktivacija veicina adiponektina izdaliSanos no adipocitiem, kas
savukart paaugstina audu jutibu pret insulinu un samzina lipidu koncentraciju plazma
(Choi et al., 2007). Skeleta muskulos PPARS aktivacija izraisa to pasu génu aktivaciju,
kadu novéro badoSanas vai ilgstoSas fiziskas slodzes laika, kas veicina aktivaku
taukskabju iesaistiSanu energijas metabolisma (Gross and Staels 2007). Brivo taukskabju
izdaliSanas no adipocitiem badoSanas vai fiziskas aktivitates laika stimulé PPARS
aktivaciju. Tapéc domajams, ka PPARS fiziologiska loma ir muskulu lipidu un
taukskabju metabolisma savstarpgja regulacija (Gross and Staels 2007; Kuhl et al., 2006).
Pelu aknas konstatéts, ka PPARS aktivacija veicina glikozes metabolizé€Sanos caur
pentoZzu celu un taukskabju sinté€zi. Domajams, ka paaugstinata taukskabju sintéze tiek

kompenséta ar aktivéto B-okisdaciju muskulos (Lee et al., 2006).
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Balstoties uz iepriek$ veiktajiem pétijjumiem var secinat, ka metabola terapija 2.
tipa cukura diab&ta gadijuma ir balstita uz brivo taukskabju koncentracijas samazinasanu
asins plazma, ko izraisa taukskabju uznemsana adipocitos un tauku rezervju veidoSana,
vai taukskabju oksidacijas stimulacija muskulos un citos audos. Taukskabju
koncentracijas samazinasanas plazma veicina insulina rezistences samazinasanos un
glikozes koncentracijas samazinasanos asinis.

Metabola terapija aterosklerozes gadijuma

Ateroskleroze un tas izraisitas komplikacijas ir galvenais naves c€lonis diabéta
pacientiem (Hsueh and Law 2001), ka ar1 izpétits, ka aterosklerozes izaisitas
komplikacijas sastada ~50% no visiem naves gadijumiem civiliz&taja sabiedriba (Lusis
2000). Insulina rezistence, tromboze, dislipidémija, hipertensija asinsvadu iekaisums, tie
visi ir aterosklerozes riska faktori (Hsueh and Law 2001), kas veicina endotélija
disfunkciju attistibu, kas talak var attistities talakos asinsvadu bojajumos (Ross 1999).
Bojats endotélijs, parasti laiz cauri LDL un citas plazmas sastavdalas, kas, savukart,
izraisa adhézijas molekulu ekspresiju endotélija Siinds un monocitu migraciju asinsvada
sienina. LDL zem endotélija tiek oksidéti, veidojot oksidétos-LDL, ko fagocité
makrofagi, kas kliist par putu Stinam. Taja pasa laika attistas art asinsvada sieninas gludas
muskulatiras iekaisums, kas pastiprina endotelialo funkciju un veicina gludas
muskulatiiras $tinu proliferaciju. Talaka iekaisuma attisttba var novest pie asinsvadu
plisumiem un letaliem gadijumiem (Duan et al., 2008).

Aknu X receptori (LXR) ir receptori, kuru aktivacijas rezultata aktivéjas dazadi
enzimi, kas iesaistiti holesterina metabolisma un ta ka aterosklerozes attistiba tiek saistita
ar holesterina metabolisma izmainam, tad $is grupas receptoru agonisti tiek pétiti ka
potencialas pretaterosklerozes zales (Nomiyama and Bruemmer 2008). Pieradits, ka LXR
receptoru agonisti samazina aterosklerozes attistibu peles modelos (Joseph et al., 2002).
LXR receptoru aktivacija izsauc holesterina metabolisma izmainas, kas inhib&
aterosklerozes attistibu (Nomiyama and Bruemmer 2008). Pieradits, ka LXR aktivacija
pelés izsauc pilnigu holesterina uzstikSanas inhibiciju no zarnu lumena. Absorbcijas
mehanisms tiek skaidrots ar specialu transpotmolekulu ekspresijas pastiprinasanos
enterocTtos, kas veicina holesterina transportu atpakal zarnu lumena (Repa et al., 2000).
Interesanti, ka $is paSas transportmolekulas ekspresijas paaugstinasanas aknas veicina
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holesterina izdaliSanos zulti, kas savukart samazina holesterina plazmas koncentraciju
(Yu et al., 2002). Nozimigs posms zultsskabju sint€z€ ir holesterina hidroksilésana, ko
veic CYP7A. Tas ir enzims, kas atrodas aknas un to induc€ augsta holesterola
koncentracija, savukart LXR™ pelém §1 indukcija nenotiek, kas lauj secinat, ka LXR
aktivacija induceé CYP7A aktivitati un veicina holesterina metaboliz€Sanos par
zultskabem (Peet et al., 1998).

LXR aktivacija inhibé ne tikai holesterina absorbciju, bet ar1 ta de novo sintézi.
Petfjumos paradits, ka LXR aktivacija izsauc 3-hidroksi-3-metilglutaril CoA reduktazes,
ka ar1 skvaléna sintazes aktivitates samazinasnos, kas, savukart, samazina holesterina
sint€zi (Schultz et al., 2000). Vairaki petijumi pieradijusi, ka lietojot selektivos LXR
agonistus palielinas HDL koncentracija, kas liecina par holesterola transporta no
periférajiem audiem uz aknam intensific€Sanos (Miao et al., 2004; Schultz et al., 2000).
Aterosklerozes attistibu vecina holesterina uzkasanas makrofagos, savukart LXR agonisti
izraisa holesterina koncentracijas samazinasanos makrofagos, kas palénina aterosklerozes
attistibu (Naik et al., 2006).

Neskatoties uz visiem pozitivajiem holesterina metabolisma regulacijas efektiem
aterosklerozes gadijuma, LXR agonisti veicina trigliceridu sinté€zi aknas, aktivEjot
enzimus, kas piedalas de novo taukskabju sint€z€ un izsauc hipertrigliceridémiju (Schultz

et al., 2000).

Peétijumu eksperimentalie modeli

Apolipoproteina E ,,nokaut” (ApoE™) peles

Apolipoproteins E (ApoE) tiek sintez&ts aknas un makrofagos un tas ietilpst lipidu
transportformu (lipoproteinu sastava). Saistoties pie LDL- un LDL-lidzigajiem
receptoriem, apoE nodroSina aterosklerozi veicino$o dalinu (LDL un VLDL atlikumu)
uznems$anu no asinim un to koncentracijas samazinasanos (Knowles and Maeda 2000).
ApoE™" peles gandriz vienlaicigi tika raditas divas neatkarigas laboratorijas (Plump et al.,
1992, Zhang et al., 1992). Sim pelém ir inaktivéts ApoE géns, kas izraisa izmainas
normala lipidu metabolisma. Sanemot normalu baribu §im pelém ir vismaz piecas reizes
augstaks holesterina Iimenis neka attieciga vecuma normalam pelém. Pat heterozigotiem
tiek noverots statistiski ticami augstaks holesterina [imenis (van Ree et al., 1994). Ja $STm
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pelém tiek dota bariba ar paaugstinatu holesterina saturu, tad holesterina Iimenis
paaugstinas vél par tris reizém. Savukart, trigliceridu koncentracija ApoE” pelém, kas
sanémusas normalu baribu ir uz pusi zemaka neka attieciga vecuma normalam pelém
(Plump et al., 1992). Holesterina koncentraciju ApoE” paaugstina ari holskabes klatbiitne
bariba, tada gadijuma art trigliceridu koncentracija vairs neatskiras no attieciga vecuma
normalam pelém (Zhang et al., 1994).

Holesterins §is Iinijas pelés, galvenokart, tiek transportéts ar VLDL un vid&ja
blivuma lipoproteinu palidzibu un pavisam nedaudz holesterina konstatéts LDL sastava.
Sads lipidu sadalfjums atgadina asinsainu III tipa hiperlipiemijas pacientiem, kam ari
konstatetas mutacijas ApoE proteina (Brewer et al., 1983). Aterosklerotiskie asinsvadu
bojajumi §Tm pelém attistas spontani, savukart, ja §is peles sanem baribu ar paaugstinatu
tauku saturu, tad palielinas aterosklerotisko bojajumu apjoms un attistiSanas atrums
(Kyselovic et al., 2005). Lidz ar aterosklerozes attistibu, $ajas pel€s attistas ar1 endoteliala
disfunkcija (Schréder et al., 2006). Asinsvadu bojajumu struktira ApoE™ pelés Joti
atgadina cilvéka aterosklerotiskos asinsvadu bojajumus (Meir and Leitersdorf 2004),
tomer jasecina, ka $aja pelu modeli nenovéro asinsvadu bojajumu plisumus un trombozi,
kas raksturiga cilvékiem (Rosenfeld et al., 2000), ka ar1 aterosklerotisko bojajumu
attistibas vietas atskiras no cilvéka aterosklerotisko bojajumu attistibas vietam asinsvados
(VanderLaan et al., 2004). Neskatoties uz visiem § modela trikumiem, ApoE™ pelu
modelis viens no visplasak izmantotajiem eksperimentalas aterosklerozes modeliem
(Meir and Leitersdorf 2004).

Apolipoproteina E un zema blivuma lipoproteinu receptoru
»dubultnokaut” (ApoE/LDLR™) peles

ApoE/LDLR™ peles lidzigi ka ApoE™ peles tika iegiitas homologas rekombinacijas
cela un tas ne tikai neekspresé ApoE, bet arT to organisma neteik ekspreséti zema blivuma
lipoproteinu receptori (Ishibashi et al., 1994). Atskiriba no citiem eksperimentalajiem
aterosklerozes modeliem, So pelu holesterina sadalijums pa lipoproteiniem ir loti [idzigs
cilvéku lipoproteinu sadalijumam, proti, lielaka dala holesterola tiek transportéta LDL
forma, ka tas ir cilvékiem, nevis HDL forma, ka tas ir raksturigi pelém (Bonthu et al.,
1997; Ishibashi et al., 1994). Sanemot normalu baribu, §Tm pelém attistas izteikta

hiperholesterémija, holesterina Iimenis ir ~5 reizes augstaks neka normalam pelém;
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interesanti, ka holesterina koncentracija ir lidziga atbilsto$a vecuma Apo” pelém (Bonthu
et al., 1997; Ishibashi et al., 1994). Savukart, salidzinot aterosklerotisko bojajumu
smagumu, abas pelu Iinijas pie vienadas holesterina koncentracijas, jasecina, ka
apoE/LDLR™ pelu linija veidojas izteiktaki aterosklerotiskie bojajumi, kas liecina, ka ne
tikai holesterina Itmenis ir noteicosais faktors aterosklerotisko bojajumu attistibai Saja
pelu modeli (Witting et al., 1999). Aterosklerotiskie bojajumi apoE/LDLR” pelém
attistas, barojot tas ar normalu baribu, bet, dodot tam baribu ar paaugstinatu tauku un
holesterina saturu, aterosklerotisko bojajumu daudzums un attistibas atrums palielinas
(Jawien et al., 2004; Olszanecki et al., 2005). Paral€li aterosklerotskajiem bojajumiem
§Tm pelém attistas ari endoteliala disfunkcija (Jawien et al., 2007). ST mode]a peles ari
saméra biezi izmantotas dazadu vielu antiterosklerotiska efekta petijumiem (Zadelaar et
al., 2007).
Goto-Kakizaki (G-K) zZurkas

G-K zurku Iinija tika iegiita krustojot vairakas paaudzes zurkas, kam bija nedaudz
pasliktinata glikozes tolerance (Goto et al., 1976). G-K zurkas ir otra tipa diabéta
eksperimentalais modelis, tom&r $im zurkam nenovéro aptaukoSanos, kas biezi ir
raksturiga 2. tipa diab€ta pacientiem, to svars pat ir par 10 — 30% mazaks neka atbilstosa
vecuma Wistar zurkam (Movassat et al., 2007). Piedzimstot §Tm zurkam ir normals
glikozes ltmenis tuk$a diisa un normala insulina sekrécija no Langerhansa salinam, bet,
sakot ar 28 dzives dienu, pamazam sak attistities 2. tipa diab€ts ar paaugstinatu bazalo
glikozes limeni un samazinatu glikozes toleranci. Bazalais glikozes limenis G-K zurkas
tuksa dusa var sasniegt par 10-14 mM (Movassat et al., 2007). Lidzigi ka diab&ta
pacientiem, STm zurkam attistas ar periféras neiropatijas, kas saistitas ar periféro nervu
degenréciju (Yagihashi et al., 1982). Diab&ta pacientiem parasti novéro endotélija
disfunkciju, petijjumi paradijusi, ka endoteliala disfunkcija attistas ari §tm zurkam
(Brondum et al., 2005). Interesanti, ka 12 ned€las vecam G-K zurkam jutiba pret
acetilholinu ir paaugstinata, bet 36 ned€lu vecuma ir attistijusies ensdoteliala disfunkcija

(Kobayashi et al., 2004).
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Materiali un metodes

Reagenti

Mildronats (3-(2,2,2-trimetilhidrazinija)propionats) ka davana tika sanemta no A/S
Grindeks. Metanols tika iegadats no Merck (Vacija). Natrija pentobarbitala Skidums
(Narkodorm-n) tika iegadats no Alvetra (Vacija). 2-Dezoksi-D-[1-’H]glikoze (DOG) (10
puCi/ml, [300 pCi/mmol]) tika iegadata no Amersham International (Lielbritanija).
Acetons, etikskabe, hloroforms, dietiléteris, glikoze, heparins, glicins, amonija acetats,
NaCl, NaHCO;, Na,HPO4, KH,PO4, NaOH, natrija citrats, etiléndiamintetraetikskabes
dinatrija sals (EDTA), natrija piruvats, MgCl,*6H,0, 2.3.5-trifeniltetrazolija hlorids
(TFT), dihidroetidijs (DHE), Oil Red-O (ORO), Sudan IV, fenilmetilsulfonilfluorids
(PMSF), diamids, pepstatins, leupeptins, aprotinins, 2-dezoksi-D-glikoze (2-DOG), 4-(2-
hidroksietil)-1-piperazinetanesulfonskabe (HEPES), trishidroksimetilaminometans (Tris),
natrija dodecilsulfats (SDS), Ponceau S un vérsa seruma albumins (BSA) tika iegadati no
Sigma (ASV). 50% CaCl, skidums tika iegadats no FarmaBalt (Latvija). Gazu maisijums
(95% 0O,+5% CO3) no Aga (Latvija). Trusa Anti-GLUT-1 no Alpha diagnostics. Trusa
Anti-GLUT-4 antivielas tika iegadatas no Abcam. Trusa Anti-HK II, Anti-INSR, Anti-
CPT IA un kazas Anti-Trusa IgG antivielas tika iegadatas no Millipore (Chemicon Int).

