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KOPSAVILKUMS

Mitohondriju bojajumi ir iekaisuma, aterosklerozes, 2. tipa diabéta,
neirodegenerativu — Parkinsona, Alcheimera un citu slimibu pamata. Ari anti-HIV
vielas izraisa mitohondriju toksicitati. Mitohondriju protekcija ir $tnas normalai
funkcion@sanai absoliiti nepiecieSama, un mitohondriju aizsargasana var kliit ka jauns
meérkis (target) dazadu patologiju profilaksé un arstéSana.

Saja darba pétijam mode]vielas — mildronatu (aza-butirobetaina klase),
cerebrokrastu, glutapironu un tauropironu (1,4-dihidropiridinu atvasinajumi), kas
ieprieksgjos petijumos uzradijusi spgjas iedarboties uz mitohondrialajiem procesiem.
Ka toksiskas modelvielas, kas izraisa mitohondriju disfunkciju, ievadijam anti-HIV
preparatus: azidotimidinu, stavudinu, lamivudinu, indinaviru un efavirénu. Noteicam
zurku aknu mitohondriju funkcijas in vitro (mildronatam), ka ari pelu sirds, smadzenu
un aknu audos ex vivo morfologiskas izmainas un dazadu markieru ekspresiju, kas
liecina par iekaisumu (kodola faktors kappa Bp65, NF-kBp65; un inducgjama
slapekla oksida sintaze, iNOS), apoptozi (kaspaze-3 un S$iinas apoptozes jutibas
proteins, CAS), mitohondriju elpoSanas k&des funkciju (citohroma c oksidaze) un
glijas astrocitu reaktivitati (glijas fibrilarais skabais proteins, GFAP) ar
iminhistokimijas un Western blot metodem.

Rezultati rada, ka visizteiktakos bojajumus zurku aknu izol€tos mitohondrijos
un pelu sirds, smadzenu un aknu audos izraisija azidotimidins. Pirmo reizi esam
paradijusi, ka mildronats (5-10 mM) in vitro spg pasargat mitohondrijus no
azidotimidina izraisitas toksicitates kompleksa [ Iimeni, kas liecina par
mitohondrijiem ka mildronata darbibas Stinas mérki. Mildronats (50, 100 un 200
mg/kg devas) un cerebrokrasts (0,1 mg/kg) péc divu ned€lu intraperitonealas (i.p.)
ievadiSanas pelém uzradija protektivu pretiekaisuma un anti-apoptotisku darbibu un
noversa azidotimidina izraisitds morfologiskas izmainas sirds, smadzenu un aknu
audos. Mildronats dal€ji novérsa stavudina un lamivudina izraisitas morfologiskas
parmainas sirds audos, ka ari efaviréna izraisito toksicitati smadzenu audos. Savukart
glutapironam un tauropironam (abi 1 mg/kg) novérojam dualu darbibu — gan
pretapoptotisku un pretiekaisuma, gan apoptozi un iekaisuma veicinosu.

Iegtitie dati liecina par mildronata un cerebrokrasta v&ra nemamiem

citoprotektiviem efektiem, kuri pasi izteikti mildronatam, preventgjot neiroickaisumu



un neiroapoptotiskos procesus, kas $aja darba paraditi pirmo reizi. Lai arT mildronats
un cerebrokrasts ir dazadu struktiiru savienojumi, tos, acimredzot, var uzskatit par
mazam molekulam (small molecules), kuru farmakofori (piem., pozitivi ladéts
slapeklis) nodro$ina Stinas signalizacijas procesu regulaciju, galvenokart stabilizgjot ar
mitohondriju funkcijam saistito Stnas dzivotsp&ju. P&titas mazas molekulas, Tpasi
mildronats, kur$ uzrada visstabilako un izteiktako efektu, var kalpot ka prototipi

turpmakam jauna tipa anti-neirodegenerativu preparatu dizainam.

Darba koncepcija

Mitohondriju disfunkcija izraisa apoptozes un iekaisuma procesu attistibu, kas
noved pie Stnu degeneracijas un bojaejas, radot sirds, smadzenu un aknu slimibas.
Tadgjadi mitohondriju protekciju un lidz ar to Siinas bojaejas apturéSanu jau agrina
stadija var uzskatit par jaunu farmakoterapijas strat€giju $o slimibu profilaksé un

arstésana.

Darba meérkis

Noskaidrot dazadu struktiru mazo molekulu — mildronata, cerebrokrasta,
glutapirona un tauropirona — citoprotektivo darbibu zurku aknu izol&tos mitohondrijos
(mildronatam) un pelu audu ex vivo limeni kardio-, neiro- un hepatotoksicitates
modelos, kas raditi ar mitohondriju toksicitati izraisoSam anti-HIV vielam

(azidotimidinu, stavudinu, lamivudinu, indinaviru un efavirénu).

Darba uzdevumi:

1. In vitro izolétos zurku aknu mitohondrijos: noteikt azidotimidina,
mildronata un $o vielu kombinacijas tieSo ietekmi uz mitohondriju
bioenergetiku, transmembranas potencialu, Ca*"  induc&to
mitohondriju membranas caurlaidibas mainu un idenraza peroksida
veidoSanos.

2. In vivo pétijumos péc pétamo un toksisko vielu divu ned€lu
ievadiSanas intraperitoneali (i.p.) pelém un to sakrifikacijas audos

ex Vivo ar imtinhistoktmiskam un Western blot metodém noteikt:



2.1.

2.2.

2.3.

24.

2.5.

mildronata, cerebrokrasta, glutapirona, tauropirona ietekmi uz
iekaisuma markiera — kodola faktora kappa Bp65 (NF-kBp65) —
pozitivo $tnu skaita izmainam sirds audos;
mildronata ietekmi uz azidotimidina izraisitajam izmainam
mitohondrialo funkciju markiera citohroma c oksidazes ekspresija
smadzenu audos;
peétamo vielu ietekmi uz apoptozes markiera kaspazes-3
ekspresiju sirds, smadzenu un aknu audos;
mildronata ietekmi uz glijas Siinu astrocitu markiera — glijas
fibrilara skaba proteina (GFAP) ekspresiju smadzenu audos;
mildronata ietekmi uz iekaisuma markiera iNOS un apoptozes
markiera CAS ekspresiju smadzenu audos.
Noveértét morfologisko ainu pelu sirds, smadzenu un aknu audos ex
ViVO pétijumos péc pétamo un toksisko vielu divu ned€lu i.p.

ievadiSanas.



SAISINAJUMI

ADP — adenozindifosfats

ADP/O — adenozindifosfats/ skabeklis koeficients

AIF — apoptozi inducgjosais faktors

AIDS - iegiitais imtndeficita sindroms

AMP — adenozinmonofosfats

ATP — adenozintrifosfats

BSA — vérsa seruma albumins

CAS — suonas apoptozes jutibas proteins (cellular apoptosis susceptibility
protein)

CPT-1 — karnitin-palmitoltransferaze-1

DAB - diaminobenzidins

DHP — 1,4-dihidropiridini

FCCP - p-trifluorometoksifenilhidrazons

FMN - flavina mononukleotids

GBB — gamma-butirobetains

GFAP — glijas fibrilarais skabais proteins

GSH - glutations (reducéta forma)

HALI — histologiskas aktivitates indekss

HB — homogenizacijas buferis

HEB — hemato-encefaliska barjera

H,0, — tidenraza peroksids

HIV — cilvéka imiindeficita viruss

ICAM-1 — intracelulara adhézijas molekula 1

IKK — inhibitora kappa B kinaze

iINOS — inducgjama slapekla oksida sintaze

[-xB — inhibitorais kappa B

LDH — laktatdehidrogenaze

MB — mazgasanas buferis

MPP" — 1-metil-4-fenilpiridins

MPT — mitohondriju membranas caurlaidibas maina

mtDNS — mitohondriala dezoksiribonukleinskabe



NADH - nikotinamida adenina dinukleotids

NF-kB — kodola faktors kappa B

NO - slapekla oksids

NRTI — nukleozidu analogu reversas transkriptazes inhibitors
NNRTI — ne-nukleozidu analogu reversas transkriptazes inhibitors
O," — superoksida radikalis

OCTN?2 — organisko katjonu transportieris

ONOQO'’ — peroksinitrits

PI — proteazes inhibitors

RCR - elposanas kontroles koeficients (respiratory control ratio)
ROS — reaktivie skabekla savienojumi

TNF-o — tumora nekrozes faktors alfa

TPP" — tetrafenilfosfonijs

tRNS — transporta ribonukleinskabe

AY — mitohondrialais transmembranas potencials
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1. IEVADS

1.1. Mitohondriju loma Sanas funkcionéSana

Pedgja desmitgade prieksstats par mitohondriju lomu Stinas funkcionéSana ir
kardinali mainijies, ietverot procesus no energijas nodrosinasanas un S$inas cikla
regulacijas 1idz proliferacijai un apoptozei (Cadenas, 2004; Chernyak et al., 2004).
Turklat tiek runats par jaunam farmakologiskam stratégijam, kas vérstas tieSi uz
mitohondriju funkciju reguléSanu un uzlaboSanu (DiMauro and Mancuso, 2007).
Mitohondriji ir ka svarigs Siinas brivo radikalu avots, ka galvenais merkis brivo
radikalu modulgjosajam un toksiskajam darbibam un ka galvenais avots
signalmolekulam, kuras komandé Siinas ciklu, proliferaciju un apoptozi (Cadenas,
2004). Turklat ieksejas membranas potencials un selektiva caurlaidiba ar tas uni-porta
un anti-porta sisttmam nodod signalus S$iinas cikla un apoptozes procesos
iesaistitajiem biokimisko un genétisko sistému regulatorajiem proteiniem (Cadenas,
2004). Mitohondriju elpoSana adenozindifosfats (ADP) regulé mitohondriju elektronu
plismas un elpoSanas parametrus. Stavokla-4 elpoSana notiek tad, kad ir pieejams
elposanas substrats, bet ne ADP (elpoSsana miera stavokli), savukart stavokla-3
elposana (aktiva elpoSana) jeb maksimala fiziologiska proporcija ATP razoSanai un
skabekla pat€rinam notiek tad, kad pieejams gan substrats, gan ADP (Cadenas,
2004). Mitohondriji producé tidenraza peroksidu (H,O;) ka blakus produktu elektronu
noplides rezultata (Cadenas, 2004). H,O, veidoSanas mitohondrijos darbojas ka
potencials oksidéSanas—reducesanas reakciju signals, kas atgriezeniski var aktivet
dazadus proteinus, ietekm&ot ari transkripciju, translaciju vai mitohondriju
komponentu degradaciju (Murphy, 2009). P&tijumi paradijusi, ka izol€ti mitohondriji
veido H,0,, kas savukart veidojas no superoksida (O,") dismutacijam mitohondrijos
(Loschen et al., 1971; Boveris and Chance, 1973). Mitohondriju galvenie reaktivo
skabekla savienojumu (ROS) veidoSanas avoti ir mitohondrialie elposanas k&des
kompleksi I un III (Chen et al., 2003). Ziditaju mitohondriju komplekss I kalpo ka
elektronu ieejas vieta no reducéta nikotinamida adenina dinukleotida (NADH) uz
elpoSanas k&di (Sazanov, 2007). Inhib&jot kompleksu I ar rotenonu, palielinas ROS
veidosanas mitohondrijos, kas palielinas vél vairak, ja tiek oksideti kompleksa I vai
kompleksa II substrati kompleksa III inhibitora antimicina A klatbttné (Chen et al.,

2003). Izoletos mitohondrijos komplekss I NADH klatbiitné veido O,", un rotenons ta
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veidoSanos palielina, piesaistoties koenzima Q saistiSanas vietai (Murphy, 2009).
Izoleta kompleksa I veidojas O,” no skabekla reakcijas ar flavina mononukleotidu
(FMN), kas ir pilniba reducéts (Murphy, 2009). Interesanti ir ari tas, ka O;"
veidoSanos kompleksa I vairak ietekmé pH gradienta, nevis membranas potenciala
izmainas (Lambert and Brand, 2004). Komplekss III parnes elektronus no koenzima Q
uz citohromu c¢, un, kad to inhibé ar antimicinu A, komplekss veido lielu O,”
daudzumu (Murphy, 2009). O,” vai H,0, veidoSanas izolétos elpoSanas k&des
kompleksos vai mitohondrijos palielinas ar1 apstaklos, kad skabekla koncentracija
parsniedz normalo atmosferas skabekla 21% Iimeni, turklat $1 palielinaSanas ir
aptuveni proporcionala skabekla koncentracijai (Boveris and Chance, 1973). Nosakot
tdenraza peroksida daudzumu izol€tos mitohondrijos janem véra vairaki faktori.
Pirmkart, ne vienmer viss O,” konvert&jas par H,O, in vivo (Murphy, 2009). Otrkart,
no mitohondrijiem izpliistosa H,O, mérjjumi ir atkarigi no ta H,O,, kas veidojas
starpmembranu telpa un argja membrana (Murphy, 2009). Un treskart, ne viss H,O,,
kas veidojas mitohondriju matriksa, tiek izvadits no mitohondrijiem, jo dalu neitralizé
matriksa peroksidazes (Murphy, 2009).

Mitohondriju elposanas k&de (1. att€ls), kas atrodas uz mitohondriju ieksg€jas
membranas, ir viens no galvenajiem reaktivo skabekla savienojumu (ROS) avotiem.
Tadgjadi metaboliti — O,”, H,O,, slapekla oksids (NO) un peroksinitrits (ONOO"),
kas veidojas mitohondrijos, darbojas ka pro-oksidanti, veicinot oksidativo stresu
(Cadenas, 2004). ROS veicina tadus patologiskus procesus ka novecoSanos (Herrero
& Barja, 1997), apoptozi (Kumar et al, 2002) un Stnas bojajumus
iSemijas/reperfuzijas laika (Lesnefsky et al., 2001). Mitohondriju medi€ta apoptoze
izpauzas ka membranas potenciala zudums, mitohondriju disfunkcija, mitohondriju
membranas caurlaidibas mainas (Mitochondrial Premeability Transition, MPT) poru
atvérSanas un citohroma c izdaliSanas (Kroemer et al., 1998). Miusdienas tiek
uzskatits, ka mitohondriji ka brivo radikalu medi€to bojajumu mérki piedalas ari
daudzu slimibu, to skaita iekaisuma, aterosklerozes, cistiskas fibrozes, hipertenzijas,
véza, 2. tipa diab&ta, Parkinsona, Alcheimera un citu neirodegenerativu saslimsanu
patogenéze (Jezek & Hlavata, 2005). Ari cilvéka imindeficita viruss (Human
Immunodeficiency Virus, HIV) un anti-HIV terapija slimniekiem izraisa toksiskus
efektus, kas skar visus Stinas procesus, to skaita ar mitohondriju funkcijas. Galvenais

anti-HIV preparatu “merkis” §tna ir mitohondriji, kuru struktiiras un funkcijas
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veidojas neatgriezeniskas izmainas. Visbistamakie mitohondrialie bojajumi rodas
sirds muskult, tacu bojati tiek arT citi audi.

Mitohondrijus ir pamats uzskatit par loti svarigiem S$iinas komponentiem,
tadgjadi to aizsargasana vai funkciju normaliz€Sana uzskatama par jaunu pieeju

dazadu mitohondrialo slimibu arsté$ana.

f APOPTOSIS
Apoptosome

(&Y

NADH NAD*

1. att€ls. Mitohondriju elektronu transporta k&de. Uz ieks$€jas membranas (IM)
atrodas kompleksi I-V. Elektroni iepliist k&deé caur kopleksiem I un II.
Kompleksi I, III un IV stkné protonus no matriksa uz starpmembranu telpu
(IMS). Komplekss V parver§ ADP par ATP, kur§ nonak citosola caur adenina
nukleotida transportieri (ANT) un voltazas atkarigo anjonu kanalu (VDAC).
AY, transmembranas potencials. Kompleksi I un IIl ir galvenas reaktivo
skabekla savienojumu (ROS) rasanas vietas. Kompleksu I inhib& rotenons,
kompleksu III — antimicins A, kompleksu IV — kalija cianids (KCN), kompleksu
V —oligomicins (Ricci et al., 2003D).

1.2. Anti-HIV preparati ka mitohondrijus bojajoSas vielas

Saja darba ka mitohondrijus bojajosas modelvielas izvélgjamies anti-HIV
preparatus. Azidotimidins (struktiira 2. att€la) ir pirmais un viens no plasak lietotajiem
preparatiem AIDS (ieguta imiindeficita sindroma) arstéSana. Tas pieder nukleozidu

analogu reversas transkriptazes inhibitoru (Nucleoside Analogue Reverse
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Transcriptase Inhibitors, NRTI) =zalu vielu klasei, kuri inhibé viralas RNS
transkripciju par viralo DNS. Azidotimidins inhib& y-polimerazi, kas nodroSina HIV-1
mitohondrialas DNS (mtDNS) replikaciju (Lewis et al., 1994).