Dzivnieki

Eksperimentiem tika izmantoti pieaugusi Wistar linijas zurku te€vini ar kermena
masu no 200-300 g un ICR Iinijas pelu t€vini ar kermena masu no 28-30 g. Abu Iiju
dzivnieki tika iegadati no Rigas Stradina universitates Laboratorijas dzivnieku vivarija
(Latvija). ApoE/LDL"" pelu matites un abu dzimumu apoE™ peles ar kermena masu no
18-20 g tika iegadatas no Taconic (Danija). G-K zurku linijas te€vini ar masu no 250-260
g tika iegadati no Charles River (ASV). Pirms eksperimenta dzivnieki tika tur€ti standarta
sprostos pa 8 dzivniekiem viena sprosta. Tika nodroSinati eksperimentalo dzivnieku
uzturéSanas standarta apstakli (gaisa temperattra 21-23°C, relativais gaisa mitrums 65 +
10%, 12 stundu gaismas/tumsas cikls). Baribai izmantoja standartizéto di€tu R70 no

firmas LABFOR (Lactamin AB, Zviedrija), dzeramais tdens bija pieejams bez
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ierobezojuma. Visas eksperimentalas procediiras tika veiktas saskana ar Eiropas
Komisijas direktivas 86/609/EEC vadlinijam un tika saskanotas ar Partikas un veterinaro
dienestu (atlauja Nr. 21-1-13/1034, 01.06.2006.) un Dzivnieku aizsardzibas &tikas

padomi.

Mildronata ievadisana

Lai noskaidrotu mildronata ilgstoSas terapijas ietekmi uz glikozes metabolismu,
ICR Iinijas pelu tévini, kas svéra no 28-30 g, tika sadaliti divas grupas, no kuram vienai
grupai 20 dienas tika vadits mildronats (200 mg/kg) i.p., savukart otrai grupai (kontroles
grupai) 20 dienas tika vadits atbilstoSs izotoniska natrija hlorida skiduma daudzums. Abu
grupu peles dekapit€ja 21. diena 24 h p&c pedgjas mildronata vai izotoniska $kiduma
ievadiSanas. Tika nemtas asinis un sagatavota plazma insulina un C-peptida, glikozes,
brivo taukskabju, trigliceridu, LDL, HDL, GBB, karnitina un mildronata koncentracijas
mérfjumiem (sk. Asins biokimisko parametru analize). P& asinu panemsanas, pelém
atvéra kraSu kurvi, izgrieza sirdi, ko skaloja ledusauksta Krebsa-Henseleita (K-H)
buferskiduma un izmantoja talak izolétas sirds eksperimentiem (sk. Glikozes uznemsana
izoletd sirds modelr). Dazas sirdis tika iznemtas izskalotas un sasaldétas Skidraja slapeklt
un vélak izmantotas ekstraktu pagatavoSanai (sk. Sirds homogenatu pagatavosana)
proteinu ekspresijas daudzuma novérteésanai (sk Proteinu daudzuma kvantificésana ar
poliakrilamida gélu un ,,Western blot” analizi.) vai mRNS transkripcijas (sk. RNS
izoléesana un kvantitativa RT-PCR analize) daudzuma novértéSanai.

Lai noskaidrotu mildronata lietoSanas ietekmi uz diab&ta attistibu G-K linijas
zurkas, eksperimentam izmantoja Wistar un G-K Iinijas t&€vinus ar kermena masu no 250-
300 g. 12. dzives nedéla G-K Zzurkas sadalija 3 grupas, no kuram divas katru dienu p.o.
sanéma mildronatu deva 100 vai 200 mg/kg, kontroles grupa un Wistar Zurkas sanéma
atbilstoSu dzerama tdens daudzumu. P&c Cetram ned€lam no astes venas tika pemtas
asinis un noteikts ketonvielu un glikozes daudzums (sk. Asins biokimisko parametru
analize). Savukart p&c astopam ned€lam tika veikts glikozes tolerances tests (sk.
Peroralais glikozes tolerances tests) un noteikts ketonvielu un glikozes daudzums asinis
(sk. Asins biokimisko parametru analize). Lai noveértétu mildronata ietekmi uz

neiropatisko sapju attistibu G-K un Wistar linijas zurkam 20. dzives ned€la tika veikts
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»lail flick” un “Hot plate” tests (sk. “Tail-flick” tests un ,,Hot Plate” tests). P&c
uzvedibas testu veikSanas, dzivnieki tika iemidzinati, izmantojot natrija pentobarbitalu
(60 mg/kg), nemtas asinis un noteikta fruktozamina, HDL un LDL, brivo taukskabju,
insulina, C- reaktiva proteina un C- peptida koncentracija (sk. Asins biokimisko
parametru analize), sirds tika izgriezra un veikts eksperimentalais infarkts in vitro (sk.
Eksperimentalais miokarda infarkts in vitro) un aotra tika izmantota asinsvadu
reaktivitates petijumiem (sk. Asinsvadu reaktivitates petijumi izolétda aorta)

Lai noskaidrotu mildronata ietekmi uz aterosklerozes attistibu, 23-25 g smagas
apoE/LDLR'/' pelu matites 8. dzives ned€la tika sadalitas tris grupas; pirma un otra grupa
kopa ar dzeramo tideni sanema mildronatu devas 100 mg/kg vai 30 mg/kg, kontroles
grupa sanéma dzeramo tdeni. P&c 4 méneSiem peles tika eitanaz€tas un nemtas asinis
brivo taukskabju, trigliceridu, LDL, HDL un briva holesterina koncentraciju noteikSanai
(sk. Asins biokimisko parametru analize). Aorta tika kvantificéts aterosklerotisko
bojajumu laukums (sk. Aterosklerotiska aplikuma daudzuma noteiksana aorta), ka ari
aterosklerotiskais aplikums pie pusménes varstulem (sk. Aterosklerotiska aplikuma
laukuma noteiksana aortas sakné). No sirdim tika pagatavoti homogenati (sk. Sirds
homogendtu pagatavosana), kuros tika noteikta karnitina, GBB un mildronata
koncentracija (sk. Karnitina, GBB un mildronata daudzuma noteiksana).

Lai noskaidrotu mildronata ietekmi uz nitrozilhemoglobina (NOHb) un superoksida
anjona producéSanos aorta, abu dzimumu apoE'/' peles 8. dzives nedéla saka sapemt
baribu ar paaugstinatu tauku un holesterina saturu, kas saturéja 21% tauku un 0.15%
holesterinu (Sniff, Vacija). Paraléli, peles tika sadalitas divas grupas, no kuram viena
kopa ar dzeramo udeni 4 méneSus sanéma mildronatu deva 100 mg/kg, savukart otra
grupa — kontroles grupa sanéma dzeramo tideni. Péc 4 méneSiem peles tika eitanaz&tas un
nemtas asinis NOHb daudzuma noteikSanai (sk. Nitrozilhemoglobina daudzuma
noteiksana asinis) un izol€ta aorta superoksida anjona daudzuma noteikSanai (sk.
Superoksida anjona noteiksana aorta).

Lai noskaidrotu mildronata ietekmi uz karnitina un GBB koncentraciju izmainam
aortas audos, Wistar linijas zurku te€vini ar masu no 200-250 g tika sadaliti divas grupas,
no kuram viena perorali sanéma mildronatu deva 100 mg/kg, otra (kontroles grupas

dzivnieki) sanéma dzeramo udeni. Péc divam ned€lam dzivnieki tika iemidzinati ar
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mg/ml) skiduma un sagatavota talakam karnitina, GBB un mildronata koncentracijas
analizém (sk. Karnitina, GBB un mildronata daudzuma noteikSana).Lai noskaidrotu
mildronata ilgstoSas lietoSanas ietekmi uz karnitina un GBB koncentraciju izmainam,
Wistar linijas Zurku téviniem ar masu no 200-250 g Cetras nedélas injekciju veida tika
ievadits mildronats 100 mg/kg i.p. Attiecigaja diena zurkas tika dekapitétas un nemtas
asinis, no kuram tika sagatavota plazma un noteikta karnitina un GBB koncentracija (sk.
Karnitina, GBB un mildrondata daudzuma noteiksana). Sirds tika izgriezta un
sahomogenizéta (sk. Sirds homogenatu pagatavosana) un homogenata tika noteikts
karnitina un GBB daudzums (sk. Karnitina, GBB un mildronata daudzuma noteiksana).
Lai noskaidrotu mildronata kardioprotektiva efekta sakSanas laiku Wistar Iinijas
zurku tévini svara no 250-300 g kursa veida lidz 14 dienam p.o. sanéma mildronatu (100
mg/kg), kontroles grupas dzivnieki sanéma atbilstoSu daudzumu dzerama udens.
Attiecigaja diena tika veikts eksperimentalais sirds infarkts in vitro (sk Eksperimentalais

miokarda infarkts in vitro).

Izmantotas metodes

RNS izoleéSana un kvantitativa RT-PCR analize
RNS tika izoléta no saldétam sirdim, izmantojot TRI reagentu (Sigma, USA),
vadoties péc razotdja instrukcijam. Katra sagatavota RNS parauga kvalitativa un
kvantitativa noverté€Sana notika izmantojot agarozes gelu.
Pirma cDNS dubultspirale no RNS tika uzsintez€ta izmantojot RevertAid H Minus
First Strand ¢cDNA Synthesis reagentu komplektu (Fermentas), vadoties péc raZotaja
noraditajam instrukcijam. Kvantitattiva GLUT-1, GLUT-4, HK II, insulina receptora
(INSR), PDC E1/E2, CPT-1A un sirds B-aktina RT-PCR analize tika veikta, samaisot
sintez€to cDNS ar adekvatajiem praimeriem un RT qPCR Master Mix Skidumu (Super
Array), reakcija tika veikta Applied Biosystems Prism 7700 sistéma, vadoties péc
razotaja noraditajam instrukcijam. Ka ieks$€ja kontrole tika izmantots PB-aktina mRNS
daudzums, pret kuru tika standartizets paréjo peptidu mRNS daudzums. Visi paraugi tika
analizeti divas reizes kopa vai bez atgriezeniskas transkriptazes, lai izvairitos no DNS
piesarnojuma. P&tfjuma izmantotie ,,praimeri” redzami 1. tabula.
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Geéns Praimers Nukleotidu seciba
GLUT-1 F 5’-GCAGGAGATGAAAGAAGAGG-¥
R 5’-CTACAACAAACAGCGACACC-3’
GLUT-4 F 5’-CTACTCAGGGCTAACATCAG-3’
R 5’-CTTTAGACTCTTTCGGGCAG-3’
HK I F 5’-AGTAAGGGTGACAGACAATGG-3’
R 5’-AGACCAAGAAACTCTCATCCAG-3’
INSR F 5’-AGACAGATTACTATCGGAAAGG-3’
R 5’-CCCAAAGGACCACATATCAG-3’
CPT-1A F 5’-GTCCCATAAGAAACAAGACC-3’
R 5’-ACGATGTAAAGGCAGAAGAG-3’
-aktims F 5’-CCTCTGAACCCTAAGGCCAA-3’
R 5’-AGCCTGGATGGCTACGTACA-3’

1. Tabula. Praimeru nukleotidu seciba, kas tika izmantoti petijjuma
Sirds homogenatu pagatavoSana

Sasaldétas pelu sirdis homogenizgja (1500 rpm; 10 min; 4°C), izmantojot stikla-
teflona homogenizatoru, ledus auksta homogenizacijas buferskiduma (20 mM HEPES,
150 mM KCI un 5 mM EDTA, kas saturéja 1 uM leupeptinu un 100 uM PMSF) svara
tilpuma attieciba 1:10. Iegito homogenatu centrifuggja pie 2000 g 10 min 4°C.
Supernatantu nodekant&ja un izmantoja talakam analizém.

Proteinu daudzuma kvantificeSana ar poliakrilamida gélu un ,,Western
blot” analizi

Sirds homogenata proteini (40 pg) tika karséti 90°C 3 min 2x buferSkiduma
daudzuma (EC-886, National Diagnostics, Atlanta, GA) un sadaliti uz 10% SDS-
Poliakrilamida gela 1 h pie 150 V. Elektroforézes buferskidums saturja 25 mM Tris
bazi, 192 mM glicinu un 0.1% SDS. Proteini tika uznesti uz PVDF membranas
(Immobilon, Millipore) blotésanas buferskiduma (25 mM Tris baze, 192 mM glicins un
10% metanols (v/v)) 20 min laika pie 180 mA. Membranas tika krasotas ar Ponceau S, lai
parliecinatos par identiska proteina daudzuma uzneSanu katra parauga. Talak membranas
1 h tika apstradatas ar 5% BSA PBS buferSkiduma un p&c tam inkub€tas 1 h istabas
temperatlira ar attiecigajam truSa monoklonalajam antivielam pret: GLUT-1, GLUT-4,
HK II, INSR, CPT-1A, un B-aktinu (visas koncentracija 1 pg/ml). P& nomazgasanas ar
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PBS (3 reizes, 10 min katru), Membranu 30 min inkubgja istabas temperattra sekundaro
antivielu Skiduma (ar peroksidazi konjugétas kazas antivielas pret trusa IgG 1:15,000
(Chemicon/Millipore)). Membranas tika attistitas, izmantojot hemiluminiscences
reaktivus (Millipore). Tas paSas membranas atkrasotas (30 min pie 50°C buferskiduma,
kas sastav€ja no 62.5 mM Tris bazes, 2% SDS un 100 mM B-merkaptoetanola) un vélreiz
nokrasotas ar monoklonalo B-aktina antivielu (0.2 pg/ml, ABCAM) un kas talak tika
izmantots ka ieks€ja kontrole.
Karnitina, GBB un mildronata daudzuma noteikSana

Mildronata, GBB un karnitina koncentracijas noteikSanai izmantoja UPLC/MS/MS
metodi, ka ieks$€jo standartu izmantojot 3-(2,2-dimeil-2-prop-1-il-hidrazinija)propionatu.
Proteinu izgulsné€Sanai no analiz€jama parauga (plazma, sirds un aortu homogenati) tika
izmantots metanola/acetonitrila maisijums.