Lai azidotimidins iegiitu antiviralo aktivitati, to intracelularas kinazes parvers
par fosforiletiem anabolitiem, kuri ka k&des terminatori iedarbojas uz reversas
transkripcijas (no RNS uz DNS) reakciju (Hong et al., 2000; De Clercq, 2002).
Fosforileti NRTI konkuré ar endogénajiem deoksiribonukleotidiem par inkorporaciju
jaunizveidotajas DNS kédes, tadgjadi inhibgjot y-polimerazi (Lee et al., 2003; Lewis,
2003). Ta ka y-polimeraze ir nepiecieSama mtDNS replikacijai, samazinas mtDNS,
izmainas mitohondrialo oksidativas fosforilacijas enzimu aktivitate un mitohondriju
morfologija (Petit et al., 2005). Azidotimidins var radit ari strukturalas muskulu
mitohondriju izmainas, ka piem&ram, mitohondriju tisku, parrautas kristas un
palielinatus mitohondrijus ar parakristalina ieslégumiem (Lamperth et al., 1991; De la
Asuncion et al., 1998; Tolomeo et al., 2003; Lewis, 2003). Azidotimidina terapija
HIV pacientiem bitiski ietekmé skeleta muskulu energijas metabolismu, samazinot
maksimalas muskulu darba sp€jas un tiesi partraucot mitohondriju funkcijas, kas tad
ar1 rada miopatijas (Sinnwell et al., 1995). Azidotimidina inkorporacija mitohondrijos
rada mtDNS un citohroma ¢ bojajumus, oksidativas fosforilacijas enzimu aktivitates
izmainas, ROS aktivaciju, kas noved pie anaerobas elpoSanas un pienskabas acidozes
(Badley et al., 2003; Fromenty et al., 2004), kuru izraisa ilgstoSa NRTI lietoSana
(Tolomeo et al., 2003). ROS un lipidu peroksidacijas produktu veidoSanas izjauc
elpoSanas kédi, kas rada pozitivo atgriezenisko saiti, producgjot vél vairak ROS
(Fromenty et al., 2004). Uzskata, ka oksidativais stress kalpo ka galvenais
patofiziologiskais $tnu bojajuma cel$ iegitaja imiundeficita sindroma gadijuma un ta
arsteéSana (Lewis, 2003). Stavudins un lamivudins (2. att€ls), tapat ka azidotimidins,
arl pieder NRTI klases preparatiem. Salidzinot ar azidotimidinu, stavudinam un
lamivudinam ir mazaka kardiotoksicitate, tacu tie izraisa lipodistrofiju, palielinot aknu
taukskabju oksidaciju un ketongenézi pelem (Maisonneuve et al., 2004; Note et al.,
2003). HIV pacientiem S$ie preparati izraisa ar1 perifeéras neiropatijas (Browne et al.,
1993) un metaboliskos traucgjumus (Carr et al., 2000).

Indinavirs ir proteazes inhibitors (Protease Inhibitor, PI, 2. attéls), savukart
efavirens — ne-nukleozidu reversas transkriptazes inhibitors (Non-Nucleoside

Analogue Reverse Transcription Inhibitor, NNRTI, 2. att€ls). Ieprieksgjos in vitro
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pétijumos adipocitos indinavirs pasliktinaja mitohondriju funkcijas (Viengchareun et
al., 2007), savukart mioblastu Stnu linijas kav&ja protenu sint€zi, traucgjot
translacijas procesus (Hong-Brown et al., 2004). Efaviréns (2. attels), pret€ji citiem
reversas transkriptazes inhibitoriem, cilvéka hepatomas S$iinu Iinija neizraisjja
mitohondriju toksicitati (Walker et al., 2002), tacu bojaja aknu funkcijas (Kontorinis
and Dieterich, 2003), un pelu smadzenu audos inhib&ja kreatina kinazes aktivitati,

noradot uz centralas nervu sist€émas toksicitati (Streck et al., 2008).
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2. attels. Petito toksisko modelvielu — azidotimidina (AZT), stavudina (STA), lamivudina
(LAM), indinavira (IND) un efaviréna (EFV) struktiiras.
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1.3. Mitohondrijus reguléjosas vielas

1.3.1. Mildronats

Mildronats p&c savas struktiiras pieder pie aza-butirobetaina klases
savienojumiem (struktira paradita 3. att€la). Mildronats tiek plaSi lietots sirds un
asinsvadu sist€mas slimibu arstéSana, jo tam ir izteikta kardioprotektiva darbiba
(Dambrova et al., 2002). Tapéc liela dala ieprieks€jo p&tijumu veikti tiesi sirds audos
un asinsvados, uzsverot mildronata darbibu, kas vérsta uz karnitina koncentracijas
reguléSanu. Mildronats darbojas ari ka gamma-butirobetaina (GBB) hidroksilazes
konkurgjosais inhibitors (Spaniol et al., 2001), tad€jadi inhib&jot GBB parvérsanos par
karnitinu. Zurku aknu  mitohondrijos mildronats inhibé ari  karnitin-
palmitoltransferazi-1 (CPT-1). Uzskata, ka §1 mildronata aktivitate pasarga
mitohondrijus no garo kézu taukskabju detergentu iedarbibas (Tsoko et al., 1995).
Nesen paradits, ka mildronata ilgstoSa ievadiSana izol€tos sirds audos, samazinot
karnitina un palielinot GBB koncentraciju, samazina infarkta izméru (Liepinsh et al.,
2006) un asins glikozes Itmeni, palielinot glikozes transportiera 4 (GLUTA4),
heksokinazes I (HKII) un insulina receptoru (INSR) proteinu ekspresiju (Liepinsh et
al., 2008). Mildronata ilgstosa ievadiSana pelém samazina aterosklerotisko bojajumu
veidoSanos aorta (Vilskersts et al., 2009).

Par mildronata darbibu uz centralo nervu sisttmu lidz Sim ir maz datu.
Eksperimentos ar pelém paradita mildronata aktivéjosa ietekme uz uzvedibu,
pagarinot peldéSanas laiku piespiedu peldéSanas testa (Germane, 1991). Citi petijumi
liecina, ka mildronata efekti var€tu iet caur alternativu (ne karnitina) mehanismu, kura
domingjoso lomu spele slapekla oksida veidosanas zurku smadzenu asins cirkulacijas
trauc€jumu noveérSana (Sjakste et al., 2005).

Mildronata netieSa regul€josa iedarbiba uz mitohondrijiem aprakstita ieprieks,
paradot, ka mildronats normalizé Gidenraza peroksida (H,0O,) izraisitas metaboliskas
izmainas izoleta zurku sirdi (Akahira et al., 1997), ka arT palielina izoproterenola
izraisito samazinato sirds mitohondriju enzimu aktivitati (Hanaki et al., 1989). Tacu
tieSa mildronata iedarbiba uz mitohondrialajiem procesiem — bioenergetikas
parametriem, H,O, veidoSanos un mitohondriju membranas caurlaidibas mainu pirmo

reizi ir paradita Saja darba.
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1.3.2. Cerebrokrasts

Cerebrokrasts pieder pie 1,4-dihidropiridinu atvasinajumiem (3. att€ls), tacu
atSkiriba no klasiskajiem dihidropiridiniem, ka piem., nifedipins, kas parstav kalcija
antagonistu s€riju, cerebrokrasts nav neironalais kalcija antagonists, jo Zurku garozas
sinaptosomas cerebrokrasts neietekmé Ca*" atpakaluznemsanu (Klusa et al., 1992).
Cerebrokrasts ir loti lipofils savienojums un sp&j penetrét ne tikai hemato-encefalisko
barjeru (HEB), bet arT plazmatiskas un organellu, tai skaita mitohondriju membranas
(Klusa, 1995). Izoletos Zurku skeleta muskulu uzbrieduSos mitohondrijos
cerebrokrasts, atbildot uz ATP, izraisa palielinatu mitohondriju kontrakcijas intensitati
un amplittidu, ka arT samazinatu endogé€no elposSanas intensitati, palielinatu sukcinata
oksidacijas intensitati un normaliz€tu oksidativo fosforilaciju (Velena et al., 1997).
Tadgjadi cerebrokrasts spgj labveligi ietekm&t mitohondrialos procesus. SmadzeniSu
graudaino $iinu kultiiras cerebrokrasts butiski samazina neirotoksina un mitohondriju
elposanas kédes kompleksa I inhibitora 1-metil-4-fenilpiridina (MPP") radito $anu
navi, pasarga $iinas no MPP" raditas ROS parprodukcijas un mitohondriju membranas
potenciala zuduma (Klimaviciusa et al., 2007). Pétijumi rada, ka cerebrokrasts
izolétos zurku aknu mitohondrijos inhibé iek§€jas membranas anjonu kanalu, ka ar1
K'/H" antiporta sistemu, tadgjadi nepielaujot parmeérigu kalcija atpakaluznemsanu
mitohondrijos (Fernandes et al., 2003). Cerebrokrasts in vitro pétijumos sp¢&j pasargat
smadzeniSu graudainas Stnas no glikozes un skabekla deficita raditajiem Stnu
bojajumiem, samazinot LDH daudzumu, turklat Sis savienojums ari stimulé
nenobriedusu smadzeniSu graudaino §tnu neirttu augsanu (Klimaviciusa et al., 2005).

Cerebrokrastam piemit ar1 pretiekaisuma darbiba, jo cilvéka monocitu THP-1
Stinu l1nijas tas selektivi inhib& neirotoksisko citokinu — interleikinu IL-1p un IL-6 —
sekréciju (Klegeris et al., 2002). Tadg¢jadi Sis savienojums var regulét iekaisuma
intracelularos citokinu celus. Zurkam, ievadot cerebrokrastu 0,05 mg/kg perorali un
intraperitoneali, novéro atminu stimulgjosu efektu pat pec 20 dienam péc
eksperimenta beigSanas (Klusa et al., 1992). Cerebrokrasts piedalas arm smadzenu
neirokimisko mehanismu balansa, jo palielina gan inhib&osa neirotransmitera
gamma-aminosviestskabes, gan aktivéjosa neirotransmitera noradrenalina daudzumu

(Klusa et al., 1992).
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1.3.3. Glutapirons

Glutapirons ir glutamatu satuross 1,4-dihidropiridina atvasinajums (3. attgls).
Lidzigi ka cerebrokrasts, glutapirons nav tipiskais kalcija antagonists, un savas
struktiiras d€] tas ieguvis jaunas kvalitativas 1pasibas — tas ir hidrofils un Joti
maztoksisks (LDsy per 0s pelem ir >10000mg/kg) savienojums (Karpova et al., 1993).
Izoletos zurku skeleta muskulu uzbrieduSos mitohondrijos glutapirons pret&ji
cerebrokrastam samazina mitohondriju kontrakcijas amplitiidu, atbildot uz ATP, tacu
taja pasa laika tas sp&j noverst azidotimidina izraisito mitohondriju agregaciju (Velena
et al., 1997). Eksperimenta smadzeniSu graudaino Stnu kultiira glutapirons atskiriba
no cerebrokrasta nespéj preventst MPP" izraisitos bojajumus — $Gnu navi, ROS
produkciju un mitohondriju membranas potenciala zudumu (Klimaviciusa et al.,
2007). Tacu glutapirons pasarga smadzeniSu graudainas Stinas iS€émijas un hipoksijas
apstaklos in vitro (skabekla un glikozes deprivacijas modeli) un stimulé neirTtu
augSanu, lai gan lielakas koncentracijas neka cerebrokrasts (Klimaviciusa et al.,
2005). Glutapironam piemit ar1 antioksidanta darbiba, kas nov€rota miokarda pie
dzilas hipotermijas, jo tas inhib& peroksidaciju eritrocitu un miokarda mitohondriju
membranu lipidos (Utno et al., 1989). Ir noskaidrots, ka glutapirons sp&j darboties ka
antikonvulsants (Karpova et al., 1993), tas normaliz€ ar1 pienskabes daudzumu,
uzlabo atminu un pasarga maternali alkoholiz€tus Zurku mazulus no neirodeficita

izpausmém (Klusa and Germane, 1996).

1.3.4. Tauropirons

Tauropirons ir vismazak pétitais jauna tipa 1,4-dihidropiridinu savienojums,
kuram dihidropiridina cikla 4. pozicija pievienota aminoskabe taurins (3. attéls).
Tauropirons ir interesants savienojums, jo ta sastava esosa taurina loma vél joprojam
ir neskaidra, tacu ir zinots, ka taurins piedalas daudzu biologisku un fiziologisku
funkciju veikSana (Oja and Saransaari, 2007). Taurins ir s€ru saturoSa aminoskabe,
kas rodas metionina metabolisma rezultata un netiek izmantota proteinu sintéz€, bet
gan sastopama briva veida vai vienkarSu peptidu sastava. Taurins piedalas zultsskabes
salu sintéz€, darbojas ka antioksidants, membranu stabilizators un neirotransmiters
(Brosnan and Brosnan, 2006; Yancey, 2005), piedalas imiinas sist€mas un kalcija jonu
regulacija un kardiomiocitu kontrakciju kontrolg (Van de Poll et al., 2006). Atrasts, ka

taurins ir mitohondriju transporta ribonukleinskabes (tRNS) sastava (Suzuki et al.,
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2002). Turklat taurins veicina Ca®* jonu uznems$anu zurku aknu mitohondrijos, kas
lick autoriem domat par ta protektSjoso darbibu tados patologiskos apstaklos ka
iemija un oksidativais stress, ko izraisa parmériga Ca*" jonu akumulacija $una (Palmi
et al., 1999).

Kas attiecas uz tauropironu, neseni In Vvitro pétijumi rada, ka tas nespgj
aizsargat smadzeniSu graudainds nervu Sinas no mitohondriju elposSanas k&des
kompleksa 1 inhibitora MPP"-izraisitas §inu bojaejas, turklat Sis savienojums pat
pastiprina ROS veidoSanos (Klimaviciusa et al., 2007). Tacu vidgjas intensitates
skabekla-glikozes deprivacijas un glutamata neirotoksicitates modell tauropirons
l1dzigi ka cerebrokrasts un glutapirons pasarga smadzeniSu graudainas nervu $iinas no
palielinatas laktatdehidrogenazes (LDH) koncentracijas un lidz ar to no Sunas

bojajumiem (Klimaviciusa et al., 2005).
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3. attels. Petito vielu — mildronata (MIL), cerebrokrasta (CER), glutapirona (GLP) un
tauropirona (TRP) struktiras.

1.4. Audu bojajumu markieri

Mitohondriju disfunkcijai ir butiska loma S$iinas bojaejas procesos.
Mitohondriju disfukcija, no vienas puses, var izraistt kaspazi aktivgjosa citohroma c
atbrivosanos citoplazma, tad€jadi izraisot apoptozi. No otras puses, mitohondriju
bojajumi rada ar1 brivo radikalu parprodukciju. Brivie radikali savukart var aktivét

iekaisuma faktorus, ka pieméram, kodola faktoru kappa B (NF-kB, 4. att€ls).
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4. attels. Mitohondriju loma iekaisuma un apoptozes procesos. Apoptozes stimuli izjauc
mitohondriju elposSanas k&di, ka rezultata citohroms c¢ (CytC) noklist citoplazma un
kopa ar apoptozes aktivejosSo faktoru 1 (APAF-1) aktiv€ kaspazes -9 un -3, izraisot §iinas
bojaeju. Oksidanti izraisa ari reaktivo skabekla savienojumu (ROS) izdaliSanos no
mitohondrijiem, kas aktivé kodola faktoru kappaB (NF-kB). Aktivéts NF-kB nonak
kodola un, saistoties ar DNS, regulé iekaisuma veicinoSo génu transkripciju (péc
Rahman and MacNee 2000; Andersen et al., 2005).

1.4.1. Kodola faktors kappa B

NF-«B ir viens no faktoriem, kas norada uz iekaisuma procesiem $tna. Ta ka
azidotimidins izraisa kardiomiopatijas, NF-kB varétu but informativs raditajs
kardiopatologiju novértésanai. Zinams, ka NF-kB aktivacija notiek ka atbilde uz audu
bojajumu, un §1 faktora disregulacija var novest pie iekaisuma slimibam un véza
(Schmitz et al., 2004). Iekaisums ir normala organisma aizsargreakcija, tacu, ja tas
notiek parmérigi, tad rodas §tinu un audu bojajumi. Iekaisuma tiek atbrivoti iekaisuma
mediatori un citokini, tadi ka tumora nekrozes faktors alfa (TNF-a), interleikini IL-1
un IL-8, kas savukart aktivé galvenos transkripcijas faktorus, to skaita ari NF-xB

(Rahman & MacNee, 1998).
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NF-«B ir fosforilgjams, acetilgjams un ubikvitingjams proteins, kuram ir
daudz saistiSanas vietu (Schmitz et al., 2004). Ta aktivacija saistita ar daudziem
procesiem, to skaita Sinu augSanu, vairo$anos un apoptozi, art imiinreakcijam (Pahl,
1999). NF-«xB piedalas daudzu funkciju, tai skaita arT iedzimtas imunitates, regulacija,
kad notieck NF-kB-mediéta citokinu, hemokinu, pretmikrobu peptidu un specifisku
enzimu transkripcija (Schmitz et al., 2004).