50-200 pl ekstrakta tika samaisiti ar 1,0 ml ieksgjas standartvielas Skidumu
acetonitrila/metanola Skiduma (3:1, vol/vol). legutais Skidums tika savortekséts un
centrifugéts 20 min pie 10000 rpm. Supernatantu talak izmantoja UPLC/MS/MS
analizém. UPLC analizes tika veiktas, izmantojot Waters Acquity UPLC sistemu,
kolonas - Waters Acquity HILIC BEH 1,7 ym 2,1x100 mm, injekcijas tilpums 5 pl,
elugja ar 10 mM amonija acetata skidumu (pH 4), plisma 0,2 ml/min.

MS/MS analizes tika veiktas izmantojot Micromass Quatro Micro™™ tandéma mass-
spektrometru. Datu apstradei tika izmantota QuanLynx software (Waters)
programmatura.

Asins biokimisko parametru analize

Glikoze un ketonvielas tika meritas asinis, izmantojot Optium Xceed asins
glikometru (MediSense, Abbot, USA).

Asins paraugus, kas tika nemti plazmas analizei, centrifuggja pie + 4°C 10 min pie
3000 rpm. Plazmu atdalijja un sasaldéja — 80°C lidz turpmakajam analizém. Brivas
taukskabes, trigliceridi, LDL, HDL un brivais holesterins tika kvantificéti izmantojot
komerciali pieejamos reaktivu komplektus (Wako, Germany).

Insulina un C-peptida daudzuma noteiksanai, asinis savaca mégenés, kas saturcja
EDTA/diimidu un proteazu inhibitorus (PMSF, pepstatinu, leupeptinu, aprotininu),
centrifiggja + 4°C 10 min pie 3000 rpm un iegiito plazmu uzglabaja (- 80°C ) lidz talakai
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analizei. Insulina un C-peptida daudzums noteica, izmantojot RIA reaktivu komplektus
(Biotrend, Germany).
Peroralais glikozes tolerances tests
Zurkam panéma ,,0” asins paraugu. Péc 15 min Zurkam tika p.o. ievadita 2.0 g/kg
glikoze un pemti asins paraugi no astes vénas péc 15, 30, 45, 60, 120 un 240 min kops
glikozes ievadiSanas. Asins paraugos tulit péc panemsSanas tika noteikta glikozes
koncentracija, izmantojot portativo glikozes méritaju MediSense Precision QID.
NOHb daudzuma noteik§ana asinis
Eksperimenta diena peles heparinizgja (1000 Ul ip.) un anestez€ja ar natrija
pentobarbitalu (50 mg/kg i.p.). Péc narkozes iedarboSanas tam tika atvérts krusu kurvis
un ar 26 G adatu nopemtas venozas asinis no laba sirds kambara. legiitas asinis sasaldgja
Skidraja slapekli un uzglabaja taja lidz NOHb meriSanas bridim. NOHb daudzuma
noteikSanai ar EPR spektroskopiju tika izmantota metode, ko ieprieks aprakstijis Dikalov
et al.(Dikalov et al., 2005).
Superoksida anjona noteikSana aorta
P&c asinu pagpemsanas, NOHb daudzuma noteikSanai, pelém tika iznemtas plausas
un sirds un uzmanigi kopa ar aptverosSajiem taukaudiem un saistaudiem tika izgriezta
torakala aorta. Aortu ievietoja atdzeséta (+4°C) K-H buferSkiduma, kas piesatinats ar
karbogénu, un attirfja no saistaudiem un taukaudiem. Attirito aortu sagrieza gredzenos
platuma no 3 Iidz 4 mm, kas, izmantojot Skidro slapekli, nekavg&joties tika iesaldeti
saldesanas vidé OCT Tissue-Tek (Sakura, Niderlande). Sasaldétas aortas sagrieza 30 um
biezos slaidos, ko uztvéra uz polilizina parklatiem priekSmetstikliniem un nozavéja.
legiitos aortu griezumus inkub&ja ar 5 uM DHE skidumu 30 miniites mitra gaismas
necaurlaidiga kamera 37°C. Nokrasotos griezumus analiz€ja ar Leica MB 6000B
mikroskopu (A Ex: 488, Em: 520 nm; x200 palielinajumu), kas bija aprikots ar TCS SP2
konfokalo sistemu. legiito att€lu analize tika veikta izmantojot Image-Pro Plus 4.5.1
programmaturu.
Aterosklerotiska aplikuma daudzuma noteikSana aorta
Eksperimenta diena dzivniekiem i.p. ievadija heparinu 1000 IU/kg; 10 min péc
heparina injekcijas peles anestezgja ar natrija pentobarbitalu (60 mg/kg). Kad peles bija

sasniegusas nepiecieSamo narkozes dzilumu, tam atvéra kriiSu kurvi, pargriezot ribas pa
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labi un pa kreisi no kriisu kaula. Punktgja sirds labo kambari un néma asinis biokimiska
sastadva novert€Sanai. P&c asins parauga panems$anas, veica iegriezumu sirds labaja
kambarT un, punkt&jot sirds kreiso kambari, ievadija 10 ml PBS, par sekmigu kreisa
kambara punkciju, PBS ievadiSanas laika, liecinaja aknu atkrasoSanas.

P&c sekmigas sirds un aortas izskaloSanas, peli novietoja zem stereomikroskopa
(Leica MZ6) un uzmanigi izgrieza iek$€jos organus, netraumé&jot aortu, aizkrits
dziedzeri, sidri un nieres. Talako aortas attiriSanu veica, izmantojot mikropincetes
(Dumont #5) un mikrodissekcijas Skérites. Netraumgjot aortu, ta tika attirita no
saistaudiem un taukaudiem no tas sakuma lidz bifurkacijas vietai. P&c aortas attiriSanas
nogrieza sirdi, pargrieza zem atslégas kaula un kreiso kop&o miega arteriju,
brahiocefalisko stumbru (~2-3 mm no to sakuma) un abas kopg€jas iegurna arterijas (~2-3
mm no to sadaliSanas vietas). Aortu pirms talakas apstrades glabaja 4% formalina — PBS
skiduma.

Aterosklerotiska aplikuma daudzuma noteikSanai aortu gareniski pargrieza un
atverta veida piestiprinaja ar 0,1 mm adatinam pie silikona blokiem un krasoja ar Sudanu
IV. Péc krasoSanas aortas fotograféja ar Minolta D7 digitalo fotoaparatu. Fotografiju
analizi veica ar digitalo planimetrisko datorprogrammu Image-Pro Plus 4.5.1, savukart
matematiskai un statistiskai datu apstradei tika izmantotas Microsoft Excel un Grafpad
Prism 3.0 programmas.

Aterosklerotiska aplikuma laukuma noteikSana aortas sakné

Iznemto sirdi (sk. Aterosklerotiska aplikuma daudzuma noteiksana aorta) fiks€ja uz
galdina virsmas ta, lai sirds priekSpuse atrastos uz augsu un nogrieza kambarus ~2 mm
zem priekSkambaru galotném, pirms grieSanas skalpeli pagriezot par ~30° pret pulkstena
raditaju grieSanas virzienu. Sirds kambarus sasaldéja un homogeniz€ja to talakai
bioktmiskai izpétei. Sirds pamatni ar priekSkambariem iegremdgja saldéSanas videé OCT
Tissue-Tek (Sakura, Niderlande), izspiezot gaisu no aortas saknes, un iesaldgja.

Sasaldéto sirds pamatni grieza, izmantojot kriostatu (Leica CM 1850) Iidz
griezumos vargja konstatét pirmo pusméness varstuli, péc pirma varstula atraSanas
griezuma veica kriostata kustigas galvas pozicijas korekciju, lai aortas sakni pagrieztu
perpendikulari kriostata asmenim. Apme&ram 100 pm attaluma no aortas saknes sakuma,
kad veikta kriostata galvas pozicijas korekcija un griezuma jau ir konstatejami visi tris
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pusméness varstuli, saka nemt 10 pum biezus griezumus ik pa 100 pum, aterosklerotiska
aplikuma daudzuma noteiksanai. Iegiitos griezumus krasoja ar ORO un zem mikroskopa
fotografeéja ar digitalo fotokameru Nikon Coolpix 5700. Fotografiju analizi veica ar
digitalo planimetrisko datorprogrammu Image-Pro Plus 4.5.1, savukart datu apstradei tika
izmantota Microsoft Excel programma.

Asinsvadu reaktivitates petijumi izoleta aorta

Torakala aorta tika uzmanigi izgriezta un nekavéjoties ievietota atdzeseéta K-H
buferSkiduma, kas piesatinats ar 95% O, + 5% CO,, pH=7.4. Izgriezto aortu attirija no
saistaudiem un sagrieza 3 mm garos gredzenos. legttos aortas gredzenus inkubgja organu
vanna starp diviem nertis§josa térauda akiem. P&cak gredzenus nostiepa lidz 4 g un lava 1
h adaptéties. P&c adaptacijas perioda aortu maksimalo kontraktilo funkciju noteica,
pievienojot KCI1 (80 mM). Aortas gredzenus mazgaja un pievienoja fenilefrinu ta, lai tiktu
sasniegta ~80-90% no 80 mM KCl izraisitas kontrakcijas. Talak pievienoja acetilholinu
koncentracijas no 10°—10"° M un nolasija iegiitos rezultatus.

Glikozes uznemsana izoléta sirds modelt

Eksperimentalas grupas: 1) kontrole; 2) mildronats (100 uM), pievienots perfuzijas
buferim; 3) insulins (5 mU/ml), pievienots perflizijas buferim; 4) mildronats (100 uM) un
insulins (5 mU/ml), pievienoti perfiizijas buferim; 5) mildronatu (200 mg/kg) sanemusas
peles sirds un 6) mildronatu (200 mg/kg) sanemusas peles sirds, kura tiek perfuzéta ar
buferi, kam pievienots insulins (5 mU/ml). Ja pele injekciju veida pirms sirds izol€Sanas
sanéma mildronatu, tad mildronats perfuzijas buferSkidumam netika pievienots.

Sirds caur aortu tika kanuléta Langendorffa aparata, kur tika perfuzéta ar K-H
buferskidumu ar konstantu spiedienu (60 mmHg). Péc 20 min adaptacijas perioda uz 10
min parasto K-H buferskidumu aizstaja ar K-H buferskidumu, kam glikoze aizstata ar
5.55 mM 2-dezoksiglikozi (2-DOG) un 0.1 pCi/ml 2—dezoksi—D—[1—3H]glikozi. Pec 10
min perfuzijas ar buferSkidumu, kas satur 2-DOG, perfuzija 10 min tika turpinata ar
parasto K-H buferskidumu. P&cak sirdis tika nosvertas, sasmalcinatas un salizétas 1M
NaOH skiduma. Sirzu lizati tika samaisiti ar scintilacijas Skidumu (Perkin Elmer) un
noteikts emitétas gaismas daudzums. Paral€li, lizatos arT tika mérita proteinu
koncentracija. Sirds muskula sp&ja uznemt glikozi tika izteikta ka uznemtas ieziméetas 2-

DOG daudzums uz mg sirds proteinu.
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Eksperimentalais miokarda infarkts in vitro

Attiecigaja eksperimenta diena dzivniekam i.p. ievadija heparinu (1000 U/kg) un
narkotiz€ja ar natrija pentobarbitalu (60 mg/kg). P&c narkozes iedarbosanas, zurkam tika
atverts krasu kurvis un iznemta sirds, ko skaloja auksta K-H buferSkiduma (sastavs mM:
NaCl 118, CaCl, 2.52, MgCl, 1.64, NaHCO; 24.88, K;HPO4 1.18, glikoze 10.0, EDTA
0.05) un kanulgja ADInstruments Langendorffa aparata. Sirdis caur aortu retrogradi tika
perfuzétas ar konstantu perfiizijas spiedienu (60 mmHg) ar K-H buferSkidumu, kas
piesatinats ar 95% O, + 5% CO,, pH=7.4. Uz diega cilpas ar atraumatisku adatu (5/0
Surgipro IT) uzvera kreisas prieksgjas lejupejosas (LAD) arterijas zaru ta sakumposma un
diega galus izvéra caur katetra cauruliti. Koronaro plismu mérija, izmantojot
PowerLab8/30 sistému no ADInstruments.

Sirdij 20 min lava adaptéties un adaptacijas perioda nosléguma noliggja kreiso
priek$&jo lejupejoso arteriju, savelkot diega cilpu un nofiksgjot to. P&c 60 min diegu
atbrivoja, izraisot reperfuziju. P&c 150 min ilgas reperfuzijas LAD artériju nosgja
atkartoti un ievadija sirdi 3 ml 0.1% metilénzila Skidumu, kas pagatavots uz K-H
buferSkiduma bazes, lai nokrasotu miokarda zonu, kas netika paklauta hipoksijai. Sirds
kambarus, sakot no galotnes lidz ligatiirai, sagrieza 2 mm biezos griezumos. Griezumus
10 min krasoja 1% TFT skidumu PBS buferSkiduma, p&c krasoSanas nogrieza laba
kambara audus un fotograféja ar digitalo fotokameru Minolta 7D. Fotografiju analizi
veica ar digitalo planimetrisko datorprogrammu Image-Pro Plus 4.5.1, savukart datu
apstradei tika izmantota Microsoft Excel programma.

Invazivie asinsspiediena mérijumi

Eksperimenta diena zurkas tika anestez€tas izmantojot natrija pentobarbitalu (60
mg/kg) un tam kanulgja kreiso kop&jo karotido artériju un kanulu savienoja ar
ADInstruments spiediena sensoriem un PowerLab registracijas sistému. Noteica bazalos
hemodinamiskos parametrus: sirds ritmu, arterialo asinsspiedienu, + dp/dt un —dp/dt.

”Tail-flick” tests

,» Lail-flick” testa zurkas asti novietoja uz ,,Tail-flick” aparata (modelis DS20, Ugo

Basile, Italija) foto elementa, fokusg€jot infrasarkano staru uz asti, 2 cm no tas pamatnes.

Tika registréts latentais atbildes laiks uz sapju stimulu. Lai novérstu audu bojajumu,
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maksimalais ekspozicijas laiks bija 15 sekundes. Eksperimentu veica 8. ned€la péc
mildronata uznemsanas sakuma.
”Hot plate” tests
,Hot plate” testa dzivnieki tika novietoti uz uzsilditas metaliskas virsmas (plates t°
- 56,5°C). Noveroja dzivnieku atbildes reakcijas ilgumu (kepu pacelSana un aplaizisana),
procediiru veica 2 reizes ar 5 min intervalu. Eksperimentu veica 8. ned€]a péc mildronata

uznemsanas sakuma.

Datu apstrade

Datu apkoposSana un sistematizacija tika izmantota programma Microsoft Excel
2002 for Windows un GraphPad Prism 3.00. Rezultatu ticamiba tika parbaudita ar
ANOVA un 2-tailed t-testu vai Kruskal-Walis testu ar sekojoSu Mann-Whitney testu.

Rezultati tika uzskatiti par ticami atskirigiem, ja p vertiba bija mazaka par 0.05.
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Rezultati

Mildronata ietekme uz glikozes metabolismu

Glikozes, insulina, C-peptida, lipidu profila, karnitina, GBB un mildronata
koncentracija asins plazma
Kontroles grupas pelém asins glikozes koncentracija bija vid€ji 6 mM un ta
nemainijas eksperimenta laika. Akiita mildronata ievadiSana deva 200 mg/kg i.p.
neizmainija asins glikozes koncentraciju. Tomér jau p&c mildronata 10 ievadiSanas
dienam deva 200 mg/kg ip. tika konstatéts statistiski ticama asins glikozes Itmena

pazeminaSanas, kas saglabajas 11dz eksperimenta beigam (1. attéls).

8 1 O Kontrole B Mildronats

Glikoze, mM
£ =

[
1

10. diena 20. diena

1.Attels. Mildronata lietoSanas ietekme uz glikozes koncentraciju asinis tuksa dasa pec 10
un 21 dienam mildronata terapijas. Rezultati paraditi ka vidéja vertiba £ SEM no vismaz
15 dzivniekiem. * p<0.05 pret kontroles grupu.
Mildronata lietoSanas ietekme uz citiem plazmas markieriem apkopota 2. tabula.

Ka redzams 2. tabula, tris ned€lu mildronata lietoSana neietekm&ja ne insulina, ne C-
peptida limeni. Mildronatu sanémusSo pelu asins plazma tika konstatéta paaugstinata brivo
taukskabju koncentracija. Kontroles grupa brivo taukskabju koncentracija bija 0.72+0.06
mM, bet mildronatu san€muso pelu asins plazma brivo taukskabju koncentracija bija
1.1£0.1 mM (p<0.05). Tris nedelu mildronata terapija samazinaja plazmas trigliceridu

Itmeni par 18% un LDL-holesterina [imeni par 29%, tomer statistiski ticama atSkiriba no
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kontroles grupas tika konstatéta tikai LDL-holesterina gadijuma. Mildronata lietoSana

neietekmé&ja HDL-holesterina Itmeni (2. tabula).

Kontrole Mildronats

Insulins, ng/ml 0.9 +0.18 0.96+0.10
C-peptids, nM 1.1£0.13 1.1+0.09
Trigliceridi, mM 1.1£0.12 0.86+0.06
Brivas taukskabes, mM 0.72+0.06 1.1£0.1%*
LDL, mg/dl 37.2+£3.6 26.4+2.6*
HDL, mg/dl 51.6£2.0 49.8+1.5
Karnitins, pM 27.2+1.9 3.9+0.3*
GBB, uM 3.1+0.1 6.9+0.3*
Mildronats, pM - 29.7+42.3

2. Tabula. Mildronata 3 nedé&lu lietoSanas ietekme uz asins biokimisko sastavu. Rezultati
atteloti ka vidéja vertiba = SEM no vismaz 10 dzivniekiem. * p<0.05 pret kontroles grupu.

Karnitina, GBB un mildronata saturs pelu sirds audos un plazma
Vidgja karnitina koncentracija kontroles grupas dzivnieku plazma bija 27.2+1.9
uM, bet GBB koncentracija - 3.1+0.1 pM. Ka redzams 2. tabula, mildronata
koncentracija asins plazma eksperimenta beigas bija 29.7+2.3 uM, savukart briva
karnitina koncentracija bija samazinajusies 9 reizes (3.9+0.3 uM), bet GBB plazmas

koncentracija bija palielinajusies 2.5 reizes (6.9+0.3 uM).

46



30

M Kontrole
= O Mildronats
= 20 -
=
)

[~
=
=
3 10 - *
g "
) i:
0 - —

Karnitins GBB

2. Attéls. Mildronata lietoSanas ietekme uz karnitina un GBB daudzumu sirds audos.
Rezultati atteloti ka vidéja vertiba = SEM no vismaz 10 dzivniekiem. * p<0.05 pret
kontroles grupu.
Sirds audu ekstraktu analize paradija, ka Iidzigi ka plazma, ta ari sirds audos

mildronata lietoSanas ietekmé bija izmainijus$as GBB un karnitina koncentracijas (2.
att€ls). Ka redzams 2. att€la, briva karnitina koncentracija péc 21 dienu mildronata kursa
bija samazinajusies 4.5 reizes (no 1207130 nmol/g lidz 254416 nmol/g). Taja pasa laika
GBB koncentracija bija paaugstinajusies 6 reizes (no 22.1+1.5 nmol/g Iidz 134+8.7
nmol/g). Mildronata koncentracija eksperimenta beigas bija 798+34 nmol/g.
Glikozes uznemsana izoléta peles sirdl

Pelu sirdim, kas tika perfuzetas ar vai bez insulina, bija praktiski vienads kreisa
kambara sarauSanas speéks un koronara plisma. Pelu sirdis, kuru perfuzacijas buferim
netika pievienots insulins, glikozes uznems$anas atrums bija 5.3+0.7 nmol/mg prot. (3.
attels (A)). Mildronata (100 uM) pievienoSana pie perfuz€jama bufera neizmainija
glikozes uznemSanu ne insulina klatbiitné, ne bez ta (3. attéls (A)). Pievienojot
perfuzgjamam buferim insulinu (5 mU/ml), glikozes uznemSanas atrums palielinajas
vidgji 2-2.5 reizes (9.3 - 13.1+ 1.2 nmol/mg prot.), salidzinot ar kontroles ITmeni.
Salidzinot glikozes uznemsSanu kontroles grupas un mildronatu sapémuso pelu sirdis,
secindjam, ka mildronata lietoSana paaugstinajusi glikozes uzpemsanu par 25% (6.6+1.1
nmol/mg prot.), savukart, ja perfuz&jamam buferim pievieno insulinu, glikozes
uznems$ana mildronatu sap@musajas pelu sirdis ir par 35% (17.7£1.4 nmol/mg prot.)

augstaka neka kontroles grupas pelu sirdis (3. attéls (B)).
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3. Attels. Akiitas mildronata (100 pM) ievadiSans (A) un ilgsto$as (21 diena) mildronata
(200mg/kg) ievadisanas (B) ietekme uz glikozes uznemsanu pelu sirdis. Rezultati atteloti ka
vidgja vértiba = SEM no vismaz 12 dzivniekiem. *** p<0.001 pret kontroles grupu; * p<0.01
pret insulina grupu.
Ietekme uz mRNS transkripciju

Lai noskaidrotu mehanismu, kas nodroSina paaugstinato glikozes uznemsanu sirdi,
tika pétita glikozes transportmolekulu un glikozes metabolisma iesaistito enzimu mRNS
transkripcija kontroles un mildronatu sanémusSo pelu sirdis, izmantojot RT-PCR. Ka

redzams 4. att€la, tad mildronata lietoSana nebija ietekmé&jusi GLUT-1, GLUT-4 un HK
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IT atbilstoSo mRNS transkripciju, savukart PDC E1, PDC E2, CPT-1A un INSR mRNS

transkripciju tris ned€lu mildronata terapija bija palielinajusi.

3 O Kontrole *
B Mildronats

2,5 -

2,

Izmainas, reizes

GLUT-1 GLUT-4 HKII INSR PDCE1 PDCE2 CPT-1A CPT-1B

4. Attels. Mildronata lietoSanas ietekme uz glikozes metabolisma iesaistito molekulu, ka art
CPT 1A un 1B mRNS daudzumu. Rezultati atteloti ka izmainas reizes + SEM no vismaz 12
pelem. * p<0.05 pret kontroles grupu.

Ietekme uz proteinu ekspresiju

Rezultati par mildronata lietoSanas ietekmi uz glikozes transportmolekulu un tas
metabolismam nepiecieSamo proteinu ekspresiju apkopoti 5. att€la. No iegiitajiem
rezultatiem secingjam, ka GLUT-1 ekspresija bija palielinajusies 1.3 reizes, tomer
rezultats nebija statistiski ticami atSkirigs no kontroles. Savukart statistiski ticami bija
palielinajusies GLUT-4 ekspresija (1.7 reizes). legiito rezultatu analize apliecinaja, ka
bez palielinatas GLUT-4 ekspresijas, bija art palielinajusies HK II ekspresija (2.1 reizes),
IRS ekspresija 2.5 reizes un CPT-1A 2.2 reizes, salidzinot kontroles grupas un

mildronatu sanémuso dzivnieku sirdis.
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5. Attéls. Mildronata lieto$nas ietekeme uz GLUT-1, GLUT-4, HK II, INSR un CPT-1A
ekspresiju. Rezultati atteloti ka izmainas reizes £ SEM no 4 sirdim. * p<(0.05 pret kontroles
grupu.
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Mildronata ietekme uz diabeta attistibu G-K Zurkas

Pec G-K zurku adaptacijas perioda, tas bija sasniegusas 12 ned€lu vecumu, kad §1s
Iinijas dzivniekiem spontani attistas 2. tipa diab€ts (paaugstinata glikozes koncentracija
tuksa dusa, palielinata insulina un C-peptida koncentracija asinis), sasniedzot pilnu ainu
uz 14-16 dzives nedelu. Tapéc eksperiments tika planots ta, lai mildronata ievadiSana
tiktu uzsakta vel pirms pilnas 2. tipa diab&ta ainas uzsaksanas (12. ned€la) un turpinatos 8
nedélas.

Ka redzams 6. attéla, eksperimenta izmantoto zurku svars eksperimenta sakuma,
eksperimenta gaita un beigas bija vienads, Wistar un G-K kontroles, gan mildronata

grupu dzivnieki sakuma svéra 290 g, bet beigas vidgji 370 g.

410 -
380 -
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320 -
290 -
260 -
230

200 I I I I I I I I I !
10 11 12 13 14 15 16 17 18 19 20
Laiks, nedelas

Zurku svars, g

2

—&— G-K kontrole —&— Mildronats 100 mg/kg
—>— Mildronats 200 mg/kg —o— Wistar

6. Attels. Eksperimenta izmantoto Wistar un G-K Iinijas Zurku svara izmainas.
Ka redzams 7. attela, jau eksperimenta sakuma, 12. nedéla, G-K zurku glikozes

koncentracija asinis tuksa disa ieveérojami atSkiras no Wistar kontroles dzivniekiem
(attiecigi 6.6 un 4.8 mM). P&c 4 ned€lam (16 ned. vecuma) G-K kontroles zurku glikozes
Iimenis asinis biitiski nemainijas, bet péc 8 nedélam (20 ned. vecuma) nedaudz
samazinajas lidz 5.8 mM, kas varétu biit saistits ar glikozes Itmena dabiskajam
svarstibam. Mildronats deva 100 mg/kg péc 4 nedelu ievadiSanas samazinaja glikozes

Itmeni tuksa dasa, tomér statistiskas ticamibas starp G-K kontroles grupu un 100 mg/kg
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G-K grupam nebija, turpretim deva 200 mg/kg bija noveérojams statistiski ticams glikozes

Iimeni samazinoss efekts (par 1.2 mM jeb 18% no G-K kontroles).
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7. Attels. Mildronata ietekme uz asins glikozes [imeni tuksa dasa G-K Zurkam. Rezultati
atteloti ka vidéja vertiba = SEM no vismaz 8 dzivniekiem. * p<0.05 pret G-K kontroles
grupu.
Ka redzams 7. attela, tad arT pec 8 nedélam mildronata ievadiSanas deva 100 mg/kg

glikozes koncnetracija asinis tuk$a disa samazinajas, tomér efekts nebija statistiski
ticams no kontroles grupas, bet mildronata ievadisana deva 200 mg/kg statistiski ticami
samazinaja glikozes Itmeni gan no sakotngja (par 1.7 mM jeb 28%), gan G-K zurku 20.
dienas glikozes lIimena (par ImM jeb 17%).

Lidzigs mildronata efekts tika noverots eksperimenta 8 nedgla, kur tika noteikta
glikozes koncentracija asins plazma dzivniekiem, kam bija pieeja baribai jeb barotiem
dzivniekiem. Wistar kontroles dzivniekiem glikozes koncentracija asins plazma bija 6
mM, kamé&r G-K kontroles dzivniekiem ta bija 12.7 mM (8. att€ls). Savukart mildronats
devas atkariga veida un statistiski ticami augstakaja deva (200 mg/kg deva) samazinaja
glikozes koncentraciju. Deva 100 mg/kg glikozes asins koncentracija bija samazinata lidz

10.8 mM (par 15%), bet 200 mg/kg attiecigi Iidz un 9.5 mM (25%).