NF-kB pieder pie Rel gimenes proteiniem, kas var biit ka homodimérs vai
heterodimérs. Parasti aktiva NF-«kB forma ir heterodimérs, kas sastav no divam
subvienibam — p65 un p50. Neaktivas stinas NF-«B atrodas citoplazma un ir saistits ar
inhibitoro proteinu — inhibitoro kappa B (IkB), kas nomac kodola translokacijas
signalu, tad€jadi nelaujot NF-kB nonakt kodola. Iekaisuma gadijuma, kad Stnu
stimulé, pieméram, citokini, NF-kB atbrivojas no IkB, un notiek aktiva p65/p50
translokacija uz kodolu, kur tas saistas ar specifiskiem mérka génu promotera regionu
motiviem (4. att€ls). NF-xB p50 subvieniba veicina piesaistiSanos pie DNS, savukart
p65 nepiecieSama atbilstoSai transaktivacijai (Rahman & MacNee, 1998). Tiek
uzskatits, ka NF-kB aktivaciju var modulét gan oksidanti un antioksidanti, gan
iekaisuma un pretickaisuma faktori (Rahman & MacNee, 1998). NF-xB ir
reducéSanas—oksidésanas reakciju jutigs faktors, un oksidativais stress izraisa atru NF-
kB ubikvitinéSanu un fosforilaciju, ka rezultata tiek degradéts NF-«xB inhibitors — [kxB
(Rahman & MacNee, 2000). NF-kB regulé ekspresiju daudziem iekaisuma
iesaistitiem géniem, kuru produkti veicina iekaisuma reakcijas. Tie ir gan hemokini
(piem@ram, IL-8), gan iekaisuma citokini (IL-1B, TNF-a, IL-6), gan adhézijas
molekulas (piem&ram, intracelulara adhézijas molekula-1, ICAM-1), gan induc€jama
slapekla oksida sintaze jeb iNOS (Rahman & Macnee, 2000). In vitro eksperimentos
paradits, ka arT glutationa (GSH) oksidacija ir saistita ar NF-kB aktivaciju un
mitohondrialas DNS bojajumu, kas noved pie apoptozes (Dumont et al., 1999). Ir
zinams, ka NF-kB aktivacijas inhibitori, kuri kavé IkB degradaciju vai inducé IxB
sintézi, var bt antioksidanti (N-acetil-L-cisteins, E vitamins), citokini (IL-10, IL-4),
pretiekaisuma vielas (aspirins, ciklosporins A), glikokortikoidi un citi (Rahman &

MacNee, 1998).
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Génu ekspresijas regulacija ROS var darboties ka dazadu intracelularo
citokinu un augsanas faktoru sekundarie zinnesi. ROS piedalas NF-kB un HIV-1
aktivacija, ROS fosforilé un degradé IkB, tadgjadi aktivéjot NF-xB (Nose, 2000).

Limfoido Stunu kultiiras noveérots, ka NF-«xB aktivaciju rada gan itidenraza
peroksids, gan azidotimidins, kas pazemina ari GSH un ATP daudzumu.
Eksperimentos ar pelém paradits, ka iekaisuma reakcijas un lidz ar to NF-xB
aktivaciju var samazinat ar antioksidantu un glutationa prekursoru N-acetil-L-cisteinu,
inhib&jot iekaisuma mediatoru atbrivosanos (Peristeris et al., 1992). Tacu nebiitu
velams ilgstosi inhib&t NF-kB aktivaciju, jo Sim transkripcijas faktoram ir svariga

loma imiinajas un citas aizsargreakcijas (Rahman & MacNee, 1998).

1.4.2. Inducéjama slapekla oksida sintaze (iNOS)

Slapekla oksida sintaze katalizé aminoskabes L-arginina oksidaciju, lai
izveidotu citrulinu un NO. Eksisté tris dazadi slapekla oksida sintazes izotipi:
endoteliala slapekla oksida sintaze, kuru ekspresé endotélija Siinas; neironala slapekla
oksida sintaze, kuru ekspresé neironi; un inducg€jama slapekla oksida sintaze (iNOS),
kuru inducé endotokini un iekaisuma citokini (Moncada et al., 1991). Lielas NO
koncentracijas, ko producé iNOS, mijiedarbojas ar parejas metalu saturoSiem
proteiniem un var mainit proteinu funkcijas vai ierosinat génu ekspresiju, lai
aizsargatu Stnas. TaCu vél lielakas NO koncentracijas var novest pie Siinas
bojajumiem vai apoptozes (Briine et al., 1998).

Ir zinams, ka iNOS veicina iekaisuma atbildes, producgjot slapekla oksidu
(Vallance and Leipner, 2002). So enzimu ekspresé tadi iekaisumu veicinoi citokini
ka y interferons (IFN-y) un TNF-a (Petros et al., 1991). Kad NF-kB nonak kodola, tas
var aktivet iNOS géna transkripciju (Murphy, 1999). Parmériga NO producéSanas ir
saistita ar dazadiem patologiskiem procesiem CNS, pieméram, epilepsiju, hipoksiski-
i$8misku bojajumu, Alcheimera un Parkinsona slimibam un Hantingtona horejam

(Moncada et al., 1991).

1.4.3. Citohroma c oksidaze

Citohroma c oksidaze jeb mitohondrialas elpoSanas kédes komplekss IV
atrodas uz mitohondriju iek$€jas membranas un piedalas aerobo $iinu energijas

nodro$inasana, kataliz€ elpoSanas p&dg€jo stadiju, parnesot elektronus no citohroma c
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uz molekularo skabekli. Sasaistot arT elektronu parnesi ar protonu translokaciju no
mitohondriju matriksa uz starpmembranu telpu, citohroma c¢ oksidaze veicina ari
energijas uzkrasanu elektrokimiska gradienta veida, ko talak izmanto oksidativas
fosforilacijas sisteéma (komplekss V) ATP sintézei (Fontanesi et al., 2008). Citohroma
c oksidazes trukums tiek uzskatits par visbiezako iemeslu mitohondrialajam
encefalopatijam, kuras raksturo izmainas aerobaja energijas razoSana, ta saucamie
oksidativas fosforilacijas defekti (Fontanesi et al., 2008). Kopuma citohroma c
oksidazes aktivitate var mainities atkariba no $tinas energijas prasibam (Fontanesi et
al., 2008). Eikariotu citohroma ¢ oksidaze ir veidota no 11-13 subvienibam, kuras

kod€ gan mitohondriju, gan kodola géni (Fontanesi et al., 2008).

1.4.4. Kaspaze-3

Apoptoze ir Siinas paSnavibas programma, ko veicina dazada veida
citotoksiski stresa faktori (4. att€ls). Kaspazes ir galvenie apoptozes komponenti, kas
iedalas apoptozes iniciatoros (kaspazes-2, -8, -9, -10) un apoptozes efektoros
(kaspazes-3, -6, -7). leprieks€jos pétijumos noskaidrots, ka kaspazes-3 un -7 ir
galvenie mediatori, kas iesaistas mitohondriju medi€taja apoptozé (Lakhani et al.,
2006). Mitohondrijiem ir loti svariga loma apoptozé (Green & Kroemer, 2004).
Mitohondriji satur dazadus pro-apoptotiskus proteinus, to skaita citohromu ¢, apoptozi
induc&joso faktoru (AIF), endonukleazi G, Smac/DIABLO, Omi/HtraA2 un citus. Sie
proteini nonak citosola, jo palielinas mitohondriju membranas caurlaidiba, zud
mitohondriju transmembranas potencials (AY). Mitohondriju nesp&ja razot ATP vai
ROS atbrivosana citosola veicina Siinas navi (Kuribayashi et al., 2006). Ir zinots, ka
tieSi kaspaze-3 izjauc mitohondriju elpoSanas kédes kompleksu I un II darbibu,

izraisot AY zudumu un ROS veidosanos (Ricci et al., 2003a).

1.4.5. Siinas apoptozes jutibas proteins

Siinas apoptozes jutibas proteins (CAS) ir saistits ar $linas organellam, kuras
piedalas Siinas mitoz€, tadgjadi Sim protenam ir bitiska loma Stnas proliferacija
ir saistits ar tumora nekrozes faktora medieto apoptozi (Brinkmann et al., 1996).
Parlieku liela CAS ekspresija ir saistita ar paatrinatu Stinu augSanu, laundabigu
transformaciju un iesp&jams ari mitozes defektiem, kas var izmainit pareizu

hromosomu segregaciju (Brinkmann, 1998). Tacu vél joprojam CAS loma Iidz galam
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nav noskaidrota. Uzskata, ka CAS kopa ar karstuma Soka proteinu 70 (Hsp70) medié
tumora nomacosa proteina (PHAPI) aktivitati, kur§ savukart pastiprina kaspazes-9
aktivéSanos, veicinot apoptosomas veidosanos un tadgjadi aktivéjot apoptozi (Kim et

al., 2008).

1.4.6. Glijas fibrilarais skabais proteins

Glijas fibrilarais skabais proteins (GFAP) ir 53 kDa liels glijas astrocttu
struktiiras proteins, tas nodroSina astrocitu mehanisko izturibu, iedarbojoties ari ar
citiem starpfilamentiem (Zigmond et al., 1999). Pétijumos pieradits, ka GFAP var tikt
izmantots ka neironu un glijas Stnu bojajumu markieris, jo ta reaktivitate ir
paaugstinata dazadu patologiju, pieméram, Parkinsona slimibas vai normala spiediena
hidrocefalijas gadijumos (Holmberg et al., 1998; Tullberg et al., 1998).

Pedgja laika arvien biezak pé€ta ne tikai neironu, bet ari glijas $iinu nozimi
smadzenu procesos. Glijas astrociti ir saistiti ar spraugveida savienojumiem (gap
junctions), kas nodrosina neironu-glijas un glijas-vaskularas komunikacijas (Giaume
et al., 2010). Neseni pétijumi rada, ka glijai ir licla nozime patologiskos un hronisku
sapju mehanismos, jo gan astrociti, gan mikroglija atbrivo un atbild uz dazadam
signalmolekulam, kuram ir protektgjosas un/vai patologiskas funkcijas (Milligan and

Watkins, 2009).
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2. MATERIALI UN METODES

2.1. Reaktivi un aparatiira

Azidotimidins, (1-[(2R,4S,55)-4-azido-5-(hidroksimetil)oksolan-2-il]-5-metil-
1,2,3,4-tetrahidropirimidina-2,4-dions, AZT, zidovudins, Retrovir" 100mg kapsulas,
The Wellcome Foundation Ltd., Londona, Lielbritanija). Stavudins, (1-[(2R,5S)-5-
(hidroksimetil)-2,5-dihidrofuran-2-il]-5-metil-1,2,3,4-tetrahidropirimidina-2,4-dions,
d4T, Zerit’, 40 mg kapsulas, Bristol-Myers Squibb, Francija). Lamivudins (4-amino-
1-[(2R,5S)-2-(hidroksimetil)-1,3-oksatiolan-5-il]-1,2-dihidropirimidin-2-ons),  3TC,
Epivir’, 300 mg kapsulas, Glaxo Smith Kline, Lielbritanija). Indinavirs ((2S)-1-
[(2S,4R)-4-benzil-2-hidroksi-4-{[(1S,2R)-2-hidroksi-2,3-dihidro-1H-inden-1-
ilJkarbamoil } butil]-N-terc-butil-4-(piridin-3-ilmetil)piperazina-2-karboksamids),
Crixivan*, 400 mg kapsulas, Merck Sharp & Dohme Ltd., Lielbritanija). Efaviréns
((4S)-6-hloro-4-(2-ciklopropiletinil)-4-(trifluormetil)-2,4-dihidro-1H-3,1-
benzoksazin-2-ons), Sustiva’, 100 mg kapsulas, Bristol-Myers Squibb, Liclbritanija).

Petamas vielas: mldronats [3-(2,2,2-trimetilhidrazina) propionata dihidrats], no
A/S “Grindeks”, Riga, Latvija. Cerebrokrasts (4-[2-(difluorometoksi)fenil-2,6-
dimetil-1,4-dihidropiridina-3,5-dikarboksil skabes di(2-propoksietil)diesteris);
glutapirons [2-(2,6-dimetil-3,5-dietoksikarbonil-1,4-dihidropiridina-4-karboksamida)
glutarskabe]; tauropirons [2-(2,6-dimetil-3,5-dietoksikarbonil-1,4-dihidropiridin-4-
karbksamido)-etansulfoskabe], no Latvijas Organiskas sintézes institlita, Riga,
Latvija. So modelvielu devas izvéletas tuvu tam, kuras izmantotas iepriek$gjos
petijumos: mildronats ap 100 un 200 mg/kg (Dambrova et al., 2002), cerebrokrasts
0,1 mg/kg (Klusa et al., 1995), glutapirons 1,0 mg/kg (Klusa and Germane, 1996) un
tauropirons 1,0 mg/kg (Klusa et al., 1997).

Mitohondriju funkciju novértésanai in vitro reaktivi tika pasttiti no Sigma, St
Louis, MO, ASV: ADP, rotenons (kompleksa I inhibitors), p-
trifluorometoksifenilhidrazons (FCCP, atjudzgjs), antimicins A (kompleksa III
inhibitors), ciklosporins A (mitohondrialas caurlaidibas mainas inhibitors), katalaze
(enzims antioksidants), buferu komponenti — homogenizacijas buferim (250 mM
saharoze, 10 mM Hepes, 0,5 mM EGTA un 0,1% BSA) un mazgasanas buferim (250

mM saharoze un 10 mM Hepes).
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In vitro testiem azidotimidina skidumu pagatavoja sekojosi: 100mg kapsulas
centrifuggja pie 3000 apgriezieniem, 10 minttes. Supernatantu parl€ja ependorfa
stobrinos (pa 2 ml katrd) un uzglabaja vésuma (+4 °C). Azidotimidina esamiba
supernatanta tika apstiprinata, veicot UV spektra analizi (200-400 nm) un
koncentracija tika izrékinata ka 50 mM, izmantojot molaras ekstinkcijas koeficientu
11650 ar vilpu garumu 226 nm (O’Neil, 2001). Mildronatu izskidinaja 5 ml destiléta
tdent, lai iegttu 50 mM $kidumu. Vielu — azidotimidina un mildronata — parbauditas
koncentracijas bija 0,1; 0,2; 0,5; 1,5; 2,5; 5 un 10 mM (jeb 0,1; 0,2; 0,5; 1,5; 2,5; 5 un
10 umol/mg proteina).

Ex vivo pétijjumi: NF-xBp65 trusa poliklonala antiviela (AbCam,
Lielbritanija), atSkaidijums 1:200; aktiva kaspazes-3 trusa poliklonala antiviela
(AbCam, Lielbritanija), atSkaidijums 1:100; citohroma c oksidazes (I subvieniba)
peles monoklonala antiviela (Santa Cruz Biotechnology, ASV), atSkaidijums 1:100.
Glijjas fibrillara skaba proteina (GFAP, astrocitu markiera) trusa poliklonala antiviela
(DAKO, Danija), atSkaidijums 1:500; Stinas apoptozes uznémibas proteins (CAS),
trusa poliklonala antiviela (Abcam, Lielbritanija), atSkaidijums 1:100; inducgjama
slapekla oksida sintaze (iNOS), trusa poliklonala antiviela (AbCam, Lielbritanija),
atSkaidijums 1:100. Primaras antivielas vizualizacijai tika izmantotas poliklonalais
kazas “pret-trusa” imunglobulins G (IgG, policlonal goat anti-rabbit 1gG) un
poliklonalais trusa “pret-kazas” IgG (policlonal rabbit anti-goat 1gG), vai biotiniléta
“pret-peles” antiviela un  streptavidins, vai Envision reagents. DAB
(diaminobenzidins), proteina bloka reagents bez seruma, citrata buferis un 0.5% H,O,
(DAKO, Danija).

Anti-HIV vielu izejas Skidumus pagatavoja ka suspensiju, attiecigas vielas
pulverim pievienojot vienu/divus pilienus 0,6% TWIN-80 un saberzot piesta, tad,
pievienojot fiziologisko $kidumu (0,9% NaCl), Iidz ieguva 0,5% suspensiju.
Mildronata 2% Skidumu ieguva pulveri iz§kidinot 0,9% NaCl. Cerebrokrasta 0,01%
koncentratu pagatavoja, to izSkidinot Twin-80 $kiduma, glutapirona un tauropirona
0,01% koncentratus, atSkaidot ar tideni.

Shandon mitra kamera iminhistokimiskajam reakcijam (Thermo scientific,
ASV). Clark tipa elektrods un tetrafenilfosfonija (TPP") selektivs elektrods

mitohondriju in vitro pétjjumiem (izgatavoti Koimbras Universitates Zoologijas
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katedra, Portugale). LS 55 Fluorescences Spektrometrs (230V, Perkin Elmer, ASV).
Gaismas mikroskops (Leica Microsystems, Vacija). EPS 301 jaudas padeves iekarta

(Amersham Biosciences, ASV) gela elektroforézei.