52



Glikoze, mM
o o
>} (5] (=)
| | |

=
|

*
0 I T T 1

Wistar G-K Mildronats Mildronats
kontrole 100 mg/kg 200 mg/kg

8. Attéls. Mildronata ietekme uz glikozes koncentraciju barotu Zurku asins plazma péc 8
nedélu mildronata ievadi§anas. Rezultati atteloti ka vidéja vertiba £ SEM no vismaz 8
dzivniekiem. * p<0.05 pret G-K kontroles grupu.
Ka redzams 3. tabula, G-K zurkam, salidzinot ar Wistar Iinijas zurkam, bija

statistiski ticami zemaks insulina Itmenis asins plazma, turklat mildronata ievadisana
deva ne 100, ne 200 mg/kg insulina Itmeni nepaaugstinaja. Parasti 2. tipa diabéta
gadijuma insulina Iimenis ir stipri augstaks ka Wistar kontroles dzivniekos (9-12 ng/ml),
kamér miisu G-K Zurkas tas ir pat 2 reizes zemaks. Tas varétu nozimét, ka G-K zurkam
20 nedgla varStu but sacies pirma tipa diabéts, jo I[idzigi ir pazeminats ari insulina
markieris — C-peptids (3. tabula), kas rodas tad, kad no proinsulina rodas insulins
(izdalisanas laika no aizkunga dziedzera).

Ka jau noverots ieprieks, netika atrastas statistiski ticamas atSkiribas starp Wistar,
G-K kontroles zurku, ka arT mildronata zurku asins plazmas brivo taukskabju un LDL
holesterina koncentracijam (3. tabula). G-K Zurkam 20 nedg€la bija tendence palielinat
HDL holesterina Iimeni, kamér mildronats nedaudz, bet statistiski ticami paaugstina to
pat attieciba pret G-K kontroli (3. tabula).

Nosakot kardiovaskularo saslimsanu markiera — C-reaktiva proteina koncentraciju,

statistiski ticama atSkiriba starp grupam netika atrasta (3. tabula).
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Mildronats Mildronats
Wistar G-K kontrole
100 mg/kg 200 mg/kg
Fruktozamins mM 0.41 £0.05* 0.68 £0.08 0.49 +£0.06* 0.45 £0.06*
HDL-holesterins, mg/dl 26.9 £0.98 29.1£1.5 32.9+1.3% 32.7 £0.98%*
LDL-holestertns, mg/dl 35415 39.5+1.3 41.5£22 429427
Brivas taukskabes, mM 0.61 £0.07 0.54 +0.09 0.53 £0.08 0.58 +0.07
Insulins, ng/ml 4.9 £0.3* 2.1+0.3 1.7 £0.2 2.1+0.3
C-reaktivais proteins,
53.3£1.9 50.9£1.9 52.6£2.8 49.8 £1.7

ng/ml

3. Tabula. Mildronata lietoSanas ietekme uz asins biokimisko sastavu. Rezultati attéloti ka
vidéja vertiba = SEM no vismaz 8 dzivniekiem. * p<0.05 pret G-K kontroles grupu.
Ka redzams 3. tabula, G-K kontroles grupas Zurkam tika atrasta paaugstinata

fruktozamina koncentracija asins plazma, kas liecina par pastiprinatu asins proteinu

glikeésanos (neenzimatisku reakciju ar proteiniem) paaugstinatas glikozes koncentracijas

ietekmé. Atrasts, ka fruktozamins ir diab&ta komplikaciju markieris, kas koreleé ar

glikozileto hemoglobinu. Savukart, mildronata ievadiSanas rezultata fruktozamina

Iimenis tika normaliz€ts, lidz deva 200 mg/kg $is efekts bija statistiski ticams.

Oralaja glikozes tolerances testa glikozes koncentracijas palielinajums péc tas

ievadiSanas G-K zurkam jau 12. nedéla biitiski atSkiras no kontroles zurku glikozes

Itmena un $§71 atSkiriba nemainijas ne 16. ne 20. zurku dzives nedéla. Mildronatam nebija

bitiskas ietekmes uz glikozes koncentraciju izmainam OGTT laika ne péc 4, ne 8 nedé€lu

ievadiSanas (9. attels).
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9. Attels. Mildronata ietekme uz glikozes toleranci testu pec 8 nedelu mildronata
ievadiSanas. Rezultati atteloti ka vidéja vertiba = SEM no vismaz 8 dzivniekiem.
Ka redzams 10. attéla, ketonvielu Iimenis (B-hidroksibutirats) 12 ned€las vecas

Wistar un G-K zurkas bija Iidzigs (attiecigi 1.3 un 1.5 mM), tom@r gan péc 4, gan 8
ned€lam jeb attiecigi 16 un 20 nedélu vecam G-K kontroles zurkam ketonvielu Iimenis
butiski samazinajas 1idz 0.9 mM, bet mildronats deva 200 mg/kg statistiski ticami (pret
G-K kontroli) vél vairak samazinaja ketonvielu daudzumu zurku asins plazma (0.7 mM).
Sis ketonvielu samazinajums visticamak saistits ar taukskabju oksidé$anas kavésanu, ko

G-K kontroles zurkam izraisa salidzinosi liela insulina koncentracija.

1,8 1
%
£ 1,2 1 *
&
-
2 E0,6 . x x
=< E
% 0,0 T T 1
z 12 16 20
Vecums, nedélas
—— Wistar —— G-K kontrole

—— Mildronats 100 mg/kg —<— Mildronats 200 mg/kg

10. Attels. Mildronata ietekme uz p-hidroksibutirata limeni Zurku asinis. Katrs punkts ir
vidéja vertiba = SEM no vismaz 8 dzivniekiem. * p<0.05 pret G-K kontroles grupu.
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Tika noverota zurku uzvediba ,,tail flick” un ,,hot plate” testos. ,,Tail flick” un ,,hot
plate” testos noverojam statistiski ticamu atsSkiribu sapju izpausmeés Wistar un G-K
zurkam (11. attels). Sie dati Jauj secinat, ka G-K zurkam ir diabéta rezultata radusies
neiroimpulsu parneses trauc€jumi. Novert€jot mildronata ietekmi, var secinat, ka ,.tail
flick” testa tika noverota statistiski ticama neiroimpulsu parneses uzlaboSanas péc
mildronata (deva 200 mg/kg) 8 ned€lu uznemsanas ar dzeramo tdeni. ,,Hot plate” testa

statistiski ticamas izmainas G-K zurkas nebija.
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11. Attels.Mildronata ietekme uz latento periodu ,,7ail flick” un ,,Hot plate” testa. Katrs
punkts ir vidéja veértiba = SEM no vismaz 8 dzivniekiem. * p<0.05 pret G-K kontroles
grupu.
Invazivie asinsspiediena mérijjumi paradija, ka butiskas atSkiribas starp sistolisko

un diastolisko asinsspiedienu un sirds ritmu zurkam nenoveéro (4. tabula). Lidzigi ir arT ar
sirds sarausanas un atslabsanas sp&ju in vivo jeb +dp/dt, kas raksturo cik atri sirds spgj
sarauties un atslabt. ArT Sie parametri praktiski vienadi gan Wistar, gan G-K zurkam, ka

ar1 netika noverojama butiska mildronata ietekme uz Siem raditajiem (4. tabula).
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Mildronats Mildronats

Wistar G-K Kontrole
A In vivo 100 mg/kg 200 mg/kg
Sirds ritms, bpm 378421 296445 363%15 339+13
Sistoliskais spiediens,
15745 140+12 133+10 145413
mmHg
Diastoliskais spiediens,
12544 105+11 10149 111£12
mmHg
+dp/dt, mmHg/s 989+160 931+143 981+132 1015£165
-dp/dt, mmHg/s -559+75 -533+£56 -495450 -540+64
B In vitro
Sirds masas indekss,
2.2+0.3 2.2+0.2 2.3+0.4 2.4+0.2
mg/g
LVP, mmHg 44+5 52+6 47£5 47+4
Sirds ritms, bpm 23747 21348 208+17 256+11
Caurpliisma, ml/min 7.1£0.2% 5.8+£0.3 6.3+0.8 6.8+0.2
+dp/dt, mmHg/s 1365+209 1602+209 1490+96 1456+188
-dp/dt, mmHg/s -945+93 -1032+110 -1015+45 -937+86

4. Tabula. Mildronata ietekme uz sirdsdarbibas parametriem in vivo (A) un in vitro (B) péc
8 nedélu mildronata ievadiSanas. Katrs punkts ir vidéja vértiba = SEM no vismaz 8
dzivniekiem. * p<0.05 pret G-K kontroles grupu.

Lai novértetu iesp&jamo mazsp&jas attistibu, tika meriti dazadi izolétas sirds

parametri pirms infarkta ieskaitot sirds masas indeksu, kreisa kambara sarausanas spéku
(LVP), sirds ritmu, caurplismu un sarauSanas sp&ju. Tomer neviena no raditajiem,
iznemot sirds caurplismu, nebija atSkiribas starp Wistar un G-K kontroles zurkam, ka ar1
netika noverota biitiska mildronata ietekme uz Siem raditajiem (4. tabula). Sirds
caurplisma G-K zurkam bija statistiski ticami zemaka, salidzinot ar Wistar kontroli.
Interesanti, ka mildronatam novérojama tendence palielinat sirds caurpliismu.

Wistar un G-K kontroles zurkam infarkta lielums praktiski neatSkiras, kamér
mildronats deva 100 mg/kg statistiski ticami samazina infarkta lielumu par 24% (12.
attels). Kaut arT deva 200 mg/kg mildronats samazinaja infarkta lielumu, tomér Sis efekts

nebija statistiski ticams.
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12. Attels. Mildronata uznemsanas ietekme uz nekrozes zonas izméru. Rezultati paraditi ka
videja vertiba £ SEM no vismaz 8 dzivniekiem. * p<0.05 pret G-K kontroles grupu.
Lai peétitu asinsvadu reaktivitates izmainas diab&ta ietekmé, tika veikts izol&tas

aortas eksperiments. Ka atrasts literatiira, G-K Zurkam novérojama pastiprinata jutiba pret
adrenomimétiskam vielam taja skaita fenilefrinu. Arl misu zurkas tika novérota
statistiski ticama sensitivitates palielinasanas, kamér mildronata deva 200 mg/kg ticami
200 mg/kg aizsarga asinsvadu sieninu un bremzg talaku bojajumu attibu.

Acetilholina relaks€josa ietekme Wistar un G-K kontroles Zurku aortds nebija
atSkiriga, ka arT mildronata ievadiSana neizraisija endotélija-atkarigas relaksacijas

izmainas (14. attels).
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13. Attels. Mildronata ietekme uz Zurku izolétu aortu kontrakcijam dazadu fenilefrina
koncentraciju ietekmée péc 8 nedélu mildronata ievadiSanas. Katrs punkts izteikts procentos
no Wistar Zurku aortu gredzenu kontrakcijas un ir vidéja vértiba + SEM no vismaz 8
dzivniekiem. * p<0.05 pret G-K kontroles grupu.
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14. Attels. Mildronata ietekme uz izolétu Zurku aortu relaksaciju dazadu acetilholina
koncentraciju ietekmé péc 8 nedélu mildronata ievadiSanas. Katrs punkts izteikts procentos
no maksimalas kontrakcijas un ir vidéja veértiba = SEM no vismaz 8 dzivniekiem.
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Mildronata ietekme uz aterosklerozes attistibu

Mildronata ietekme uz aterosklerotisko pangu daudzumu apoE/LDLR'/ i

pelu aortas
Peéc aortu audu sagatavoSanas, aterosklerotiska aplikuma krasoSanas un
fotografeésanas, ka aprakstits metozu sadala, tika veikta att€lu planimetriska analize. Ka
redzams 15. attela, tad visu tris grupu dzivnieku aortas aterosklerotiskais aplikums (sartas

zonas) bija izveidojies aortas loka un bija konstat€jamas arT aortas abdominalaja dala.

15. Attéels. Aterosklerotiskais aplikums 6 ménesus vecas kontroles (A) un mildronatu
sanemuso (B - 30 mg/kg; C - 100 mg/kg) apoE/LDLR™ pelu aortas. Roza zonas aortas attélo
aterosklerotisko bojajumu lokalizaciju.

P&c aortu att€lu planemetriskas analizes, secinajam, ka mildronata uznemsana deva

100 mg/kg bija statistiski ticami samazinajusi aterosklerotisko bojajumu veidoSanos.
Kontroles grupa aterosklerotiskas pangas bija noklajusas 18+1% no aortas laukuma, bet
mildronata 100 mg/kg grupa, pangas bija parklajuSas tikai 14+1% no kopgja aortas
laukuma. Mildronats deva 30 mg/kg, lietots Certus méneSus, arl samazinaja kop€jo
aterosklerotisko pangu laukumu (15£1% no kopg€ja aortas laukuma), bet Sis

samazinajums statistiksi ticami neatskiras no kontroles grupas (16. attels).

60



20

]

g

=

=15 *

3

=,

2 10 -

(=]

=2

4

£ 5

(=]

-]

(=)

i

° Kontrole Mildronats 30 Mildronats 100
mg/kg mg/kg

16. Attels. Mildronata ietekme uz aterosklerotiska aplikuma daudzumu apoE/LDLR™ pelu
aortas. Rezultati atteloti ka videja vertiba £ SEM no 10 dzivniekiem. * p<0.05 pret
kontroles grupu.

Mildronata ietekme uz aterosklerotiska aplikuma laukumu aortas sakné
Lidzigi ka aortas, ta arT aortas sakn€ mildronats samazinaja aterosklerotisko pangu
veidoSanos aortas sakné un pie pusméness varstuliem. Ka redzams 17. attéla, tad
kontroles dzivnieku aortas sakn€ aterosklerotiskais aplikums aiznem lielu dalu no aortas
limena. Turpretim to pelu aortu sakn€s, kuras kopa ar dzeramo udeni san€musas

mildronatu, aterosklerotiskais aplikums ir acimredzami mazak.
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v AR
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17. Attels. Aterosklerotiskais aplikums 6 méneSus vecas kontroles (A) un mildronatu
sanemuso (B - 30 mg/kg; C - 100 mg/kg) apoE/LDLR™ pelu aortu saknés.
Planemetriski analiz&jot aterosklerotiska aplikuma daudzumu, varéjam secinat, ka

mildronats deva 30 mg/kg p.o. samazinaja aterosklerotiska aplikuma daudzumu, tomér
rezultats nebija statistiski ticams. Turpretim 100 mg/kg p.o. mildronata kurss statistiski

ticami samazinaja aterosklerotiska aplikuma daudzumu apoE /LDLR™ pelu aortu sakn.
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Kontroles pelu aterosklerotiska aplikuma laukums pie pusméness varstulém bija 2.8+0.2
um**10°, savukart mildronatu sapémuso (100 mg/kg) pelu aortu sakn@s tas bija tikai

2.040.2 um?**10° (18. attgls).
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18. Attéls. Mildronata ietekme uz aterosklerotiska aplikuma daudzumu apoE/LDLR™ pelu
aortu saknes. Rezultati atteloti ka videja vertiba £ SEM no 10 dzivniekiem. * p<0.05 pret
kontroles grupu.

Mildronata lietoSanas ietekme uz lipidu homeostazes markiermolekulam
Lai noteiktu mildronata lietoSanas ietekmi uz lipidu metabolismu un lai pétitu
eksperimentali apstiprinato mildronata antiaterosklerotiska efekta biokimiskas iedarbibas
mehanisma pamatus, tika veiktas asins plazmas paraugu analizes, izmantojot komerciali
pieejamos reaktivu komplektus. P&c izdaritajiem merjjumiem varg§jam secinat, ka 4
ménesu mildronata lietoSana nebija ietekmgjusi ne brivo taukskabju, ne LDL-holesterina,
ne HDL-holesterina, ne kop€ja holesterina, ne trigliceridu koncentraciju asins plazma (5.

tabula).
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Mildronats Mildronats

Kontrole

30 mg/kg 100 mg/kg

Brivas taukskabes, mM 1.57+£0.3 1.59+0.4 1.48+0.3

Trigliceridi, mg/dl 42.6+2.3 42.5¢1.5 42.4+1.3
Brivais holesterins, mg/dl 152.94+6.9 139.6+5.9 130.8+6.3*
LDL-holesterns, mg/dl 121.9+£3.6 129.7+6.5 122.9+3.8

HDL-holesterins, mg/dl 66.1+4 .4 63.5+4.1 66.8+4.2

Kopgjais holesterins, mg/dl 341+30 326+19 322425

5. Tabula. Mildronata lietoSanas ietekme uz lipidu homeostazes markiermolekulam.
Rezultati atteloti ka vidéja vertiba = SEM no 10 dzivniekiem. * p<0.05 pret kontroles
grupu.
[zmérot briva holesterina koncentraciju apoE/LDLR” pelu asins plazma,

konstat§jam, ka mildronata ievadiSana Saja gadijuma bija izraisijusi devas atkarigu briva
holesterina koncentracijas samazinaSanos. Ka redzams 5. tabula, mildronata 30 mg/kg
grupas pelu plazma noveérojams neliels briva holesterina samazinajums, bet mildronata
100 mg/kg grupas gadijuma samazinajums sasniedz statistiski ticama efekta [Tmeni.
Mildronata, GBB un karnitina saturs sirds audos

Sirds audu hromatografiska analize paradija, ka 4 méneSu laika dzerot tideni, kam
pievienots mildronats, apoE/LDLR” pelu sirds audos, bija novérojamas devas atkarigas
izmainas GBB un karnitina koncentracijas, ka ar1 atbilsto§s mildronata koncentracijas
picaugums. Ka redzams 19. attéla, karnitina koncentracija kontroles grupas pelu sirzu
ekstraktos bija 56.9+5.4 nmol/ml, bet mildronata 30 un 100 mg/kg grupas karnitina
koncentracija statistiski ticami atSkiras no kontroles grupas veértibas un bija, atbilstosi
31.740.9 nmol/ml un 9.74£0.4 nmol/ml. Turklat ticami atskiras ar karnitina koncentracija
mildronata 30 mg/kg un 100 mg/kg grupu dzivnieku sirzu ekstraktiem sava starpa (19.

attels).
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19. Attéls. Mildronata ietekme uz GBB un karnitina limeni sirds audos apoE/LDLR-/- pelés,
Rezultati atteloti ka vidéjais £+ SEM no 10 dzivniekiem. ** p<(0.01 pret kontroles grupu.
Lidziga veida atSkiras art GBB koncentracija visu triju grupu dzivniekiem. Ja
kontroles grupa GBB koncentracija bija 8.2+0.3 nmol/ml, tad mildronata 30 mg/kg grupa
— 12.6+0.3 nmol/ml un 100 mg/kg — 11.8+0.6 nmol/ml. Jaatzime, ka statistiski ticami
atSkiras GBB limenis abu mildronata ievadiSanas grupu gadijuma no kontroles grupas
Iimena, bet sava starpa 30 mg/kg un 100 mg/kg grupu pelu sirds audu ekstraktos atrasta

GBB koncentracija statistiski ticami neatskiras.

Mildronata 30 mg/kg grupas gadijuma sirds audu ekstraktos atrasta mildronata
koncentracija bija 15.3+£0.8 nmol/ml , bet mildronata 100 mg/kg grupai gandriz 3 reizes
augstaka Itment: 41.6+1.7 nmol/ml.

Ietekme uz superoksida anjona producésanos aortas sienina un NOHb
koncentraciju apoE™ pelu asinis.

Sarkana fluorescence, kas rodas fluorescgjot etidijam, kas radies reakscija stap
DHE un superoksida anjonu, apliecindja, superoksida raSanos gan asinsvada gludaja
muskulatiira, gan endotélija. Ka redzams 20. atteéla, mildornata 4 ménesu terapija deva
100 mg/kg/diena bija samazinajusi superoksida anjona produkciju par 21% salidzinajuma

ar kontroles grupas dzivnieku limeni (p<0.07).
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20. Attels. Mildronata ietekme uz superosida anjona rasanos apoE™ pelu aortas sienipa.
Rezultati izteikti ka % no kontroles un attéloti ka vidéja vertiba = SEM no 5 pelem.
21. Attgla paradita mildronata lietosanas ietekme uz NOHb Iimeni apoE™ pelu

asinis. Kontroles grupas dzivniekiem tas bija vid€ji 8 + 2 relativas vienibas, bet
mildronatu sanémuso dzivnieku asinis ta koncentracija bija divas reizes augstaka (16 + 3

relativas vienibas).
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21. Attels. Mildronita ietekme un NOHb koncnetraciju apoE™ pelu asinis. Rezultati attcloti
ka vidéja vertiba = SEM no vismaz 4 dzivniekiem.

Mildronata lietoSanas ietekme uz GBB un karnitina koncentraciju Zurku

aortas audos.
Mildronata lietoSana deva 100 mg/kg, lidzigi ka sirds audos un asins plazma,
samazinaja karnitina un palielindja GBB koncentraciju aortas audos (22. Attels).

Karnitina koncentracija aortas audos samazinajas 3 reizes (no 361+69 nmol/g Iidz
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122422 nmol/g), savukart GBB koncentracija palielinajas 3 reizes (no 38+5 nmol/g lidz
114424 nmol/g).
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22. Attels. Mildronata lieto§anas ietekme uz karnitina un GBB koncentracijam Zurkas
aortas audos. Rezultati atteloti ka videja vertiba + SEM no 10 dzivniekiem. * p<0.05 pret
kontroles grupu.

Mildronata ietekme uz GBB un karnitina koncentraciju izmainam un
to saisttba ar kardioprotektivo efektu

Ietekme uz GBB un karnitina koncentracijam Zurku plazma un sirds

audos.

Mildronata ievadiSana deva 100 mg/kg ip. izraisija iev€rojamu karnitina
koncentracijas samazinasanos un GBB koncentracijas palielinasanos gan asins plazma,
gan miokarda. legiitie rezultati aplikojami 23. att€la un 6. tabula. Vid€ja karnitina
koncentracija kontroles grupas dzivnieku plazma bija 72.6+4.7 puM, savukart GBB
koncentracija kontroles grupas dzivnieku asnis plazma bija 2.3+0.1 pM. Mildronata
koncentracija asins plazma paaugstinajas pakapeniski, sasniedzot plato koncentraciju
(virs 30 uM) péc 14 dienam. Karnitina koncentracija asins plazma visstraujak
samazinajas mildronata lietoSanas pirmas ned€las laika, sasniedzot plato koncentraciju
vidgji ap 25 uM. Ja skatamies uz GBB koncentraciju, tad varam secinat, ka GBB

koncentracija pamazam palielinajas, sasniedzot savu plato koncentraiju (12 uM) ~10
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diena. Ka redzams 23. atteéla, 14 dienu mildronata ievadiSana samazinaja plazmas

karnittna koncentraciju 3 reizes un palielinaja GBB koncentraciju vairak neka 5 reizes.

Laiks, Plazma Sirds

dienas Karnitins GBB Mildronats Karnitins GBB Mildronats
0 72.6+4.7 2.3+0.1 — 1894+40 33 £5 —
1 48.2+8.0 6.3+0.5 16.2+1.3 1282+196 127423 598+136
3 36.2+2.2 8.7+0.16 22.2+6.2 995+195 127423 598 £136
7 27.0+£2.2 10.2+2.8 16.2+6.0 998+111 215+35 674 £106
10 25.6+4.3 11.9£0.57 22.242.6 751455 226 £26 790 £22
14 20.7+£3.3 12.6+1.0 35.74£3.3 745+59 224 +16 866 +82
21 25.0+0.5 12.1£5.1 33.8+0.0 751+70 286 +21 907 +41
28 25.3+£3.4 12.0£1.2 34.4+2.2 759493 235427 841 +34

6. Tabula. Mildronata terapijas ietekme uz karnitina un GBB koncentracijam asins plazma

un sirdl. Rezultati atteloti ka videja vertiba £ SEM no vismaz 3 dzivniekiem.

Sirds ekstraktu analize paradija lidzigas GBB un karnitina koncentraciju izmainas,

kas bija notikuSas mildronata lietosanas rezultata. Ka redzams 23. att€la un 6. tabula,

mildronata ievadiSana bija izraistjusi divkartigu karnitina koncentracijas samazinajumu

(no 1894+40 lidz 995+195 nmol/g) sirds audos jau p&c 3 mildronata lietoSanas dienam un

péc 10 mildronata lietoSanas dienam sasniedza savu plato koncentraciju (74560

nmol/g). Taja pasa laika GBB koncentracija sirds audos paaugstingjas lidz pat 7 reiz€ém

(no 32.844.9 lidz 226+26 nmol/g). Mildronata koncentracija, lidzigi ka plazma,

paaugstindjas pamazam pirmas 14 terapijas dienas, péc tam sasniedzot savu plato

koncentraciju.
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23. Attels. Mildronata ietekme uz karnitina un GBB daudzumu Zurku asins plazma (A) un
sirdi (B). Vielu daudzumi izteikti ka izmainas reizes no sakotnéja daudzuma. Rezultati
atteloti ka videja vertiba £ SEM no 3 mérijjumiem.

Aprékinot korelacijas ar Persona korelaciju analizes testu starp GBB un karnitina

koncentraciju izmainam un mildronata koncentraciju izmainam, secindjam, ka pastav
saistiba starp mildronata koncentraciju un briva karnitina koncentraciju izmainam asins
plazma (r=-0.544, p<0.0001) un sirds audos (r=-0.682, p<0.0001). Tika atrasta ari
korelacija starp koncentraciju izmainam plazma un sirds audos, karnitina gadijuma
(r=0.71, p<0.05) un GBB gadijuma (r=0.73, p<0.05).

Mildronata kardioprotektiva darbibas attistibas dinamika

Mildronata kardiprotektiva darbiba tika parbaudita izol&tas zurkas eksperimentala
infarkta model1 3., 7. un 14. diena péc mildronata terapijas uzsakSanas. Nosienot LAD
koronaro arteriju, hipoksijai tika paklauta videji 60% no kreisa kambara audu. Ka
redzams 24. att€la (A), riska zonas visas eksperimenta grupas bija vienadas un nebija
statistiki ticamas atSkiribas starp grupam. Tris dienu mildronata lietoSana nesamazinaja
nekrozes zonu, salidzinot ar kontroles grupas nekrozes zonu (20. att€ls (B)). 7 dienu
mildronata lietoSana uzradija tendenci samazinat nekrozes zonu, tomer nebija statistiski
ticamas atSkiribas no kontroles grupas. Savukart 14 dienu mildronata ievadiSana izsauca
statistiski ticamu kardioprotektivo efektu (resp.: nekrozes zona kontroles grupa bija
34+2% no riska zonas, bet mildronata 100 mg/kg grupa nekrozes zona bija tikai 22+2%

no riska zonas).
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24. Attels. Riska zonas izmeérs (A) un mildronata terapijas ietekme uz nekrozes zonu (B).
Rezultati atteloti ka vidéja vertiba = SEM no vismaz 5 dzivniekiem. ** p<0.01 pret
kontroles grupu.
Persona korelaciju analize uzradija korelaciju starp mildronata un GBB

koncentracijam plazma un nekrozes zonas izmeru (25. att€ls). Mildronata koncentracijai
un nekrozes zonas izméram r=-0.59, p<0.001 un GBB koncentracijai un nekrozes zonas
izméram r=-0.52, p<0.05. Korelacija nebija starp karnitina koncentraciju asins plazma un

nekrozes zonas izmeru.
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25. Attels. Persona korelaciju analize starp nekrozes zonu un mildronata (A) un GBB (B)
koncnetracijam asins plazma.
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Diskusija

Mildronata ietekme uz glikozes metabolismu

Mildronata ietekme uz glikozes metabolismu tika pétita veselas pel€s, kas sanéma
mildronatu 21 dienu deva 200 mg/kg. Lidz §im bija pieradits, ka mildronats, inhibg&jot
GBB hidroksilazi, bremzg karnitina sintézi (Simkhovich et al. 1988). Ta ka karnitins ir
nepiecieSams taukskabju oksidacijai, tad iepriek$€jos pétijumos, galvenokart, tika pétita
mildronata ietekme uz taukskabju metabolismu. Miusu eksperimentd mildronata
inhib&joso darbibu uz GBB hidroksilazi apstiprinaja GBB koncentracijas paaugstinasanas
gan asins plazma, gan sirds audos (2. tabula un 2. att€ls). Plazma GBB koncentracija
palielinajas 2.5 reizes savukart sirdi 6 reizes (2. tabula un 2. attéls). Karnitina un GBB
koncentraciju izmainas nebija simetriskas, jo mildronats ne tikai inhibé GBB hidroksilazi,
bet arT1 bremz€ karnitina reabsorbciju nierés (Kuwajima et al., 1999), ka ari GBB
koncentracijas palielinasanas varetu biit ka kompensators mehanisms, lai palielinatu GBB
hidroksilazes substrata koncentraciju. Tome&r ka paradijusi iepriek$gjie petijumi, tad
glikozes metabolisma izmainas galvenokart varétu biit saistitas ar karnitina
koncentracijas izmainam (Morris et al., 1995).