2.2. Dzivnieki

Pieaugusi ICR Iinijas pelu tévini (17,75 = 0,14) no Rigas Stradina
Universitates Eksperimentalo dzivnieku laboratorijas tika turéti standartiz€tos
laboratorijas apstaklos (22 + 0,5°C, 12 h gaismas — tumsas cikls) ar brivu pieeju
standarta laboratorijas baribai un dzeramajam tdenim. Dzivniekus sadalija grupas,
katra pa 10 dzivniekiem. Zalu Iidzeklus ievadija intraperitoneali abas kermena pusgs.
Kontroles grupai ievadija 10 ml/kg fiziologisko $kidumu (0.9% NaCl). Anti-HIV
vielas ievadija deva 50 mg/kg, mildronatu — 50 mg/kg, 100 mg/kg, vai 200 mg/kg,
cerebrokrastu — 0,1 mg/kg, glutapironu un tauropironu — 1 mg/kg.

Pieaugusi Wistar Iinijas zurku tévini (250-350 g), no Koimbras Universitates,
Medicinas fakultates centrala vivarija (Koimbra, Portugale) tika tur€ti standartizétos
laboratorijas apstaklos (22 + 0,5°C, 12 h gaismas — tumsas cikls) ar brivu pieeju

standarta laboratorijas baribai un dzeramajam tidenim.

2.3. Laboratorijas dzivnieku étika

Visi eksperimenti tika veikti saskana ar Eiropas Savienibas Direktivas 86/609/EEC
vadlinijam “European Convention for the Protection of Vertebrate Animals Used for
Experimental and other Scientific Purposes” (1986) un saskapa ar Latvijas

Republikas Partikas un veterinara dienesta dzivnieku &tikas komitejas atlauju.

2.4. Izoletu mitohondriju funkciju pétijjumi
2.4.1. Zurku aknu mitohondriju izoleSana

Mitohondriji tika izol&ti no seSu ned€lu vecu Wistar zurku tévinu aknam péc
diferencialas centrifugé$anas metodeém (Gazotti et al., 1979). Zurku aknas iznéma,
sagrieza mazos gabalinos un nomazgaja homogenizacijas buferi (HB). Tad
homogeniz€ja mehaniski. Homogenatu atSkaidija ar HB, ievietoja divas stikla
mégenés un centrifuggja pie 2000 apgriezieniem 10 miniites (+4°C). P&c tam atdalija
supernatantu, pievienoja vél HB, lai nobalansétu mégenes un centrifugéja pie 10000

apgriezieniem 10 min. Tad atdalija nogulsnes, atSkaidija tas ar mazgasanas buferi
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(MB) un centrifuggja pie 10000 apgriezieniem 10 min (So procediiru atkartoja divas
reizes). Beigas atdalija nogulsnes, maigi samaisija ar otinu. Nogulsnes tika atSkaiditas,

pievienojot dazus ml MB, lai ieglitu proteina koncentraciju aptuveni 50 mg/ml.

1. Tabula

Proteina daudzuma noteik$ana péc Biureta metodes

Skidumi Standarts Standarts Standarts Standarts Proteins Proteins Proteins

1 2 3 4 1 2 3

BSA 0 0,125 0,25 0,5 - - -
(0,4%),

ml
Dest 0,5 0,375 0,25 0 0,5 0,5 0,5
H,0, ml
MB, ul 25 25 25 25 - - -
DOC 100 100 100 100 100 100 100
(10%),
ul
Proteini, - - - - 0,25 0,25 0,25
ul
Biureta 2 2 2 2 2 2 2

reagents,

ml

NepiecieSamie reagenti — BSA, destiléts tidens, mazgasanas buferis (MB), proteini, Biureta
reagents, un to daudzumi.

Proteina daudzums tika noteikts péc biureta metodes (Gornall et al., 1949),
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izmantojot vérSa seruma albuminu (BSA) ka standartu. Standarti tika sagatavoti Cetras
mégenés, savukart proteinu koncentracijas noteikSanai sagatavoja tris mégenes (skat.

1. tabulu).

2.4.2. Elposanas parametru mérijumi

Skabekla patérins tika noteikts polarografiski ar Clark tipa elektrodu slégta
stikla kambari ar magnétisko maisitaju 30°C. Mitohondriji (1 mg proteina) tika
inkubéti buferT, kas saturéja 250 mM saharozi, 10 mM Hepes (pH 7.2), 20 mM KClI,
5 mM K;HPO4 un 2 mM MgCl,. Maisijumam pievienoja 2 uM rotenonu (kad ka
elpoSanas substratu izmantoja sukcinatu). Reakcijas veica bez vielam (kontroles
apstakli) vai ar azidotimidinu, mildronatu vai mildronatu + azidotimidinu, tad
energiz€ja mitohondrijus ar 10 mM glutamatu/ 5 mM malatu (kompleksa I substratu)
vai 10 mM sukcinatu (kompleksa II substratu). Lai ierosinatu stavokla-3 elpoSanu,
tika pievienots adenozindifosfats (ADP, 100 — 200 uM). Atjugto elposanu ierosinaja,
pievienojot 1 pM p-trifluorometoksifenilhidrazonu (FCCP). O, paterins tika
aprékinats, npemot veéra, ka skabekla piesatinajuma koncentracija ir 230 nmol O,/ml.
Kontroles lielumi tika izteikti nmol O,/mg proteina/min. ElpoSanas kontroles
koeficients (respiratory control ratio (RCR)) un ADP pret skabekli koeficinets
(ADP/O) tika aprekinati péc ieprieks aprakstitas metodes (Chance & Williams, 1956).

2.4.3. Mitohondriala transmembranas potenciala mérijumi

Mitohondrialais transmembranas potencials (AW) tika mérits netiesi, balstoties
uz lipofila katjona tetrafenilfosfonija (TPP") aktivitati, izmantojot TPP'-selektivu
elektrodu ka aprakstits ieprieks (Kamo et al., 1979). Mitohondriji (1 mg proteina) tika
inkubéti 30 °C 1 ml bufert, kas saturgja 250 mM saharozi, 10 mM Hepes (pH 7.2), 20
mM KCI, 5 mM K,;HPO,, 2 mM MgCl,, papildinatu ar 3 pM TPP" un 2 uM rotenonu
(kad ka elpoSanas substratu izmantoja sukcinatu). Tapat ka ieprieks reakcijas veica
bez vielam (kontrole) vai ar azidotimidinu, mildronatu, un mildronatu +
azidotimidinu. Tad energiz&ja mitohondrijus ar 10 mM glutamatu/ 5 mM malatu
(kompleksa I substratu) vai 10 mM sukcinatu (kompleksa II substratu). Lai ierosinatu
fosforilaciju, pievienoja ADP (100 — 200 uM). Eksperimenta netika veiktas korekcijas
pasivajam TPP" saisti§anas procesam ar mitohondriju membranam, jo eksperimenta

mérkis bija paradit relativas potenciala izmainas, nevis absoliitas vertibas.
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2.4.4. Ca’*-induceta mitohondriju iek§éjas membranas caurlaidibas maina

Lai noteiktu Ca®"-inducéto mitohondriju membranas caurlaidibas mainu
(mitochondrial permeability transition, MPT), tika izmantoti skabekla, TPP" elektrodi
un buferis, kas satur 200 mM sukrozes, 10 mM Hepes-Tris (pH 7.4), | mM KH,POs,
10 uM EGTA, papildinats ar 2 puM rotenonu, ar vai bez p&tamajam vielam.
Mitohondriji (1 mg proteina) tika inkubéti 30 °C temperatira viena mililitra bufera,
energizéti ar 5 mM sukcintu. Péc tam tika pievienots 20 nmol Ca®"/mg proteina tris
reizes, lai inducétu MPT (Costantini et al., 1996). Tika veikti ar1 kontroles m&rijjumi
(bez Ca*" un ar Ca®” + 1 uM ciklosporinu A, CsA). Mitohondriju inkubacija ar 0,85
uM cikolsporinu A, specifisku MPT inhibitoru (Broekemeier et al., 1989), divas
miniites pirms substrata sukcinata pievienosanas, ar vai bez pétamajam vielam pilniba
blok&ja mitohondriju depolarizaciju un palielindja stavokla-4 elpoSanu, paradot, ka

Sos efektus ir izraistjusi MPT.

2.4.5. Udenraza peroksida veidoSanas

Udenraza peroksida (H,O;) veido3anas tika mérita fluorometriski, izmantojot
modific€tu ieprieks aprakstitu metodi (Barja, 2002). Mitohondriji (0,375 mg proteina)
tika inkubéti pie 30 °C 1,5 mililitros fosfatazes buferi, pH 7.4, kas saturgja 5 mM
fosfatu, 0,1 mM EGTA, 145 mM KCI, 30 mM Hepes, 0,1 mM homovalinskabi un
6U/ml marrutku peroksidazi (ar vai bez inhibitoriem — rotenona, antimicina A;
antioksidanta katalazes un p&tamajam vielam). Reakcijas tika uzsaktas, pievienojot
10 mM glutamatu/5 mM malatu vai 10 mM sukcinatu. Reakcijas tika pabeigtas péc 15
miniitém ar 0,5 ml auksta 0,1 M glicina-NaOH skidumu (pH 12), kurs saturgja 25 mM
EDTA. Mitohondriju suspensijas tika centrifugétas pie 850 apgriezieniem 10 miniites.
Tad supernatantiem tika merita fluorescence pie 312 nm izstaroSanas un 420 nm
emisijas vilpu garumiem. H,O, veidosanas tika aprékinata, izmantojot H,O,

standartlikni. Standarti un paraugi tika inkub&ti vienados apstaklos.

2.5. Eksperimenta planojums in vivo vielu ievadiSanai

Vielas ievaditas katru dienu intraperitoneali peles védera abas pusé€s divas nedélas:
I grupa: fiziologiskais skidums (kreisa puse) + fiziologiskais $kidums (laba

puse);
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I grupa: fiziologiskais skidums (kreisa puse) + anti-HIV viela (azidotimidins,
stavudins, lamivudins, indinavirs vai efaviréns, 50 mg/kg, laba puse);

III grupa: mildronats 50 mg/kg (kreisa puse) + fiziologiskais $kidums (laba
puse);

IV grupa: mildronats 100 mg/kg (kreisa puse) + fiziologiskais $kidums (laba
puse);

V grupa: mildronats 200 mg/kg (kreisa puse) + fiziologiskais Skidums (laba
puse);

VI grupa: mildronats 50 mg/kg (kreisa puse) + anti-HIV viela (50 mg/kg, laba
puse);

VII grupa: mildronats 100 mg/kg (kreisa puse) + anti-HIV viela (50 mg/kg,
laba puse);

VIII grupa: mildronats 200 mg/kg (kreisa puse) + anti-HIV viela (50 mg/kg,
laba puse).

IX grupa: Cerebrokrasts 0,1 mg/kg (kreisa puse) + fiziologiskais Skidums
(laba puse);

X grupa: Glutapirons 1 mg/kg (kreisa puse) + fiziologiskais $kidums (laba
puse);

XI grupa: Tauropirons 1 mg/kg (kreisa puse) + fiziologiskais Skidums (laba
puse);

XII grupa: Cerebrokrasts (kreisa puse) + anti-HIV viela (laba puse);

XIITI grupa: Glutapirons (kreisa puse) + anti-HIV viela (laba puse);

XIV grupa: Tauropirons (kreisa puse) + anti-HIV viela (laba puse).

Piecpadsmitaja eksperimenta diena pelém veica dekapitaciju starp 9:00 un
11:00 no rita. Izolgja sirds, smadzenu un aknu audus, kurus fikséja 10% neitrala
buferéta formalina un péc tam parafina. Western blot analizei pelu smadzenu audus
izol&ja un sasaldgja -20°C temperatiira.

Parafina iegulditos audus sagrieza ¢etru mikronu planos griezumos. Materiala
griezumu no mikrotoma naZa parnesa 48-50°C tdeni un p&c tam uz tiriem un
attaukotiem priekSmetstikliniem. Imiinhistokimijas eksperimentam izmantoja
specialus stiklinus, klatus ar polilizinu (Histobond). Péc tam histologiskie griezumi

tika zaveti termostata diennakti pie 36°C.
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2.6. Imunhistokimija

Imunhistokimija tika veikta pamatojoties uz ieprieks aprakstitu metodi (Di
Stefano et al., 2002). Visos eksperimentos izmantoja pozitivo kontroli (plausu
alveolarie makrofagi) un negativo kontroli (preparatus neinkub&ot ar primaro
antivielu). Pelu smadzenu audos smadzenu garozas visos seSos slanos noteica
kaspazes-3, citohroma c oksidazes, CAS un iNOS pozitivos neironus (gan citoplazma,
gan kodola), citoplazma noteica ari GFAP pozitivos astrocitus. Pelu sirds audos
noteica NF-kBp65 pozitivos kardiomiocitus, ka ar1 iekaisuma un endotélija Stinas
(tikai kodola). Pelu aknu audos noteica kaspazes-3 pozitivos hepatocitus (kodola un
citoplazma). Preparati tika deparafinizeti, ievietojot tos attiecigajos Skidumos:

0 ksilolaI— 10 min,
ksilola I — 5 min,
96° spirta I — 3 min,
96° spirta IT — 3 min,

O O O O

70° spirta I — 3 min,
0 70° spirta I — 3 min.

Tad audu paraugi tika skaloti destiléta fident divas reizes un tre$aja reizé
ievietoti destil€taja tident piecas miniites.

Antigéna demaskéSanai tika izmantota sakarséSanas metode mikrovilnu krasni.
Preparati tika ievietoti citrata bufera vanna ar pH=6.2 un inkub&ti 20 minites
mikrovilpu krasni Electrolux pie 300W. Tad preparati tika atdzeséti istabas
temperatira 20 minttes un skaloti TBS buferm tris reizes. Imiinhistokimisko
krasoSanas protokolu veica péc biotina avidina metodes, izmantojot poliklonalo kazas
“pret-trusa” IgG un poliklonalo trusa “pret-kazas” IgG, vai biotiniléto “pret-peles”
antivielu un streptavidinu. Visas reakcijas tika veiktas Shandon mitraja kamera istabas
temperatiira. Preparati tika inkub&ti 10 mindtes peroksidazes blokétajreagenta
klatbutné, pec tam skaloti TBS buferi. Lai noblok&tu primaras antivielas nespecifisko
saistiSanos, griezumi tika inkubéti proteinu bloka reagenta (vérsa kazeins) 10 mindtes.

Talak sekoja inkubacija ar primaro antivielu. Preparati tika inkubéti ar truSa
poliklonalo NF-xBp65 antivielu (atskaidijuma 1:200) 18 stundas 4°C temperatiira, vai
ar truSa poliklonalo kaspazes-3, CAS un iNOS antivielam, peles monoklonalo
citohroma c¢ oksidazes antivielu (atSkaidijuma 1:100), un trusa poliklonalo GFAP

antivielu (atSkaidijuma 1:500) vienu stundu istabas temperatiira.
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Primaras antivielas (NF-kBp65, kaspazes-3 un GFAP) noteikSanai tika
izmantotas sekundara un terciara antiviela, kas bija iezim&tas ar marrutku peroksidazi
— poliklonalais kazas “pret-trusa” IgG (sekundara antiviela) un poliklonalais trusa
“pret-kazas” IgG (terciara antiviela). Pe€c primaras antivielas griezumi tika inkubéti ar
sekundaro antivielu 30 miniites mitraja kamera (atSkaidijuma 1:100). Tad sekoja
pusstundu ilga inkubacija ar terciaro antivielu (1:100 atSkaidijuma). P&c katras
antivielas preparati tika tris reizes skaloti TBS. Savukart citohroma c oksidazes
saistiS8anos noteica, inkub&jot preparatus 30 miniites ar biotiniletu sekundaro “pret-
peles” antivielu un streptavidinu. CAS un iNOS noteikSanai preparatus inkubgja 30
mintites ar Envision reagentu. Talak visiem preparatiem sekoja piecu lidz septinu
miniisu ilga vizualizacijas reakcija ar DAB, iekrasojot brunus pozitivo Stinu kodolus
un/vai citoplazmu. P&c preparatu skaloSanas destiléta wdeni, tos krasoja ar
hematoksilinu divas mintites, iekrasojot kodolus zilus. Tad uz griezumiem uzpilinaja
Glycergel Iimi, uzlika segstiklinu un mikroskopgja.

NF-kBp65, kaspazes-3, citohroma c oksidazes, CAS, iNOS vai GFAP
pozitivas $iinas laboratorijas dzivnieku audos noveértgja 20 laukos (palielinajuma
x400) un Stnu skaitu izteica uz laukuma vienibu — kvadratmilimetru. Citohroma c
oksidazes imiinkrasojuma intensitati noteica 10 redzes laukos (palielinajuma x400)

ballés no 0 lidz 3 (kur 0-nav krasojuma, 1-vajs, 2-vidgjs, 3-izteikts krasojums).