Karnitina koncentracijas samazinasanas kompensatori sirds audos bija veicinajusi
CPT-1A un CPT-1B mRNS transkripciju (4. attéls). CPT-1 darbiba nodroSina reakciju
starp taukskabju acil-CoA un L-karnitinu, veidojot acilkarnitinu, kas tiek transportéts
mitohondrija, kur notiek talaka taukskabju B-oksidacija. Kaut gan CPT-1 aktivitate ir
palielinata, tomer taukskabju oksidacija mitohondrijos tiek bremzeta (Simkhovich et al.,
1988; Spaniol et al., 2003), un papildus L-karnitina pievienoSana in vitro apstaklos ir
nepiecieSama, lai atjaunotu sakotng€jo CPT-1 aktivitati (Degrace et al., 2004). Ir pieradits,
ka mildronats samazina gan karnitina, gan garo kézu acilkarnitina koncentraciju, ka ari
inhibé 1-'*C-palmitata oksidaciju zurkas miokarda (Simkhovich et al., 1988). Palmitata
oksidacija bija samazinata ari zurkas, kas sanémusas mildronatu deva 200 mg/kg tris
nedélas (Spaniol et al., 2003). Misu iegiitie rezultati uzradija paaugstinatu brivo
taukskabju koncentraciju pelu asins plazma (2. tabula), kas var€tu liecinat par samazinatu

brivo taukskabju oksidaciju. Kaut gan brivo taukskabju koncentracija mildronatu
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sanémuso pelu asins plazma, salidzinot ar kontroles grupas pelu plazmu, bija palielinata,
trigliceridu plazmas koncentracija bija vienada abas grupas, savukart LDL-holesterna
koncentracija, ko varétu skaidrot ar pastiprinatu LDL receptoru ekspresiju un stimul&tu
trigliceridu uznemsSanu aknas, ka tas tika paradits pirms tam (Degrace et al., 2004).

Misu pétijuma pirmo reizi ir paradits, ka ilglaicigas mildronata terapijas gadijuma
ir samazinats asins glikozes Itmenis (1. attéls), ka ar1, ka mildronata ilgstoSa lietoSana
palielinaja par 35% insulina stimuléto glikozes uznemsSanu izoléta peles sirdi, savukart
glikozes bazala uznemsSana tika stimuléta par 25% (3. att€ls (B)). Insulina klatbiitng
glikozes transports muskulu §iina galvenokart notiek caur GLUT-4. Pelés, kam izraisita
GLUT-4 paaugstina ekspresija, tika noverota paaugstinata jutiba pret insulinu un uzlabota
glikozes tolerance (Hansen et al., 1995). Miisu rezultati liecina, ka mildronata 3 ned€lu
ievadiSana izraisa paaugstinatu GLUT-4 un INSR proteinu ekspresiju sirds audos (5.
att€ls). Bez tieSajiem insulina efektiem uz glikozes transportu §iina, insulina receptoru
aktivacija izraisa ar fosfoinozitola-3-kinazes un mitog€na-aktivéto proteina kinazes
saistito enzimu aktivitates izmainas, kas ir iesaistitas kardioprotekcija reperfuzijas
perioda (Jonassen et al., 2001; Youngren et al., 2007). Tada veida ar paaugstinato INSR
ekspresiju dalgji varétu biit arT skaidrojama mildronata kardioprotektiva darbiba.

PDH kompleksa enzimi un HK II ir intracelularie enzimi, kas nepiecieSami
glikozes metabolismam. HK II daudzuma palielinasanas genétiski modificéto pelu
muskulos izraisija tieSu insulina jutibas palielinasanos (Fueger et al., 2004), bet PDH
komplekss saista glikolizi ar Krebsa ciklu. Més konstatgjam divkarSu HK II un PDH
E1/E2 daudzuma palielinaSanos mildronatu sanémuso pelu sirdis, salidzinot ar kontroles
pelu sirdim (5. attéls). Bez tam mé&s nenovérojam laktata koncentracijas palielinaSanos
(dati nav paraditi). Ieprieks€jos petijumos tika nov€rota mildronata sp&ja samazinat
laktata koncentraciju sirds audos i$€mijas laika, kas liecina par mildronata ilgstosa
lietoSana ne tikai veicina glikozes uznemSanu, bet ari varétu veicinat glikozes
fosforilaciju un aerobo oksidaciju (Asaka et al., 1998; Hayashi et al., 2000b).

Glikozes oksidacijas veicinasana tiek uzskatita par iesp&jamo mildronata darbibas
mehanismu (Asaka et al., 1998; Dambrova et al., 2002), bet 1idz §im tas nebija izpétits
eksperimentali. Ir pieradits, ka funkcionali sirds reperfuzijas laika atgiistas, ja tieSi vai
netiesi tiek stimul@ta glikozes oksidacija, lietojot B-oksidacijas inhibitorus (Lopaschuk et
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al., 1990). Bez tam insulina rezistence, samazinata glikozes uznemsana un oksidacija tiek
saistita ar kardiovaskularajam patologijam (Kamalesh 2007; Taegtmeyer et al., 2002).
Lielaka dala mildronata pétijjumu lauj domat, ka mildronata kardioprotektivas darbibas
mehanisma pamata ir garo kézu acilkarnitina uzkrasanas inhibicija i$€mijas laika (Asaka
et al., 1998; Hayashi et al., 2000c; Kirimoto et al., 1996), tom&r miisu petijums paradija,
ka ilglaiciga mildronata lietoSana stimulé glikozes metabolismu miokarda, kas varétu

nodroS§inat miokarda aizsardzibu iS€mijas laika.

Mildronata ietekme uz diabeta attistibu G-K Zurkas

Balstoties uz iepriek$gja pétijuma posma iegiitajiem rezultatiem par mildronata
lietosanas ietekmi uz glikozes metabolismu vesela organisma, varétu domat, ka insulina
jutibas paaugstinasana un glikozes metabolisma veicinasana butu pielietojama 2. tipa
cukura diabéta arstéSanai, tapec talak tika petita mildronata lietoSanas ietekme uz diabé&ta
attistibu. Mildronata ietekme uz diabéta attistibu tika pétita G-K linijas zurkas, kam sakot
ar 12 dzives spontani attistas 2. tipa cukura diab&ts (Movassat et al., 2007). Tika atrasts,
ka mildronata lietoSana samazinaja glikozes koncentraciju gan tuksa daisa (7. att€ls), gan
péc &Sanas (8. att€ls), neietekm€jot insulina ltmeni, kas bija saskana ar ieprieks
iegiitajiem datiem (2. tabula). Bez tam tika pieradits, ka mildronata ievadiSana samazina
neiropatisko un asinsvadu bojajumu attistibu (11. att€ls), ka arT mildronata ievadiSana
aizsargaja sirdis no i§€mijas—reperflizijas izsauktajiem bojajumiem eksperimentalaja sirds
infarkta modelt in vitro (12. attéls). Ka redzams 3. tabula, mildronata ievadiSana abas
devas samazinaja fruktozamina koncentraciju G-K asins plazma lidz Wistar Zurku
Itmenim.

Balstoties uz ieprieks$€ja pétijjuma posma rezultatiem, varétu apgalvot, ka asins
glikozes koncentracijas samazinasanas varétu skaidrojama ar GLUT-4 un citu glikozes
metabolisma iesaistito enzimu ekspresijas palielinaSanos (5. attéls). Ta ka G-K zurku
asins plazma netika konstatéta paaugstinata brivo taukskabju un trigliceridu
koncentracija, kas varétu liecinat par inhib&tu taukskabju oksidaciju, m&s mérjjam [-
hidroksibutirata koncentraciju. B-hidroksibutirats rodas taukskabju oksidacijas rezultata
un var tikt izmantots taukskabju oksidacijas intensitates novertéSanai. Eksperimenta
sakuma B-hidroksibutirata koncentracija bija vienada visas petijjuma grupas, tomer pec 4
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un 8 nedélam B-hidroksibutirata koncentracija bija samazinajusies visas tris G-K zurku
grupas. Mildronata ievadiSana deva 200 mg statistiski ticami v&l samazinaja [3-
hidroksibutirata koncentraciju (10. attels).

Daudzos pétijumos pieradits, ka diab&ta gadijuma attistas endoteliala disfunkcija
(Azuma et al., 2006; Rosen and Wiernsperger 2006), samazinata asinsvadu spé&ja
relakséties atbildé uz acetilholinu konstateta arT izol€tos G-K Zzurku aortas gredzenos
(Sena et al., 2008), gan mezenterialajas artérijas (Cheng et al., 2001), kas liecina, ka
endotélijs tiek bojats gan kompresijas, gan pretestibas veida asinsvados. Bez endotelialas
disfunkcijas diabéta gadijuma novérota ar1 asinsvadu paaugstinata jutiba pret
noradrenalinu un citiem ardenoreceptoru agonistiem (Rosen and Wiernsperger 2006).
Miisu pétijuma G-K Zurku asinsvados nebija attistijusies endoteliala disfunkcija un aortas
gredzenu atbildes reakcija in vitro pret acetilholinu bija identiska Wistar Zurku linijas
aortu gredzenu atbildei (14. att€ls). Tas vartu but skaidrojams ar nepietiekamo dzivnieku
vecumu, jo paradits, ka endot€lija-atkariga vazorelaskacija 12 ned€las vecam G-K
zurkam ir pat labaka neka attieciga vecuma Wistar Iinijas zurkam, savukart 36 ned€lu
vecuma G-K Zurkam jau ir attistjjusies endoteliala disfunkcija (Kobayashi et al., 2004).
Kaut gan G-K zurkam vé&l nebija attistijusies endoteliala disfunkcija, tomer tam tika
konstateta paaugstinata aortu gredzenu jutiba pret fenilefrinu, kas tika normalizéta,
sanemot mildronatu deva 200 mg/kg (15. attels). Salidzinot koronaro caurplismu G-K un
Wistar Iinijas zurku sirdis in vitro, secinajam, ka G-K zurku sirdim ta ir samazinata.
Savukart mildronata terapija deva 200 mg/kg, to statistiski ticami palielinaja gandriz lidz
Wistar zurku sirzu Iimenim (4. tabula). legiitie rezultati varétu liecinat ar par to, ka
mildronats uzlabo koronaro asinsvadu stavokli diab&ta gadijuma, kas, savukart, varétu
aizkavet aterosklerozes attistibu.

Ka redzams 12. att€la mildronata ievadiSana deva 100 mg/kg, aizsargaja sirdis no
iS€mijas—reperfuzijas raditajiem bojajumiem un samazindja nekrozes zonu par 25-30%
eksperimentalaja sirds infarkta modeli in vitro. Ja més salidzinam mildronata
kardioprotektivo efektu starp Wistar (24. attela (B)) un G-K (12. attéls) zurkam , tad
jasecina, ka mildronata kardioprotektiva darbiba uz diab&ta fona nav zudusi un ir tada
pati ka veselam zurkam. Tomér nacas secinat, ka kardioprotektivais efekts, ievadot
mildronatu deva 200 mg/kg, nebija tik izteikts, ka mazakaja deva, kaut gan augstakaja
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deva mildronata ievadiSana pazeminaja glikozes limeni asinis un mazinaja diab&ta
komplikaciju attistibu.

Ieprieks€jos pétijumos secinats, ka lidz ar diabéta attistibu G-K Zurkam, attistas ar1
periféras neiropatijas, kam raksturiga sapju sliekSpa paaugstinaSanas (Suzuki et al.,
1990). Neiropatiju attistibas smagums atkarigs no glikozes koncentracijas asinis un laika,
kura asinis ir paaugstinata glikozes koncentracija (Suzuki et al., 1990). Mildronata
ievadiSana deva 200 mg/kg péc 8 ned€lam samazinaja hiperglikémiju un paraléli
paaugstinaja sapju slieksni (11. att€ls). Maz ticams, ka mildronats tiesi ietekm& neironus,
kas iesaistiti sapju signala vadiSana, jo netika noverots sapju sliekSpa pazeminasanas peéc
vienreiz€jas mildronata devas ievadiSanas. Tadejadi var secinat, ka mildronata ietekme uz
asins glikozes koncentraciju varétu bt nozimiga neiropatiju attistibas inhibicijai 2. tipa

cukura diab&ta pacientiem.

Mildronata ietekme uz aterosklerozes attistibu

Aterosklerozes attisttbu var veicinat gan paaugstinata brivo taukskabju
koncentracija (Pilz and Marz 2008), gan hiperglikémija (Aronson and Rayfield, 2002). Ta
ka tika ieprieks$ pieradits, ka mildronata ievadiSana izsauc gan taukskabju, gan glikozes
metabolisma izmainas, tad ta ievadiSana varétu ietekmét aterosklerozes attistibu. Miisu
ieglitie rezultati apstiprindja So hipot€zi, jo mildronata uzpemsSana samazinaja
aerosklerotisko pangu attistibu (16. att€ls un 18. att€ls) un briva holesterina Iimeni
ApoE/LDLR™ pelu asins plazma (5. tabula), ka ar samazindja karnitina daudzumu aortas
audos (22. attels).

Lidz sim veiktajos pétjjumos paradits, ka, sistematiska L-karnitina vai ta
atvasinajuma — propionil-L-karnitina ievadiSana, dzivniekiem, kam eksperimentali
izsaukta aterosklerozes attistiba, tiek samazinata vai pilnigi nomakta aterosklerozes
attistiba (Sayed-Ahmed et al., 2001; Spagnoli et al., 1995). Bez tam, paradits, ka karnitina
deficits organisma, kas ierosinats dzivnieckam ievadot D-karnitinu, pastiprina
aterosklerozes attistibu un tiek pat izvirzita hipotéze par to, ka karnitina trikums biitu
uzskatams par papildus riska faktoru aterosklerozes attistiba (Sayed-Ahmed et al., 2001).
Ta ka aterosklerotiskie bojajumi attistas arterijas, mes pétijam mildronata lietoSanas
ietekmi uz karnitina koncentraciju izmainam Zzurku aortas. Ka tas bija sagaidams,
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mildronata ievadiSana 14 dienas deva 100 mg/kg samazindja karnitina koncentraciju
aortas audos 3-reizes (22. attels). Misu iegttie dati bija saskana ar citiem pé&tijumiem
(Hayashi et al., 2000c), ka arT ar pasu iegitajiem rezultatiem (2. tabula un 2. att€ls), kas
bija paradijusi, ka mildronata lietoSanas ietekm& samazinas karnitina koncentracija
dazados audos. Tomér mildrondta ievadiSana apoE/LDLR” pelém neizsauca
aterosklerozes attistibas paatrinasanos, ka tas bitu sagaidams no ieprieksgjiem
petijumiem, kas paradija pozitivu saistibu starp samazinatu karnitina koncentraciju un
aterosklerozes attistibu (Sayed-Ahmed et al., 2001). Tiesi pret€ji, musu dati paradija, ka
mildronats samazinaja aterosklerotisko pangu attistibu gan aorta (16. attéls), gan aortas
sakng (18. attels) devas atkariga veida. Interesanti, ka karnitina koncentracijas analize
apoE/LDLR'/ " pelu sirdis ar1 paradija devas atkarigu samazinajumu (19. att€ls) un
vadoties no ieprieksgjiem pétijumiem, kas paradijusi, mildronata ievaditas devas sakaribu
ar karnitina koncentracijas izmainam dazados audos (Hayashi et al., 2000c), varétu
domat, ka Iidzigi karnitina koncentracija ir samazinajusies arT apoE/LDLR” pelu aortas.
Tas lauj domat, ka karnitina koncentracijas samazinajums varétu biit iesaistits mildronata
antiaterosklerotiskaja darbibas mehanisma.

Superoksida anjona parprodukcija asinsvadu sieninas gludaja muskulatiira un
endot€lija tiek saistita ar endotelialas disfunkcijas un aterosklerozes attistibu (Ballinger et
al., 2002; Schroder et al., 2006). Mildronata 4 ménesu terapija samazinaja superoksida
anjona raSanos apoE'/' pelu aortas par 21% (20. attéls). Ta ka mildronats inhibé [-
oksidaciju (Simkhovich et al., 1988), més uzskatam, ka mehanisms, kada veida
mildronats samazina superoksida rasanos, var€tu but saistits ar mildronata sp&ju inhibét
taukskabju oksidaciju mitohondrijos. Plazmas brivo taukskabju analize apoE/LDLR™
pelés paradija paaugstinatu to koncentraciju (5. tabula), salidzinajuma normalam
kontroles peléem (2. tabula). Pieradits, ka paaugstinata taukskabju koncentracija veicina
superoksida producéSanos endotélija Stinas, savukart CPT-1 inhibicija samazin3ja ta
raSanos (Du et al.,, 2006), ka ar1 paaugstina endotelialo slapekla sintazes (eNOS)
aktivitatti (Du et al., 2006). Kaut gan mildronatam nav tiesas ietekmes uz CPT-1 darbibu
(Spaniol et al., 2003), tomer ta ievadiSana samazina karnitina koncentraciju. Samazinata

karnitina koncentracija samazina CPT-1 sp&ju aktivét taukskabes, lai tas var€tu ieklit
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mitohondrija, kur notiktu to B-oksidacija un tada veida tiktu inhib&ta superoksida anjona
raSanas.

Endotélija sintez€tajam NO piemit pretickaisuma un antitrombotiska darbiba un
pieradits, ka endotélija sintez€tais NO aizsarga pret aterosklerozes attistibu (Giannotti
and Landmesser, 2007), ka ari, ka eNOS inhibicija, paatrina aterosklerozes attistibu
(Kauser et al., 2000). Dala sintezéta NO, difund&jot uz asinim, reagé ar hemoglobinu,
veidojot NOHb. Tiek uzskatits, ka fiziologiskos apstaklos NOHb koncentracija asinis
att€lo eNOS darbibu un ir markieris endotelialai funkcijai (Fink et al., 2006). Mgs
konstatgjam divkarSu NOHb koncentracijas palielinaSanos mildronatu sap@muso pelu
asints (21. att€ls). Biezi samazinata NO producgSanas tiek saistita ar paaugstinatu
superoksida anjona rasanos asinsvada gludaja muskulatiira un endotélija (Madamanchi
and Runge 2007) vai eNOS darbibas traucgjumiem (Kawashima and Yokoyama 2004).
Miusu gadijuma paaugstinato NOHb koncentraciju mildronatu sap€muso pelu asinis
varétu skaidrot ar samazinato superoksida anjona sint€zi aortas sienina (20. attels).

Mildronatu sapémusSo Zurku aortu ekstraktu analize paradija ne tikai karnitina
koncentracijas samazinasanos, bet art GBB koncentracijas palielinaSanos (22. attéls).
Kaut gan literatira nav daudz datu par to, ka GBB uzraditu endotéliju vai gludo
muskulatiiru aizsargajosus efektus, tomer Akahira et al., atklajusi, ka tieSa GBB perfuzija,
aizsarga izol€tu sirdi no Gidenraza peroksida izraisttajiem bojajumiem (Akahira et al.,
1997). Kaut gan praktiski pieradijumi tam v€l nav atrasti, tiek uzskatits, ka GBB
uzkraSanas varétu veicinat GBB esteru sintézi (Sjakste et al., 2004) un ir pieradits, ka
GBB esteri saistas pie muskariniskajiem receptoriem (Dambrova et al., 2004), kas ari

varétu izskaidrot paaugstinato NOHb koncentraciju asints.

Mildronata ietekme uz GBB un karnifina koncentraciju izmainam un
to saisttba ar kardioprotektivo efektu

legttie rezultati pirmo reizi paradija sakaribu starp mildronata lietoSanu un
karnitina un GBB koncentraciju izmainam asins plazma un sirds audos, ka arT tika
noskaidrota mildronata kardioprotektiva efekta saksanas laiks.

Lai noskaidrotu mildronata kardioprotektiva efekta attistibas dinamiku,

eksperimentalajiem dzivniekiem tika vadits mildronats deva 100 mg/kg un attiecigaja
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diena veikts eksperimentalais infarkts in vitro. Péc 3 dienu mildronata terapijas netika
konstatéta nekrozes zonas samazinaSanas, péc 7 mildronata terapijas dienam jau tika
noverots neliels nekrozes zonas samazinajums, tomer tas statistiski ticami neatSkiras no
kontroles grupas. Statistiski ticams nekrozes zonas samazinajums tika konstatéts tikai péc
14 mildronata ievadiSanas dienam (24. att€ls). Plazmas un sirds ekstraktu analize
paradija, ka, sakot ar 7. mildronata ievadiSanas dienu, karnitina, GBB un mildronata
koncentraciju izmainu atrums samazinas un 14. diena tas sasniedza savu plato
koncentraciju. Mildronata ievadiSana nebija izsaukusi sirds funkcionalo parametru (sirds
ritms un kreisa kambara sarauSanas spiediens) izmainas, kas liecindja, ka mildronata
kardioprotektiva darbiba nav saistita ar sirds darba samazinasanu.

Ka tas bija sagaidams, miisu petijums paradija, ka mildronata ievadiSana izraisija
karnitina koncentracijas samazinaSanos asins plazma un sirds audos (6. tabula un 23.
att€ls). Lidz S§tm veiktie pétjjumi paradija, ka karnitina koncentracija var mainities
atkariba no mildronata devas un ievadiSanas laika (Asaka et al., 1998; Hayashi et al.,
2000c; Yonekura et al.,, 2000). Tomeér lielaka dala p€tijumu paradija 2-3 reizes
samazinatu karnitina koncentraciju péc 10 dienu mildronata ievadiSanas (Asaka et al.,
1998; Simkhovich et al., 1988; Yonekura et al., 2000). Saskana ar lidz Sim veiktajiem
pétijumiem, misu rezultati paradija, ka karnitina koncentracija sasniedza savu plato
koncentraciju péc 7-10 dienam pe&c mildronata ievadiSanas sakSanas un ta bija
samazinajies videji 2-3 reizes (6. tabula un 23. att€ls).

Misu rezultati paradija, ka mildronats sasniedz savu plato koncentraciju (30 mM)
péc 14 mildronata ievadiSanas dienam (6. tabula). Mildronata inhibicijas konstante GBB
hidroksilazei ir 16 mM (Spaniol et al., 2001) un ka redzams, tad plazma $ada
koncentracija tiek sasniegta jau péc pirmas mildronata ievadiSanas reizes (6. tabula), kas
lauj apgalvot, ka, ievadot mildronatu deva 100 mg/kg, jau p&c pirmas ievadiSanas reizes
tiek inhibeta GBB hidroksilaze. Savukart inhibicijas konstante karnitina reabsorbcijai
nierés ir 52.2 uM, bet karnitina transport€Sanai kardiomiocitos 1340 uM (Kuwajima et
al., 1999), kas ar1 pierada, ka vienreiz€ja mildronata ievadiSana deva 100 mg/kg ir
pietiekama, lai kavetu karnitina reabsorbciju nier€s un transportu kardiomiocitos. Tas lauj
secinat, ka neskatoties uz mildronata sp&ju ietekmét karnitina un GBB koncentraciju jau

pec pirmas ievadiSanas reizes vél ir nepiecieSamas 14 dienas, lai attistitos mildronata
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kardioprotektiva aktivitate, kas ir saistitas ar Stnas metabolisma izmainam, kas tika
pieraditas p&tfjuma ieprieks€jos posmos.

Eksperimentalaja sirds infarkta modelt in vitro, ne karnitins, ne mildronats netika
pievienots perfuizijas buferSkidumam, kas vélreiz apliecina to, ka mildronata ievadiSana,
ka arT karnittna un GBB koncentraciju izmainas ir veicinajusas Sinas metabolisma
izmainas, kas aizsarga kardiomiocitus pret iS€mijas—reperfuzijas izsauktajiem

bojajumiem.

Mildronata izmantoSanas jaunas iespejas klinika

Kardiovaskularas saslim$anas ir viens no galvenajiem naves iemesliem civilizetaja
sabiedriba (Braun 2006). Daudzu kardiovaskularo saslimSanu risks ir paaugstinats 2. tipa
cukura diabéta pacientiem (Steiner 2007), tapec meérktiecigi biitu attistit un péetit zalu
vielas un to darbibas mehénismus, kas uzlabotu glikozes un taukskabju metabolismu 2.
tipa cukura diab&ta pacientiem un lidz ar to samazinatu ar1 talako komplikaciju attistibu.

Miusu iegiitie rezultati apstiprindja, ka mildronata lietoSana stimulé glikozes
metabolismu, veicinot glikozes metabolisma iesaistito enzimu ekspresijas palielinasanos
(5. attels) un paaugstina jutibu pret insulinu (3. att€ls). Eksperimentalaja 2. tipa cukura
diab&ta modeli, G-K Iinijas zurkas mildronata lietoSana samazinaja glikozes limeni gan
tuksa duosa (7. attels), gan pec &Sanas (8. attels), ka art mildronata kardioprotektiva dabiba
nebija zudusi arT uz diab&ta fona (12. att€ls). Bez tam mildronata terapija aizsargaja
asinsvadus no bojajumu attistibas (13. att€ls), samazinaja neiropatiju attistibu (11. attels),
kas raksturiga diabéta pacientiem.

Ta ka 2. tipa cukura diab&ta pacientiem ir paaugstinats aterosklerozes attistibas riks
(Steiner 2007), tad tika pétita ari mildronata ietekme uz aterosklerozes attistibu.
Mildronata antiaterosklerotiska darbiba tika pétita divas devas (30 un 100 mg/kg) un
statistiski ticamu aterosklerotisko asinsvadu bojajumu samazinajumu konstatgjam
augstakaja mildronata deva (16. att€ls un 18. attels). Ieprieksgjie rezultati paradijusi, ka
mildronats tada pas$a deva aizsargajis sirdi no i$€mijas-reperfuzijas izraisitajiem
bojajumiem (12. att€ls un 24. attéls), ka ar1 uzlabojis sirds darbibu péc infarkta (Aoyagi et

al., 1997; Hayashi et al., 2000a).
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Balstoties uz ieglitajiem rezultatiem, varam izteikt domu, ka mildronats klinika
varétu tikt izmantots ne tikai ka kardioprotektivs lidzeklts, bet tas var€tu bt pielietojams
ar1 ka lidzeklis 2. tipa cukura diab&ta pacientu arsteéSanai, ka ari ta lietoSana varétu
samazinat ar 2. tipa cukura diab&ta saistito komplikaciju (aterosklerozes, neiropatikso

sapju) attistibu.
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Secinajumi

Tris ned€lu mildronata kurss inhibgja taukskabju B-oksidaciju, samazinaja
glikozes koncentraciju asinis un stimul&a insulina stimuléto glikozes
uznem$anu izoléta peles sirdi in vitro, kas var€tu bit skaidrojams ar
GLUT-4, INSR un PDH kompleksa enzimu palielinatu ekspresiju.
Mildronata terapija G-K Iinijas Zurkas normaliz€ja hiperglikeémiju,
smazindja diabeta komplikaciju attistibu un aizsargaja sirdi no iS€mijas—
reperfuzijas raditajiem bojajumiem.

Mildronats samazinaja aterosklerozes attistibu apoE/LDLR'/ ", samazinot
aterosklerotisko bojajumu daudzumu gan aorta, gan pie aortas varstulém.
Mildronata antiaterosklerotiska darbiba var€tu but saistita ar samazinata
superoksida anjona producéSanos aortas un uzlabotu endotelialo NO sintézi.
Pretinfarkta efekta sasniegSanai nepiecieSams vismaz 14 dienu mildronata
kurss un mildronata kardioprotektiva darbiba korel€ ar plazmas mildronata

un GBB koncentracijam.
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