2.7. Western Blot analize

Western blot analize tika veikta saskana ar iepriek$ aprakstitu metodi
(Liepinsh et al., 2008). Saldéti pelu smadzenu paraugi tika homogenizeti attieciba
1:10 ar Ultra Turrax® T 10 homogenizatoru ledus auksta buferT, kas saturéja 100 mM
Tris-HCI (pH 7.4), 10 mM EDTA, 5 mM MgCl,, 1 mM NaF un proteazes inhibitorus
(10 uM leipeptinu, 1 pM pepstatinu, 1 pM aprotintnu, un 100 pM PMSF).
Homogenatu centrifugéja pie 2000 apgriezieniem 10 min 4 °C temperatiira.
Supernatantu nolgja un izmantoja poliakrilamida gela elektroforézes — Western blot
analizei, lai noteiktu CAS, kaspazes-3 un iNOS antivielas. Supernatantu centrifuggja
divas reizes pie 10000 apgriezieniem 10 min 4 °C temperatiira, nogulsnes atSkaidija ar
homogenizacijas buferi un izmantoja poliakrilamida gela elektroforézes — Western
blot analizei, lai noteiktu ctohroma ¢ oksidazes antivielu.

Smadzenu homogenatu protetnus (40 pg no kop€jiem ekstraktiem) sildija 90

- v—

°C temperatiira 5 min divkarsa loading buferi un sadalija 8-10% natrija dodecilsulfata
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poliakrilamida gela elektroforézes (SDS-PAGE) gelos 1 h pie 100 V. Proteinus
parnesa uz polivinilidéna fluorida (PVDF) membranam (Immobilon, Millipore) 20-30
min pie 180 mA. Membranas blok&ja ar 3% BSA atSkaiditu PBS (136 mM NacCl, 2.6
mM KCI, 10 mM Na,HPO4 un 1.75 mM KH,POy4, pH 7.4) 1 h un tad inkubg&ja 1-2 h
ar vienu no sekojosam antivielam: trusa poliklonalo anti-CAS, anti-kaspazi-3, anti-
iNOS un peles monoklonalo anti-citohromna ¢ oksidazi (visas atSkaidijuma 1:1000),
un truSa poliklonalo anti-B-aktinu. P&éc skaloSanas ar PBS, membranas inkubgja 30
min ar peroksidazes saistito kazas anti-trusa IgG (1:10000, AbCam) vai trusa anti-
peles I1gG (1:10000, Sigma), tad atkal skaloja PBS $kiduma. Membranas apstradaja ar
hemiluminisc€joSiem reagentiem (Millipore). Tas pasas membranas inkub&ja ar f-

aktina antivielu (1:5000, AbCam), ko izmantoja ka iek$gjo kontroli.

2.8. Morfologija

Morfologiskai izp&tei preparati tika krasoti péc hematoksilina un eozina

metodes, iemercot priekSmetstiklinus Skidumos:
0 ksilos I -5 min,

ksilols II — 5 min,
spirts 1 96° — 3 min,
spirts 96° — 3 min,
hematoksilins — 5 min,
skaloSana ar tekoSu tideni (Iidz zilai krasai),
eozins — 1-3 min,
skaloSana ar tekosu tudeni,

spirts I 70° — 2-3 min,

O 0O 0O 0o 0o o o o o

spirts I1 96° — 5 min,
o0 karbolksilols — 10 min.

Beigas preparatiem uzklaja polistirolu un nosedza ar segstiklinu.

2.8.1. Sirds morfologiska izmeklésana

Histologiska materiala pagatavosanai sirds audus fikséja 10% formalina 48
stundas, péc tam atiidenoja un ieguldindja parafina un pagatavoja 4um biezus
griezumus, kurus krasoja ar hematoksilinu-eozinu. Morfometrisko sirds audu analizi

veica, izmantojot datorprogrammu Motic Image Advanced 3.2 (Motic, Kina).
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Nekrozes zonas miokarda pie palielinajuma x400 tika skaititas 10 laukos un
rezultati izteikti ka nekrotiskas zonas lielums procentos no kop&ja lauka. Siinu
(limfohistocitaro) infiltraciju analizéja 10 palielinajuma laukos (palielinajums x400)
un novertéja sekojosi: 0 — nav infiltracijas, 1 — infiltracija, kas aizpem <25%
miokarda, 2 — 25-50% infiltracija, 3 — 50-75% infiltracija, 4 - >75% S$iinu infiltracija

miokarda.

2.8.2. Smadzenu morfologiska izmekléSana

Histologiska materiala pagatavoSanai smadzenes fiksgja 10% formalina 48
stundas, péc tam atidenoja un ieguldindja parafina un pagatavoja 4um biezus
griezumus, kurus krasoja ar hematoksilinu-eozinu. Iekaisuma Stnu infiltracija
smadzenu audos tika analizéta palielinajuma x400 sadas smadzenu garozas struktiiras:
1) subkortikali perivaskulari; 2) subkortikali parenhimali; un 3) intrakortikali
perivaskulari. Perivaskulari infiltrati tika definéti ka iekaisuma $tinas, kas atrodas ne
vairak par trim Stinas slaniem no asinsvadiem. Iekaisuma $iinas, kas atrodas talak par
trim slaniem no asinsvadu sieninas tika defin€tas ka parenhimalie infiltrati. Iekaisuma
Stunu infiltracija tika novertéta Cetru skalu sisttma (0 - nav infiltracijas, 1 - viegla
infiltracija; 2 -merena infiltracija; 3 — izteikta infiltracija, 4 - loti izteikta infiltracija,

kas aiznem vairak neka 25% no kop&ja redzeslauka).

2.8.3. Aknu morfologiska izmekléSana

Histologiska materiala pagatavosanai aknas fiksg€ja 10% formalina 48 stundas,
péc tam atiidenoja un ieguldinaja parafina un pagatavoja 4pm biezus griezumus, kurus
krasoja ar hematoksilinu-eozinu, Siffa reagentu (oglhidratu mainas noteik3anai) un
Van Gizona krasvielu (fibrozes novértésanai).

Tika veikta aknu morfometriska izmekl€Sana, novertgjot bojajuma pakapes
pec 18 ballu sistemas, saskaitot atseviSku procesu intensitates novert§jumu
(histologiskas aktivitates indeksu, HAI) péc Ishak et al., 1995:
iekaisuma Stinu infiltracija - 0 - 4 balles;
hepatocitu nekroze ap centralo vénu — 0 - 6 balles;
hepatocitu nekroze un apoptoze daivinu periférija — 0 - 4 balles;

portalo traktu iekaisuma parmainas - 0 - 4 balles.
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2.9. Statistika

Darba statistiska analize tika veikta, izmantojot datorprogrammas GraphPad
Prism 4 un Microsoft Office Excel. Rezultati izteikti ka vidgjais + standartkltida, un
ticamiba izteikta pie p<0.05 (one-way ANOVA, kam sekoja nesaparotais t-tests vai
Mann-Whitney U-tests imunhistokimiskajiem, Western blot un morfologiskajiem
datiem); one-way ANOVA, kam sekoja Dunnett tests (mitohondrialo funkciju

noteikSanas datiem).
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3. REZULTATI

3.1. Mildronata ietekme uz azidotimidina raditam bioenergetikas,
iidenraza peroksida veidoSanas un kalcija izraisitas membranas
caurlaidibas izmainam izoletos Zurku aknu mitohondrijos
(publikacija III)

Miusu pétijumi tika versti uz mildronata efektu novértéSanu izoletos
mitohondrijos, ka modelvielu izmantojot vistoksiskako anti-HIV vielu -
azidotimidinu. Mg@s paradijam azidotimidina, mildornata un mildronata +
azidotimidina ietekmi uz glutamata/malata vai sukcinata nodorSinatiem elpoSanas
parametriem — stavokla-4 (substrats viens pats), stavokla-3 (ADP stimuléta elpoSana)
un FCCP-stimulétu (atjugto) elposanu, ka arT elposanas raditajiem RCR un ADP/O
izoletos Zzurku aknu mitohondrijos. Koncentracijas zem 2,5 mM $aja darba nav
uzraditas, jo neietekm&a mitohondrialos procesus. Neviena no vielam neietekméja
stavokla-4 elpoSanu, savukart azidotimidins (10 mM = 10 umol/mg proteina) inhib&ja
stavokla-3 elposanu par 62% un 23%, attiecigi ar glutamatu/malatu un sukcinatu ka
elpoSanas substratiem. Azidotimidins (10 mM) biitiski inhib&ja (par 45%) ar1 atjugto
elposanu, izmantojot glutamatu/malatu, savukart ar sukcinatu S$is efekts bija
ieveérojami mazaks (inhibicija par 3%). Azidotimidins (10mM) biitiski samazinaja
RCR (aptuveni no 5 uz 3) ar glutamatu/malatu, tacu ne ar sukcinatu, ka elposanas
substratu. ADP/O koeficientu azidotimidins taja pasa koncentracija inhib&ja par 46%
(ar glutamatu/malatu ka substratu) un par 23% (ar sukcinatu). Pret&ji azidotimidinam,
mildronats koncentracijas lidz 10 mM (10 pmol/mg proteina) neietekméja nevienu no
augstakmin@tajiem parametriem, izmantojot glutamatu/malatu vai sukcinatu ka
elpoSanas substratus. Kombinéta mildronata (10 mM) un azidotimidina (10 mM)
ievadiSana biitiski uzlaboja azidotimidina izraisito atjiigtas elpoSanas inhibiciju (ar
glutamatu/malatu ka elpoSanas substratu) un ADP/O inhibiciju (ar sukcinatu).

P&tfjam ar1 azidotimidina, mildronata un mildronata + azidotimidina efektus
uz mitohondriju transmembranas potencialu (AY) un fosforilacijas laiku, izmantojot
glutamatu/malatu vai sukcinatu ka elpoSanas substratus. Azidotimidins (10 mM)
samazingja AY, vairak ar glutamatu/malatu (no —208 mV uz —-196 mV), neka ar
sukcinatu (no —215 mV uz —208 mV) ka elposanas substratu. Ar1 fosforilacijas laiku
azidotimidins (10 mM) palielinaja vairak ar glutamatu/malatu (par 77%), mazak ar

sukcinatu (par 36%) ka elpoSanas substratu. Mildronats (lidz 10 mM) bitiski
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neietekm&a AY un fosforilacijas laiku ne ar vienu no elpoSanas substratiem.
Mildornats + azidotimidins (abi 10 mM) novérsa azidotimidina izraisito AY
samazinasanos (izmantojot glutamatu/malatu) un fosforilacijas laika pieaugumu
(izmantojot gan glutamatu/malatu, gan sukcinatu).

Azidotimidina, mildronata un mildronata + azidotimidina ietekmi uz idenraza
peroksida veidoSanos zurku aknu mitohondrijos in vitro pétijjam, izmantojot gan
glutamatu/malatu, gan sukcinatu ka elposanas substratus. Bez pétamajam vielam H,O,
veidoSanas (izmantojot glutamatu/malatu) butiski pieauga rotenona (mitohondriala
kompleksa I inhibitora) klatbiitn€, ka ari rotenona + antimicina A (mitohondriala
kompleksa III inhibitora) klatbiitné. Palielinato H,O, veidoSanos samazinaja
antioksidants katalaze Iidz Itmenim, kas zemaks par bazalajiem apstakliem (kad
mitohondrijiem pievienots tikai substrats glutamats/malats). Katalazes pievienoSana
kalpoja ka H,O, kontroles raditajs. Azidotimidins (koncentracijas Iidz 10 mM) batiski
palielinaja H,O, veidoSanos, ar glutamatu/malatu ka substratu, rotenona klatbiitn€ un
bazalajos apstaklos, tacu neietekmé&ja H,O, veidoSanos rotenona + antimicina A
klatbutné. Vislielako H,O, pieaugumu (par aptuveni 70%) novéroja azidotimidinam
koncentracija 10 mM, rotenona klatbiitné un bazalajos apstaklos. Savukart mildronats
koncentracijas lidz 10 mM neietekm&ja H,O, veidosanos nevienos apstaklos. Tacu
mildronata + azidotimidina vienlaiciga ievadiSana (abi 10 mM) butiski samazinaja
azidotimidina radito H,O, veidoSanos bazalos apstaklos (par aptuveni 55%) un
rotenona klatbtitné (par aptuveni 34%).

Lidzigi ka ar glutamatu/malatu, H,O, veidoSanas ar sukcinatu ka substratu
biitiski piecauga rotenona un rotenona + antimicina A klatbiitng€. Efektu samazinaja
katalaze lidz limenim, kas zemaks par bazalajiem apstakliem (mitohondrijiem
pievienots substrats sukcinats + rotenons). Azidotimidins (10 mM) palielinaja H,O,
veidoSanos (par aptuveni 58%) ar sukcinatu ka substratu bazalajos apstaklos.
Azidotimidins neietekmé&ja H,O, veidoSanos rotenona + antimicina A klatbutng.
Mildronats tapat ka ieprieks neietekmé&ja H,O, veidoSanos nevienos no minétajiem
apstakliem. Pretgji glutamata/malata inducétai elpoSanai, ar sukcinatu ka elpoSanas
substratu kombinéta mildornata + azidotimidina (abi 10 mM) ievadiSana biutiski
nesamazinaja azidotimidina radtto palielinato H,O, veidoSanos bazalajos apstaklos.

Azidotimidina, mildronata un mildronata + azidotimidina ietekmi wuz
mitohondriju membranas caurlaidibas mainu (mitochondrial permeability transition,

MPT) in vitro noveértgjam, mérot parametrus - AW kritumu un skabekla paterina
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picaugumu — kurus parasti novéro pé MPT indukcijas. Kontroles apstak]os
pievienojot 5 mM sukcinatu AY bija = -217 mV (negativs mitohondriju iekSpusg),
kas atbilda stavokla-4 elpoSanai. Pirma Ca’" pievienosana (20 nmol/mg proteina)
izraisija strauju depolarizaciju (AY samazinasanas), kam sekoja neliela repolarizacija
(AY atjaunoands). Depolarizaciju radija Ca®" ieplasana elektronegativaja
mitohondriju matriksa, kam sekoja H™ izpliana, atjaunojot AW. Ta rezultata stavok]a-
4 elposana pieauga no 13 lidz 17 nmol O,/mg proteina/min. Otra un tre§d Ca®’
pievienoSana (20 nmol/mg proteina) radija pilnigu mitohondriju membranas
depolarizaciju un stavokla-4 elpoSana sasniedza maksimumu (61 nmol O,/ min/ mg
proteina). Mitohondriji sp&j uzkrat noteiktu daudzumu Ca*" (60 nmol/ mg proteina
kontroles grupai), 1idz to sp€jas tiek parsniegtas un mitohondriji pilniba depolariz&jas
neatgriezenisku iek$€jas membranas caurlaidibas izmainpu d€]. Azidotimidins
koncentracijas 1idz 5 mM un mildronats koncentracijas Iidz 10 mM divas miniites
pirms substrata sukcinata pievienoSanas biutiski neietekm@ja mitohondriju sp&ju
akumulét Ca®’, kas norada, ka §is vielas vaji ietekmé Ca’'-inducéto MPT. Tadu
azidotimidins (5-10 mM) samazindja mitohondriju sp&ju uzkrat Ca*" lidz 40 nmol/ mg
proteina. Mildornats kopa ar azidotimidinu novérsa So azidotimidina radito efektu lidz

kontroles [imenim (60 nmol/ mg proteina).

3.2. Petito vielu ietekme uz anti-HIV vielu izraisitajam
imiinhistokimiskam un morfologiskam izmainam pelu sirds audos ex
Vvivo

3.2.1. Mildronata efekti (publikacijas I, 11, VII)

Misu pétijumi tika veikti, lai noskaidrotu mildronata tris dazadu devu (50, 100
un 200 mg/kg) ietekmi uz azidotimidina raditajiem toksiskajiem efektiem (publikacija
I). Més noteicam kop&jo NF-kBp65 ekspresiju pelu sirds audu kardiomiocitu,
iekaisuma un endotglija $tinu kodolos. Azidotimidina grupai noveroja butiski lielaku
NF-kBp65 ekspresiju pelu sirds audos, salidzinot ar kontroles grupu (attiecigi 88,1 *
6,9 pret 22,7 + 1,8 $inas/mm?, p<0,0001, 5. attls). Mildronata (50 mg/kg) grupai ari
noveroja statistiski ticamu NF-kBp65 ekspresiju, salidzinot ar kontroli (attiecigi 43,4
+ 4,1 pret 22,7 £ 1,8 $tnas/mm’, p=0,0004), lai gan ta nebija tik liela ka azidotimidina
grupai. Mildronata (100 mg/kg) grupai NF-kBp65 ekspresija bija nedaudz lielaka

neka kontroles grupai, tacu statistiski ticama (27,9 £ 1,5 pret 22,7 £ 1,8 §ﬁnas/mm2,
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p=0,038). Vislielaka mildronata deva (200 mg/kg) neizraisija butiskas atSkiribas NF-
kBp65 ekspresija, salidzinot ar kontroles grupu (23,5 + 0,7 pret 22,7 + 1,8 §inas/mm’,
p>0,05, 5. attels). Visu tris mildronata devu kombinacija ar azidotimidinu bitiski
samazinaja NF-kBp65 pozitivo Siinu skaitu pelu sirds audos. Visefektivak, lidz
kontroles Itmenim, NF-kBp65 ekspresija samazinajas (salidzinot ar azidotimidina
grupu), kombingjot mildronatu deva 200 mg/kg ar azidotimidinu (22,9 + 1,3 pret 88,1
+ 6,9 Sunas/mm’, p<0,0001). Lai gan mildrondta 50 mg/kg un 100 mg/kg
kombinacijas ar azidotimidinu nesamazinidja NF-kBp65 ekspresiju lidz kontroles
Iimenim, tom@r ta bija statistiski ticama. Mildronats (50 mg/kg) butiski samazinaja
NF-xBp65 pozitivas Siinas, salidzinot ar azidotimidinu (28,8 + 1,6 pret 88,1 £ 6,9
$tinas/mm?, p<0,0001). Ari mildronats (100 mg/kg) biitiski samazinaja NF-kBp65
ekspresiju, salidzinot ar azidotimidinu (attiecigi 36,8 + 2,3 pret 88,1 £ 6,9 §ﬁnas/mm2,
p<0,0001, 5. attels).

Azidotimidins izraisija arT morfologiskas parmainas pelu sirds audos
(publikacija I), kas izpaudas ka taukaina degeneracija, percklveida kardiomiocitu
nekroze, perivaskulara tuska un leikocitu infiltracija. Mildronata (50 mg/kg) grupai
nenovéroja butiskas morfologiskas izmainas, bet mildronata 100 mg/kg un 200 mg/kg
devas izraisija nelielu perivaskularo tusku. Savukart, kombingjot azidotimidinu ar
mildronatu (50, 100 un 200 mg/kg), visas §is morfologiskas izmainas batiski
samazinajas. Morfometriska datu analize liecina, ka pelu sirds audos kardiomiocttu
nekrozi un limfohistiocitaro $iinu infiltraciju noveroja tikai azidotimidina grupai un
vielu kombinacijam. Mildronata 50, 100 un 200 mg/kg devas pelu sirds audos
samazindja azidotimidina izraisito kardiomiocitu nekrozi, salidzinot ar azidotimidina
grupu: attiecigi 8,3 = 0,3%, 5,0 £ 0,3% un 4,7 £ 0,4% pret 11,7 £ 0,8% (p<0,001,
p<0,0001 un p<0,0001). Sis mildronata devas — 50, 100 un 200 mg/kg — samazinaja
ar1 azidotimidina izraisito limfohistiocitaro Stinu infiltraciju sirds audos (rezultati
noverteti ballu sisteéma, skala no 0 lidz 4), salidzinot ar azidotimidina grupu: attiecigi
22+0,1,2,0+0,2un2,0+0,2 pret 3,1 £0,2 (p< 0,004, p<0,004 un p<0,002).

Art stavudins un lamivudins (publikacija IT) bitiski palielinaja NF-kBp65
ekspresiju, salidzinot ar kontroles grupu: stavudins 92,5 + 6,3 pret 34,7 + 2.8
§ﬁnas/mm2, p<0,0001; lamivudins 100,1 £+ 5,5 pret 34,7 + 2,8 éﬁnas/mmz, p<0,0001.
Savukart mildronata kombinéta ievadiSana ar stavudinu un lamivudinu butiski

samazinaja So anti-HIV vielu izraisito parmérigo NF-kBp65 ekspresiju. Mildronata un
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stavudina vienlaiciga ievadiSana samazindja NF-kBp65 pozitivo Siinu skaitu lidz
kontroles Itmenim, salidzinot ar stavudina kontroles grupu: 36,6 + 3,4 pret 92,5 + 6,3
$tinas/mm>, p<0,0001. Savukart mildronata un lamivudina vienlaiciga ievadiSana
samazinaja NF-kBp65 pozitivo §iinu skaitu 1idz 64,3 + 6,1 §inam/mm?, salidzinot ar
lamivudina kontroli 100,1 + 5,5 §Ginas/mm?, p=0,0008.

Stavudins un lamivudins izraisija arl degenerativas un iekaisuma reakcijas
pelu miokarda, kas izpaudas ka neliela peréklveida taukaina degeneracija,
kadiomiocitu vakuolizacija, miocitolize un palielinata iekaisuma Stnu infiltracija
(publikacija IT). Tacu §is morfologiskas parmainas at$kiras starp §STm divam anti-HIV
vielam. Mildronats samazinaja gan stavudina izraisito nekrozi (2,0 + 0,2 pret 3,3 + 0,5
%, p=0,03), gan ar1 lamivudina izraisito nekrozi (4,4 + 0,4 pret 6,6 = 0,6 %, p=0,01).
Lamivudins palielinaja iekaisuma Stnu infiltraciju pelu sirds audos lidz 2,1 + 0,1
ballem, p=0,0006, savukart stavudins Stinu infiltraciju palielinaja Iidz 1,4 + 0,2
ballem, p=0,04 (abi salidzinati pret kontroles grupas lielumu 0,6 = 0,2 balles).
Mildronats (100 mg/kg) kombinacija ar lamivudinu vai stavudinu samazinaja So anti-
HIV vielu izraisito Stnu infiltraciju, tacu dati nebija statistiski ticami.

Proteazes inhibitors indinavirs (publikacija VII) bitiski palielinaja NF-xBp65
ekspresiju pelu sirds audos, salidzinot ar kontroli (103,4 + 10,4 pret 34,7 + 2.8
Stinas/mm’, p<0,0001. Mildronats (100 mg/kg) pats neizraisija palielinatu NF-kBp65
ekspresiju, salidzinot ar kontroli (38,8 + 5,0 pret 34,7 + 2,8 $tnas/mm>, p>0,05).
Savukart grupai, kurai kombinéti ievadija mildronatu un indinaviru, novéroja
samazinatu NF-kBp65 pozitivo Siinu skaitu, salidzinot ar indinavira kontroles grupu
(49,6 £ 2,6 pret 103,4 + 104 §ﬁnas/mm2, p<0,0001). Tacu NNRTI efaviréns (50
mg/kg) neietekméja ne NF-kBp65, ne kaspazes-3 ekspresiju pelu sirds audos.

Proteazes inhibitors (PI) indinavirs izraisija ari sikperéklainu kardiomiocitu
nekrozi miokarda (4,5 £ 0,8 %), lai gan mildronata kombinacija ar indinaviru to
neietekméja (4,5 = 0,8 pret indinavira kontroli 4,5 + 0,7 %, p>0.05, publikacija VII).
Turklat indinavirs izraisija sikperéklainu kardiomiocitu tauku degeneraciju un
vakuolizaciju, bet td bija mazak izteikta neka azidotimidinam, lamivudinam un
stavudinam. Mildronata kombinacija ar indinaviru neietekméja kardiomiocitu
stkperéklainu tauku degeneraciju. Indinavirs divkarSi pastiprinaja $tnu infiltraciju

miokarda (1,9 + 0,3 balles). Mildronats uzradija tendenci to samazinat (1,1 = 0,1 pret
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1,9 + 0,3 balles, p>0,05), bet ne pilnigi novérst. NNRTI efaviréns deva 50 mg/kg,
ievadits divas nedélas neradija butiskas histopatologiskas izmainas pelu miokarda.
Salidzinosu anti-HIV vielu (azidotimidina, stavudina, lamivudina un
indinavira) ietekmi uz NF-xBp65 ekspresiju, ka arT mildronata (deva 100 mg/kg)
sp&ju samazinat $o anti-HIV vielu izraistto NF-kBp65 ekspresiju pelu sirds audos, var
redz€t 6. att€la. SalidzinoSu anti-HIV vielu (azidotimidina, stavudina, lamivudina un
indinavira) izraisito nekrozi, ka ar1 mildronata (deva 100 mg/kg) sp&ju samazinat So

nekrozi pelu sirds audos, var redzet 7. attéla.

100 *

nas/mm?

135
N

5. attels. Kodola faktora NFkB65 ekspresija pelu sirds audos ($tinas/mm?).
Azidotimidins (AZT, 50 mg/kg), mildronats (MIL, 50, 100 vai 200 mg/kg) ievaditi
pelém intraperitoneali vienreiz diena divu ned€lu garuma. Statistiska ticamiba
izteikta: "p<0,05 pret Kontroles grupu, “p<0.05 pret AZT grupu, nesaparotais t-tests
vai Mann-Whitney U-tests.
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NF+«Bp65 ekspresijas palielinajuma reizes

6. attels. A: Salidzinosa anti-HIV vielu ietekme uz NF-«Bp65 ekspresiju pelu sirds
audos (kardiomiocTtos, iekaisuma un endotélija S$tnas) salidzinot ar kontroli:
azidotimidina pret kontroli (AZT/C), stavudina pret kontroli (STA/K), lamivudina
pret kontroli (LAM/K), indinavira pret kontroli (IND/K) grupas. B: Mildronata (MIL)
protektivais efekts, vienlaicigi ievadot ar anti-HIV vielu (MIL+AZT, MIL+STA,
MIL+LAM vai MIL+IND), samazinot NF-kBp65 ekspresiju. Vielas ievaditas
intraperitoneali divas ned€las: kontrole — 0,9% NaCl 10ml/kg; AZT, STA, LAM vai
IND (50 mg/kg); MIL (100 mg/kg).
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7. attels. Kardiomiocitu nekrozes peréklu laukums (%) pelu miokarda salidzinosi
azidotimidina (AZT, 50 mg/kg), stavudina (STA, 50 mg/kg), lamivudina (LAM, 50
mg/kg), indinavira (IND, 50 mg/kg) grupam un to kombinacijam ar mildronatu (MIL,
100 mg/kg). Vielas ievaditas pelém intraperitoneali vienreiz diena divu ned€lu
garuma. Statistiskd ticamiba izteikta: "P<0,05 pret AZT grupu, 'p<0.05 pret STA

grupu, $p<0,05 pret LAM grupu, nesaparotais t-tests vai Mann-Whitney U-tests.
3.2.2. Dihidropiridinu efekti (publikacija I'V)

Parbaudijam tris dazadu 1,4-dihidropiridinu — cerebrokrasta, glutapirona un
tauropirona ietekmi uz azidotimidina izraisitajam parmainam pelu sirds audos. Pelu
miokarda azidotimidins radija biitisku NF-kBp65 pozitivo Siinu skaita pieaugumu,
salidzinot ar kontroles grupu (98,0 + 5,0 pret 21,0 £ 2,0 éﬁnas/mmz, p<0,0001).
Cerebrokrasts (43,0 + 3,0 $Gnas/mm®) un glutapirons (35,0 + 3,0 $@nas/mm?) ari
palielinagja NF-xBp65 ekspresiju, tacu S§is efekts bija tikai aptuveni puse no
azidotimidina efekta. Savukart tauropirons negaiditi palielindja NF-xBp65 ekspresiju
gandriz tik pat daudz, cik azidotimidins (84,0 £ 4,0 pret 21,0 + 2,0 §ﬁnas/mm2,
salidzinot ar kontroli, p<0,0001). Visi tris 1,4-dihidropiridini kombinacija ar
azidotimidinu nedaudz, tacu statistiski ticami samazinaja NF-kBp65 pozitivas $iinas,
salidzinot ar azidotimidina efektu. Azidotimidins palielinaja art kaspazes-3 ekspresiju
pelu miokarda (23,0 + 4.0 pret 6,0 + 1,0 §tinas/mm?, salidzinot ar kontroli, p=0,0009,

8. attels). Neviens no test€tajiem 1,4-dihidropiridiniem neizmainija kaspazes-3
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aktivitati pelu sirdi. Savukart kombinacijas ar azidotimidinu, cerebrokrasts,
glutapirons un tauropirons bitiski samazinaja azidotimidina inducgto kaspazes-3
pozitivo Stinu skaitu pelu miokarda (attiecigi 12,0 + 2,0 pret 23,0 £ 4,0 (p=0,02), 13,0
+ 2,0 pret 23,0 £ 4,0 (p=0,04) un 13,0 £ 1,0 pret 23,0 + 4,0 (p=0,03) §ﬁnas/mm2, 8.
attels).

Pelu miokarda azidotimidins, salidzinot ar kontroles grupu, radija ievérojamas
histopatologiskas izmainas, kas izpaudas ka miokarda taukaina degeneracija, $tnu
infiltracija un neliela peréklveida kardiomiocitu nekroze. Cerebrokrasts un glutapirons
radija nelielu perék]veida taukaino degeneraciju, savukart tauropironam bija tendence
palielinat miokarda $tinu infiltraciju. Kombinacijas ar azidotimidinu cerebrokrasts
butiski samazinaja azidotimidina radito kardiomiocttu peréklveida nekrozi (6,8 £ 1,0
pret 11,7 £ 0,8 %, p=0,003) un Sitinu infiltraciju (2,4 £ 0,2 pret 3,1 £ 0,2, p=0,04,
balles), salidzinot ar azidotimidinu. Glutapironam kopa ar azidotimidinu bija tendence
samazinat azidotimidina radito mazo peréklveida kardiomiocitu nekrozi (9,2 £ 0,9
pret 11,7 £ 0,8 %, p=0,09), un tas butiski samazinaja Siinu infiltraciju (2,4 £ 0,2 pret
3,1 £ 0,2, p=0,04, balles), salidzinot ar azidotimidinu. Tauropironam $adus efektus

nenoveroja.
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8. attels. Kaspazes-3 ekspresija pelu sirds audos (3iinas/mm?). Azidotimidins (AZT, 50
mg/kg), cerebrokrasts (CER, 0,1 mg/kg), glutapirons (GLP, 1 mg/kg) un tauropirons
(TRP, 1 mg/kg) ievaditi pelém intraperitoneali vienreiz diena divu ned€lu garuma.
Statistiska ticamiba izteikta: ‘p<0,05 pret Kontroles grupu, “p<0.05 pret AZT grupu,
nesaparotais t-tests vai Mann-Whitney U-tests.

3.3. Petito vielu ietekme uz anti-HIV vielu izraisitajam izmainam
pelu smadzenu audos ex vivo (imanhistokimiskas, Western blot un
morfologiskas metodes)

3.3.1. Mildronata efekti (publikacijas VI un VII)

Mausu pétijuma iegiitie rezultati liecina, ka azidotimidins (50 mg/kg
intraperitoneali, ievadits divas ned€las) izraisija peréklveida apoptozi, kas izpaudas ka
vismaz triskarSa kaspazes-3 ekspresija, salidzinot ar kontroli (publikacija VI).
Mildronats pats neietekmé&ja kaspazes-3 ekspresiju. Kombingjot azidotimidinu ar
mildronatu, noveéroja $adus mildronata efektus: visizteiktak azidotimidina izraisito
kaspazes-3 ekspresiju smadzenés samazinaja mildronats deva 50 mg/kg (1,4 + 0,4 pret
4,7 + 0,8 sunas/mm’, p=0,002). Ari mildronata deva 100 mg/kg samazinija
azidotimidina izraisitu kaspazes-3 ekspresiju smadzengs (2,3 + 0,3 pret 4,7 = 0,8

$tinas/mm®, p=0,02). Azidotimidina kombinacija ar mildrondtu deva 200 mg/kg
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noveroja tikai tendenci nove@rst azidotimidina izraisito kaspazes-3 ekspresiju
smadzenés (3,1 + 0,4 pret 4,7 + 0,8 Stnas/mm>, p>0,05). Western blot analize
apstiprina, ka azidotimidins palielinaja kaspazes-3 ekspresiju, kuru efektivi
samazindja mildronats deva 50 mg/kg (p=0,04). Tacu mildronats (100 un 200 mg/kg)
nesamazinaja azidotimidina izraisito palielinato kaspazes-3 ekspresiju.

Azidotimidins pelu smadzenu audos samazin3ja citohroma c¢ oksidazes
ekspresiju aptuveni tris reizes, salidzinot ar kontroles grupas datiem (31,0 + 2,8 pret
108,4 + 15,0 éﬁnas/mmz, p=0,001). Mildronats pats neietekm&ja citohroma c
oksidazes ekspresiju neviena parbauditaja deva, tacu kopa ar azidotimidinu butiski
pasargaja pelu smadzenu audus no azidotimidina izraisitas samazinatas citohroma c
oksidazes ekspresijas visas tris devas. Visaktivakas mildronata devas bija 50 un 200
mg/kg (attiecigi pret azidotimidina grupu 85,2 + 5,1 pret 31,0 + 2,8 $Gnas/mm’,
p<0,0001, un 86,8 + 3,8 pret 31,0 + 2,8 éﬁnas/mmz, p<0,0001). Tacu aizdotimidins
palielingja citohroma c oksidazes krasojuma intensitati smadzenu garozas neironos
(2,71 £ 0,48 pret 1,71 £ 0,48 balles, p=0,01). Mildronats devas 50 un 100 mg/kg
bitiski neietekméja krasojuma intensitati, tacu mildronats deva 200mg/kg nedaudz,
bet statistiski ticami, to palielinaja. Mildronats devas 50 un 100 mg/kg, bet ne 200
mg/kg, samazinaja azidotimidina izraisito citohroma c¢ oksidazes krasojuma
intensitati.

Western blot analize parada, ka azidotimidinam bija tendence palielinat
citohroma c oksidazes ekspresiju, un mildronats visas tris devas uzradija tendenci
samazinat azidotimidina izraisito citohroma c oksidazes ekspresiju.

Azidotimidins 10 reizes palielinaja CAS ekspresiju pelus smadzenu audos,
salidzinot ar kontroles grupu (51,0 = 8,0 pret 5,0 = 1,4, p=0,0007, publikacija VI, 9.
atteéls). Mildronats per se neietekméja CAS ekspresiju. Mildronats devas 50, 100 un
200 mg/kg butiski samazinaja azidotimidina izraisito palielinato CAS ekspresiju (9.
att€ls). Western blot analize apstiprinaja imtinhistokimijas datus.

Azidotimidins palielinaja iNOS ekspresiju pelu smadzenu audos, nosakot
imtnhistokimiski un ar Western blot metodém (publikacija VI). Mildronats visas tris
devas samazindja azidotimidina izraisito palielinato iNOS ekspresiju, nosakot ar
Western blot analizi. Imtnhistokimiskie pétijumi paradija, ka mildronats devas 50 un
200 mg/kg samazinaja iNOS pozitivo Siinu skaitu (attiecigi p=0,05 un p=0,04).

Azidotimidins palielinaja ari GFAP pozitivo astrocitu skaitu pelu samdzenu

audos, salidzinot ar kontroli (133,8 £ 27,5 pret 23,0 + 5,1 §ﬁnas/mm2, p=0,003).
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Mildronats per se neietekmé&ja glijas fibrillara skaba proteina (GFAP) ekspresiju.
Mildronats (100 un 200 mg/kg) biitiski samazinaja azidotimidina radito palielinato
GFAP ekspresiju (attiecigi 46,8 + 9,4 pret 133,8 + 27,5 $unas/mm?, p=0,02; un 65,5 +
7,8 pret 133,8 + 27,5 §iinas/mm?, p=0,006). Mildronats deva 50 mg/kg uzradija tikai
tendenci samazinat GFAP ekspresiju.

Azidotimidins izraisija ari degenerativas un iekaisuma parmainas pelu
smadzenés (publikacija VI), kas izpaudas ka peréklveida neironu un perivaskulara
tiska un perivaskulara limfocitara infiltracija. Mildronats pats devas 50, 100 mg/kg
neradija morfologiskas parmainas smadzengs, salidzinot ar kontroles grupu. Tacu
deva 200 mg/kg mildronats izraisija nelielu perivaskularu tisku un limfocitu
infiltraciju. Mildronata kombinacija ar azidotimidinu neietekmé&ja azidotimidina
izraistto perivaskularu limfocttu infiltraciju, tacu samazinaja parenhimatozu limfocitu
infiltraciju. Vislabakais protektivais efekts attieciba uz parenhimatozu limfocitu
infiltraciju tika noverots mildronata deva 100mg/kg (1,8 = 0,1 pret 3,0 = 0,3 balles,
p=0,002), mazaks protektivs efekts bija mildronata deva 200 mg/kg kombinacijai (2,2
+ 0,1 pret 3,0 £ 0,3 balles, p=0,02), bet mildronata 50 mg/kg kombinacijai ar
azidotimidinu bija tendence samazinat parenhimatozu limfocitu infiltraciju (2,4 + 0,2
pret 3,0 = 0,3 balles, p>0,05).

Efavirénam novérojam lielaku ietekmi uz smadzenu audiem neka ta bija sirds
audos (publikacija VII), jo tas palielinaja kaspazes-3 ekspresiju pelu smadzenu audos,
salidzinot ar kontroles grupu (3,9 + 0,4 pret 2,4 + 0,6 éﬁnas/mmz, p=0,04). Mildronats
(deva 100 mg/kg) neatskiras no kontroles grupas (2,9 + 0,4 pret 2,4 + 0,6 $tinas/mm?,
p>0,05). Savukart, mildronats kopa ar efavirénu sp€ja samazinat efaviréna izraisito
kaspazes-3 ekspresiju pelu smadzenu audos (2,2 + 0,1 pret 3,9 + 0,4 §inas/mm?,
p=0,02). Efaviréns (50 mg/kg) palielinaja ari GFAP pozitivo Stinu skaitu, salidzinot ar
kontroli (40,0 + 4,8 pret 23,0 + 5,1 Stnas/mm>, p=0,03). Mildronats deva 100 mg/kg
neietekm&ja GFAP ekspresiju (16,6 = 2,1), un $ie dati bija salidzinami ar kontroles
grupu. Kombinacija ar efavirénu mildronats samazinaja efaviréna izraisito GFAP
ekspresiju (25,1 £ 1,8 pret 40,0 + 4,8 éﬁnas/mmz, p=0,000).

Efaviréns izraisija nelielas degenerativas parmaigas pelu smadzenés
(publikacija VII), kas izpaudas ka pereklveida neironu un perivaskulara tiska,
perivaskulara limfocitu infiltracija. Mildronats kombinacija ar efavirénu samazinaja

neironu pericelularo un perivaskularo tisku.
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9.attels. Stinas apoptozes jutibas proteina (CAS) ekspresija pelu smadzenu audos
($tinas/mm?). Azidotimidins (AZT, 50 mg/kg), mildronats (MIL, 50, 100 vai 200
mg/kg) ievaditi pelém intraperitoneali vienreiz diena divu nede]u garuma. Statistiska
ticamiba izteikta: p<0,05 pret Kontroles grupu, “p<0.05 pret AZT grupu, nesaparotais
t-tests vai Mann-Whitney U-tests.

3.3.2. Dihidropiridinu efekti (publikacija IV)

Pelu smadzenu garoza azidotimidins izraisija biitisku (aptuveni pieckart€ju)
kaspazes-3 ekspresiju, salidzinot ar kontroli (15,0 £ 1,0 pret 2,0 + 1,0 §ﬁnas/mm2,
p=0,0002, 10. attels). Cerebrokrasts pats neizraisija palielinatu kaspazes-3 ekspresiju,
savukart kombinacija ar azidotimidinu tas bitiski samazinaja azidotimidina izraisito
kaspazes-3 ekspresiju (10,0 + 1,0 pret 15,0 + 1,0 $@inas/mm’, p=0,03, 10. attgls).
Tauropirons un glutapirons palielinaja (attiecigi divkarS$i un triskarSi) kaspazes-3
pozitivo Siinu skaitu, salidzinot ar kontroli (attiecigi 6,0 += 1,0 pret 2,0 + 1,0 (p=0,01),
un 10,0 + 1,0 pret 2,0 + 1,0 (p=0,0003) $@inas/mm?). Kombinacija ar azidotimidinu
tauropirons (10,0 + 2,0 pret 15,0 + 1,0, $@nas/mm’, p=0,03), bet ne glutapirons
samazindja azidotimidina izraisito kaspazes-3 ekspresiju (10. attels).

Smadzenu garoza azidotimidins izraisija peréklveida pericelularu,
perivaskularu tisku un perivaskularu Stnu infiltraciju. Cerebrokrasts, glutapirons un

tauropirons pasi neradija bitiskas histopatologiskas parmainas pelu smadzenu garoza.
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Glutapironam un tauropironam kombinacija ar azidotimidinu bija tendence samazinat
azidotimidina raditos degenerativos un iekaisuma procesus, ieskaitot smadzenu
garozas pericelularo tiisku un perivaskularo $tinu infiltraciju, savukart cerebrokrastam

bija visizteiktakas protekt€josas spejas.
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10. attels. Kaspazes-3 ekspresija pelu smadzenu audos (3Ginas/mm?). Azidotimidins
(AZT, 50 mg/kg), cerebrokrasts (CER, 0,1 mg/kg), glutapirons (GLP, 1 mg/kg) un
tauropirons (TRP, 1 mg/kg) ievaditi pelém intraperitoneali vienreiz diena divu ned€lu
garuma. Statistiska ticamiba izteikta: *p<0,05 pret Kontroles grupu, "p<0.05 pret AZT
grupu, nesaparotais t-tests vai Mann-Whitney U-tests.

3.4. Mildronata ietekme uz anti-HIV vielu izraisitajam
imiinhistokimiskam un morfologiskam izmainam pelu aknu audos ex
vivo (publikacijas V un VII)

Azidotimidins (50 mg/kg) palielinaja kaspazes-3 ekspresiju aknas, salidzinot
ar kontroles grupu — 33,0 + 3.9 pret 6,2 + 1,4 $anas/mm?, p<0,0001 (publikacija V).
Mildronats deva 200 mg/kg palielinaja kaspazes-3 ekspresiju aknas salidzinot ar
kontroles grupu, tacu $is efekts bija mazak izteikts ka azidotimidinam (17,8 + 2,6 pret
6,2 + 14 §1‘mas/mm2, p=0,0008). Mildronats kombinacija ar azidotimidinu deva 50
mg/kg bitiski samazinaja azidotimidina izraisito kaspazes-3 ekspresiju pelu aknu

audos (17,7 £2,0 pret 33,0 + 3,9 Stnas/mm>, p=0,003). Mildronats deva 100mg/kg ar1
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statistiski ticami samazinaja kaspazes-3 ekspresiju (21,7 + 2,6 pret 33,0 = 3,9
$tinas/mm’, p=0,03), savukart mildrondta 200 mg/kg kombinicija neietekméja
azidotimidina izraisito kaspazes-3 ekspresiju aknas.

Azidotimidins izraisija degenerativas un iekaisuma parmainas pelu aknas
(publikacija V), kas izpaudas ka hepatocitu vakuolara un taukaina degeneracija,
paplasinati un infiltréti ar iekaisuma $tnam portalie trakti, palielinats megakariocitu
skaits, samazinats glikogéna saturs hepatocitos, peréklveida hepatocitu nekroze un
apoptoze. Sie kritériji tika novértéti péc histologiska aktivitates indeksa (HAI) 18
ballu sistéma: Azidotimidins izraisija aknu bojajumu, kas, salidzinot ar kontroli, p&c
HAI skalas atbilda 10,6 + 0,6 pret 1,3 = 0,4, p<0,0001 (11. att€ls). Mildronats pats
deva 50mg/kg neradija morfologiskas parmainas aknas, salidzinot ar kontroles grupu,
tacu devas 100mg/kg un 200mg/kg tas radija nelielu hepatocitu vakuolaru un taukainu
degeneraciju; HAI attiecigi pret kontroli: 3,6 + 0,4 pret 1,3 £ 0,4 (p=0,002), un 3,9 +
0,4 pret 1,3 = 0,4 (p=0,003). Kombingjot azidotimidinu ar mildronatu, konstatgjam
mildronata protektivo darbibu, kas visizteiktak izpaudas mildronata deva 50 mg/kg,
kas statistiski ticami novérsa azidotimidina izraisitas degenerativas un ickaisuma
parmainas (5,0 £ 0,2 pret 10,6 = 0,6 p<0,0001, 11. attels). Mildronats 100 mg/kg ari
samazindja azidotimidina izmainito histologiskas aktivitates indeksu: 8,1 + 0,6 pret
10,6 £ 0,6, p=0,01), bet mildronata 200 mg/kg kombinacija ar azidotimidinu
neietekméja azidotimidina izraisitas morfologiskas izmainas aknas (11. att€ls).

NNRTI viela efaviréns (50 mg/kg), tapat ka fiziologiska kontroles grupa un
mildronata (100 mg/kg) grupa biitiski neietekm€ja kaspazes-3 ekspresiju pelu aknu
audos (publikacija VII), tacu efaviréns izraisija nelielas degenerativas parmainas pelu
aknas, kas izpaudas ka sikpercklaina hepatocitu vakuolara un taukaina degeneracija.
Konstatgja paplasinatus portalos traktus un iekaisuma Sunu infiltraciju, palielinatu
megakariocitu skaitu. legtitie krit€riji tika noverteti péc HAI cetru ballu sistema.
Efaviréns izraisija aknu bojajumu, kas pec HAI skalas, salidzinajuma ar kontroli
atbilst 3,1 + 0,3 pret 0,9 £ 0,3 balles, p<0,0001. Mildronats deva 100 mg/kg radija
nelielu hepatocitu vakuolaru un sikperéklainu taukainu degeneraciju, un lidz ar to
palielinaja HAI, salidzinot ar kontroles grupu (1,8 £+ 0,2 pret 0,9 + 0,3 balles, p=0,03).
Mildronatam 100 mg/kg kombinacija ar efavirénu bija tendence samazinat aknu

bojajumus ( 2,6 £ 0,2 pret 3,1 £ 0,3, p>0,05).
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11. attels. Degenerativas un iekaisuma parmainas pelu aknu audos izteiktas ar
histologiskas aktivitates indeksu (HAI, ballgs). Azidotimidins (AZT, 50 mg/kg),
mildronats (MIL, 50, 100 vai 200 mg/kg) ievaditi pelém intraperitoneali vienreiz
diena divu nedélu garuma. Statistiska ticamiba izteikta: "p<0,05 pret Kontroles grupu,
#p<0.05 pret AZT grupu, nesaparotais t-tests vai Mann-Whitney U-tests.
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4. DISKUSIJA

4.1. Mildronata mitohondrijus protektéjosie efekti in vitro
(publikacija III)

Saja darba eksperimentos in vitro iegitie dati liecina par mildronata protektivo
darbibu azidotimidina izraisitaja mitohondriju toksicitates testa.

Azidotimidinu izv€lejamies ka toksisku vielu un paradijam ta mitohondrijus
bojajoso efektu, kas sakrit ari ar literatiiras datiem. Misu rezultati rada, ka
azidotimidins lielas koncentracijas (5-10 mM) ietekm&ja Zzurku aknu mitohondriju
bioenergétiku, samazinot elposanas raditajus (RCR, ADP/O), inhibgjot stavokla-3 un
atjugto elposanu un samazinot AW un fosforilacijas efektivitati galvenokart ar
glutamatu/malatu ka elposanas substratu. Tas liecina, ka galvenais azidotimidina
meérkis mitohondrijos ir elpoSanas k&des komplekss I. Citi dati, kas demonstré
azidotimidina sp&ju inhib&t kompleksa I enzimu NADH citohroma c reduktazi, liek
autoriem domat par mitohondriju elposanas kédes kompleksu I ka azidotimidina
mérki Stina (Lamperth et al., 1991; Modica-Napolitano, 1993). Azidotimidins rada
mitohondriju struktiiras izmainas, ietekm& elpoSanas kédes enzimu aktivitati,
samazina mitohondriala ATP daudzumu, aktivé reaktivos skabekla savienojumus
(ROS), palielina pienskabes producésanos, ka ari rada mitohondirala DNS un
citohroma c bojajumus (Corcuera Pindado et al., 1994; McCurdy and Kennedy, 1998;
Badley et al., 2003). Saja darba iegiitie rezultati par lielu azidotimidina koncentraciju
(5-10 mM) ietekmi uz mitohondriju bioenergétiku kompleksa I limeni saskan ar
citiem Iidzigiem pétijjumiem zurku aknu, nieru, skeleta un sirds muskulu
mitohondrijos (Pereira et al., 1998). Savukart citu autoru pétijumos azidotimidins
zemas koncentracijas (0,1 mM) inhibé glutamata/malata atkarigu RCR, kas rodas
stavokla-4 elposanas palielinasanas dé] (Lund and Wallace, 2004).

Azidotimidins lielas koncentracijas veicinaja Udenraza peroksida (H»O,)
veidoSanos, izmantojot glutamatu/malatu ka elposSanas substratu. Ta ka azidotimidins
neietekm&ja H,O, veidoSanos mitohondrijos inhibitoru rotenona + antimictna A
klatbtitng, tas izslédz azidotimidina ietekmi uz H,O, veidosanos kompleksa III Iimeni.
Turklat azidotimidins sp€ja palielinat H,O, veidoSanos bazalos apstaklos (bez
inhibitoriem), kas lauj uzskatit azidotimidinu par pro-oksidantu. Saja konteksta

interesanti atzZimét, ka azidotimidins palielina H,O, veidoSanos zurku peritonealajos
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makrofagos (Komarov et al., 2004) un pelu muskulu mitohondrijos ex Vvivo péc

azidotimidina sanemsanas ar dzeramo @ideni (De la Asuncion et al., 1998).
Azidotimidins lielas koncentracijas (5-10 mM) veicindja Ca®" izraisito MPT

tikai par 33%, ko apstiprina ari citu autoru dati Zurku aknu (Elimadi et al., 1997) un

sirds mitohondrijos (Lund and Wallace, 2004).

Lai noskaidrotu mildronata protektivo efektu, parbaudijam ari pasSas vielas
ietekmi uz dazadiem raditajiem izol€tos Zurku aknu mitohondrijos. Viens no
noverojumiem bija tads, ka mildronats per se neietekm&ja Zurku aknu izoletu
mitohondriju bioenergétiku, jo neizmainija elpoSanas parametrus — stavokla-3 un
stavokla-4 elpoSanu, p-trifluorometoksifenilhidrazona (FCCP) atjiigto elpoSanu un
elposanas kontroles koeficientu (RCR), adenozindifosfats/skabeklis koeficientu
(ADP/O), mitohondrialo transmembranas potencialu (AY) un fosforilacijas
efektivitati. legtitie rezultati liecina ari, ka mildronats ne induc€ja, ne pasargaja
mitohondrijus no kalcija izraisitas mitohondriju membranas caurlaidibas mainas
(MPT). Mildornats neietekm&ja tidenraza peroksida (H,0O,) veidoSanos mitohondriju
elposanas k&des kompleksu I un II [iment, kas norada, ka mildronats neveicina un ari
nesamazina mitohondriju H,O, veidoSanos. Tas norada, ka savienojums nav toksisks

mitohondrijiem.

Svarigs S§1 darba atklajums ir tas, ka mildronats (5-10 mM) uzradija
mitohondrijus protekt€josu efektu samazot azidotimidina izraisito stavokla-3 un
atjuigto elpoSanu (ar glutamatu/malatu), ka arT A¥ inhibiciju un izmainas fosforilacijas
efektivitate. Mildronats ar sukcinatu ka substratu samazinaja azidotimidina izraisito
fosforilacijas efektivitates inhibiciju, uz ko noradija ADP/O koeficients un palielinats
fosforilacijas laiks. Sie dati norada, ka mildronats pasarga mitohondrijus no
azidotimidina izraisitas toksicitates, darbojoties kompleksa I [imeni. Miisu dati saskan
ar citu autoru péetjjumiem, kuros mildronats sp&ja stabilizét H,O, izraisitas
metaboliskas izmainas izoléta Zurku sirdi, normaliz&jot samazinatos ATP un ADP
daudzumus un palielinot AMP (Akahira et al., 1997). Mildronata regulatoras spgjas
kompleksa I Iimeni apstiprina $a pétijuma dati, jo mildronats butiski samazinaja
azidotimidina radito H,O, veidoSanos bazalajos apstaklos un rotenona klatbuitné (ar

glutamatu/malatu ka substratu). Turklat miisu dati rada, ka mildronats (Iidz 10 mM)
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pilniba novérsa azidotimidina sp&ju veicinat Ca*’-inducéto MPT. Tas liecina par
mildronata mitohondrijus protekt&josu darbibu elposanas kédes kompleksa I lItmeni.
Kompleksa I disfunkcija var radit dazadas mitohondriju patologijas. Mildronata sp&ja
normaliz&t azidotimidina izsauktas izmainas attieciba uz bioenergetikas parametriem,
oksidativo stresu un membranas caurlaidibas mainu tika paradita pirmo reizi $aja
darba. Tam var but liela nozime dazadu patologiju noveérSana, kuru mérkis ir
mitohondriju elpoSanas kédes komplekss I. Uzskata, ka mitohondrialas elpoSanas
kédes kompleksa I bojajumi izraisa ne tikai energijas producéSanas traucéjumus, bet

tie ir ar1 butiski neirodegenerativo slimibu izraisitaji (Lazarou et al., 2009).

4.2. Pétito vielu kardioprotektivie efekti (publikacijas I, I un IV)
4.2.1. Mildronata efekti (publikacijas I un IT)

Saja pétijuma iegitie rezultati rada, ka mildronats statistiski ticami samazina
anti-HIV vielu izraisito palielinato kodola faktora kappa Bp65 (NF-kBp65) ekspresiju
pelu sirds audos. NF-kB markieris $aja pétijjuma tika izvélets, zinot, ka Sis
transkripcijas faktors ievérojami ekspres€jas pie loti daudzam slimibam, piemé&ram,
iekaisuma slimibam un véza (Shmitz et al., 2004). Normali mitohondriji producé
noteiktu reaktivo skabekla savienojumu (ROS) daudzumu, kurus inaktivé glutationa
atkarigas peroksidazes katalizetas reakcijas. Savukart oksidativa stresa radita
endogéna antioksidanta glutationa oksidacija ir saistita ar NF-kB aktivaciju un
mtDNS bojajumu (Dumont et al., 1999). NF-kB regulé hroniskos iekaisuma procesos
iesaistito iekaisuma mediatoru darbibu (Rahman and MacNee, 2000). Turklat NF-«B
aktivacija ir arT viens no stresa stavoklu, tai skaita DNS un audu bojajumu,
indikatoriem (Shmitz et al., 2004). NF-kB aktivaciju var inhib&t glikokortikoidi,
antioksidanti, pretiekaisuma un citas vielas, kas darbojas inhibgjot IkB degradaciju
vai inducgjot IkB-a sintézi (Rahman and MacNee, 1998). Atrasts, ka kardiomiocitos
lipopolisaharids aktivé NF-kB, samazinot tieSi IxB-B izoformas, nevis IkB-a
daudzumu (Wright et al., 2002). Enzimi inhibitora kappa B kinazes (IKK), kas
fosforileé inhibitoros kappa B (IxB), atSkiras sava starpa. IKKa piedalas keratinocitu
NF-«B aktivacijai (Valen et al., 2001).

Saja darba paradijam, ka anti-HIV preparati izraisa degenerativas un

iekaisuma reakcijas sirds audos, izmainot audu morfologiskos raditajus un palielinot
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iekaisuma markiera NF-kBp65 ekspresiju. Turklat §is anti-HIV vielu (un 1paSi
azidotimidina) izraisitds imunhistokimiskas izmainas sirds audos koreleé ar
morfologiskajam izmainam, kas izpaudas ka perivaskulara ttska, neliela peréklveida
miokarda taukaina degeneracija, leikocttu infiltracija un neliela peréklveida nekroze.
Stavudina un lamivudina divu ned€lu intraperitoneala ievadiSana ari izraisija
morfologiskas un histologiskas parmainas pelu sirds audos, tacu tas bija mazak
izteiktas neka azidotimidinam. Ja azidotimidins palielinaja NF-kBp65 ekspresiju
Cetras reizes, tad stavudins un lamivudins — tris reizes. To var skaidrot ar So anti-HIV
vielu dazadajam strukttiram. Salidzinot So trfis NRTI vielu strukttras, stavudina
struktiira ir lidziga azidotimidinam, tatu tam nav azido- grupas 3’-pozicija, un tas
pieder pie 3’-deoksitimidina 2’,3’-didehidro atvasinajumiem. Savukart lamivudins
pieder pie 2’,3’-dideoksi citidina 3’-tia atvasinajumiem, un 3’-pozicija satur séra
grupu. Tacu indinavirs (PI) un efaviréns (NNRTI) pieder anti-HIV vielam, kas
atSkiras no NRTI ne tikai ar struktiiru, bet arT ar dazadiem darbibas mehanismiem.
Indinavirs (PI klases viela) izraisija kardiomiocttu nekrozi, taukaino degeneraciju un
vakuolizaciju, ka art palielinaja NF-xBp65 ekspresiju aptuveni tris reizes, salidzinot
ar azidotimidina efektu. Tacu efaviréns (NNRTI klases viela) neizraisija nekadas
patologiskas parmainas sirds audos. At3kiriba no NRTI vielam indinavira un efaviréna
toksiska darbiba uz mitohondrijiem nav skaidri definéta. Lai gan indinavirs in vitro
petijumos pasliktindja mitohondriju funkcijas adipocitos, ta efekts bija vajaks neka
stavudinam (Viengchareun et al., 2007), savukart efaviréns, salidzinajuma ar citiem
reversas transkriptazes inhibitoriem, cilvéku hepatomas Stinu Iinijas neizraisija
mitohondriju toksicitati (Walker et al., 2002). Tadgjadi iesp€jams, ka indinavira un

efaviréna toksiskie efekti tiek realizeti caur citiem mehanismiem.

Mges pirmo reizi paradijam mildronata sp&ju pasargat sirds audus anti-HIV
vielu kardiotoksicitates modeli pelém. Salidzinot mildronata tris devu (50, 100, vai
200 mg/kg) efektu uz azidotimidina izraisitajiem sirds audu bojajumiem, iegti
rezultati, kas liecina, ka mildronats atkariba no devas darbojas dazadi. Parsteidzosi, ka
mildronats devas 50 un 100 mg/kg izraisija lielaku, turklat statistiski ticamu NF-
kBp65 ekspresiju, ko nenovéroja deva 200 mg/kg. Tacu taja pasa laika visu tris
mildronata devu kombinacijas ar azidotimidinu biitiski samazinidja NF-kBp65

pozitivo $iinu skaitu, un visaktivaka mildronata deva bija 200 mg/kg, kas kombinacija
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ar azidotimidinu samazinaja NF-xBp65 ekspresiju lidz kontroles limenim. Jautajumi,
kapéc mildronata mazakas devas (50 un 100 mg/kg), bet ne lielaka (200 mg/kg),
izraisa palielinatu NF-kBp65 ekspresiju, un kapéc visas mildronata devas samazina
azidotimidina izraisito NF-kBp65 parmeérigo ekspresiju, paliek atklati. Miisu pétijuma
visefektivaka mildornata deva, kas samazinaja palielinato NF-kBp65 ekspresiju sirds
audos, bija 200 mg/kg. NF-xB piedalas daudzos Stinu procesos. Zinams, ka NF-xB
regulé daudzu iekaisuma iesaistitu génu, pieméram, iekaisuma citokinu — IL-1f3, IL-6,
TNF-a, ekspresiju (Rahman and Macnee, 2000). Tacu izol&tos kardiomiocttos
paradits, ka NF-xB aktivatori — IL-1p un sintétiska viela PMA (forbola 12-miristata
13-acetats) — aktivejot So transkripcijas faktoru, tomer neaktivé TNF-o.. Tadgjadi var
domat, ka NF-kB ne tikai piedalas citokinu veidoSana, bet ar1 (caur citiem celiem) var
aizsargat kardiomiocitus (Wright et al., 2002). NF-xB piedalas ari apoptozes
regulacija, pasargajot Stinas no bojaejas. Tade] §1 transkripcijas faktora nozime $iinu
izdzivoSanas spgja ir multidimensionala (Valen et al., 2001). Iesp&jams, ka eksiste
kads $1 transkripcijas faktora aktivacijas slieksnis, kuru parsniedzot, novéro
patologiskas parmainas audos, tatu to neparsniedzot, novéro protektivu darbibu.
Tadel var izteikt hipotézi, ka NF-kB aktivacija, kas ir apméram lidz divam reizém
lielaka par kontroles lielumu (ka Sajos rezultatos no mildronata 50 un 100 mg/kg
devam) darbojas kardioprotektivi. Sie miisu dati zinama méra saskan ar p&tfjumiem,
kur mildronats ietekmgja Siinas kodola funkcijas, aktivéjot DNS replikaciju un
reparaciju daudzos organos, tai skaita sirdi, ka arT pastiprinot genoma ekspresiju un
palielinot pre-mRNS (pre matricas ribonukleinskabes) sintézi (LLlyrenko u ap., 1995).
Taja pasa laika NF-«xB aktivacija, kas to parsniedz (3aja petijjuma azidotimidina grupai
novero Cetras reizes lielaku NF-kBp65 pozitivo $iinu skaitu neka kontroles grupai),
liecina par iekaisuma procesiem pelu sirds audos. Sie dati saskan ari ar
morfologiskajiem pétjjumiem, kas wuzrada, ka azidotimidina grupai novéro
kardiomiocitu  nekrozi, taukaino degeneraciju, perivaskularo tisku un
limfohistiocitaro infiltraciju. Savukart mildronata mazaka deva (50 mg/kg) neizraisa
nekadas morfologiskas izmainas, kamér mildronata lielakas devas (100 un 200 mg/kg)
izraisa tikai nelielu perivaskularo tiisku. Tacu visu tris mildronata devu kombinacija
ar azidotimidinu samazina azidotimidina izraisitas morfologiskas izmainas.
Mildronata protektivo darbibu azidotimidina kardiotoksicitates modeli varétu skaidrot

ar ta mitohondrijus protektgjoso darbibu.
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Mildronats (100 mg/kg) statistiski ticami samazindja arl stavudina un
lamivudina izraisito palielinato NF-kBp65 ekspresiju un nekrozi, tacu neietekméja
Stnu infiltraciju. Mildronats deva 100 mg/kg art bitiski samazinaja indinavira radito
NF-kBp65 ekspresiju, tacu neietekm&ja morfologiskas izmainas $aja toksicitates
modelt. Iesp&jams, ka citas anti-HIV toksiskas modelvielas darbojas ne tikai caur
mitohondrialiem, bet ari caur citiem S$iinas procesiem, tadél mildronata
kardioprotektiva darbiba katra modeli ir atSkiriga.

Mildronatam ar1 ieprieks$€jos pétijumos paraditi kardioprotektivi efekti, kas
izskaidroti ar dazadiem darbibas mehanismiem. Piem&ram, mildronata divu nedelu
ievadiSana caur karnitina regulaciju efektivi samazina infarkta lielumu zurku sirdis
(Liepinsh et al., 2006), un ilgstoSa mildronata ievadiSana aizkavé aterosklerozes
attistibu pelu aortas (Vilskersts et al., 2009). Sie kardioprotektivie rezultati tick
skaidroti ar karnitina biosint€zes inhibiciju, palielinot gamma butirobetaina (GBB)
koncentraciju, kas var aktivét NO sintézi audos (Dambrova et al., 2002). Savukart NO
piemit citoprotekt€josa un pretiekaisuma darbiba, inhib&ot NF-kB medi€to génu
ekspresiju (Hattori et al., 2004; Lozano et al., 2005). Citu autoru pétijumi rada, ka
mildronats samazina pienskabes un palielina ATP daudzumu sirds audos péc sirds
arteriju okliizijas (Hayashi et al., 2000), ka arT novérs ATP daudzuma samazinasanos

izoletas zurku sirdis hipoksijas laika (Asaka et al., 1998).

4.2.2. Dihidropiridinu efekti (publikacija IV)

Interesanti rezultati tika iegiiti, pé&tot 1,4-dihidropiridinu ietekmi uz
azidotimidina-izraisito toksicitati pelu sirds audos. Cerebrokrasts (0,1 mg/kg)
samazinaja ne tikai NF-xBp65 un kaspazes-3 ekspresiju, bet ari azidotimidina
izraisitas histopatologiskas izmainas pelu sirds audos, tadéjadi uzradot pretickaisuma
un anti-apoptotisku darbibu. Sie dati Jauj domat, ka cerebrokrasts darbojas
kardioprotektivi, iesaistot mitohondrialos procesus. Par to liecina ar1 citi pétijumi.
Cerebrokrastam in Vvitro testos novérota pozitiva ietekme uz mitohondrialajiem
procesiem (Velena et al., 1997). Sis savienojums, atbildot uz ATP, palielina
uzbrieduSu mitohondriju kontrakcijas intensitati un amplitidu, ka ari1 normaliz€
oksidativo fosforilaciju (Velena et al., 1997). Cerebrokrasts samazina kompleksa I
inhibitora MPP" radito ROS produkciju un mitohondriju membranas potenciala

zudumu (Klimaviciusa et al., 2007), ka arT pasarga mitohondriju iek$§€jo membranu,
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nepielaujot parmerigu kalcija jonu atpakaluznemSanu mitohondrijos (Fernandes et al.,
2003). Loti butisks cerebrokrasta efekts ir uz ieckaisuma procesiem, jo p&tijumi rada,
ka cilvéku monocitu THP-1 $tinu linijas tas selektivi inhib& IL-1p un IL-6 sekr&ciju
(Klegeris et al., 2002). Ta ka NF-xB regulé daudzu iekaisuma iesaistitu génu, tai
skaita ar iekaisuma citokinu IL-1f3 un IL-6, ekspresiju, var uzskatit, ka cerebrokrasts,
inhibgjot So neirotoksisko citokinu ekspresiju, inhibe art NF-xB aktivaciju.

Glutapirona (1 mg/kg) darbiba sirds audos bija lidziga cerebrokrasta darbibai,
tatu mazak izteikta. Glutapirons statistiski ticami samazinaja gan NF-kBp65, gan
kaspazes-3 ekspresiju, savukart no azidotimidina raditajam morfologiskajam
izmainam glutapirons ticami samazindja tikai Stnu infiltraciju. Glutapironam,
atSkiriba no cerebrokrasta, iepriek§€jos pétijumos nav noverots pozitivs efekts uz
MPP" raditajiem bojajumiem (Klimaviciusa et al., 2007), tacu tas spgj in Vitro testos
noverst azidotimidina izraisito mitohondriju agregaciju (Velena et al., 1997). Turklat
glutapironam piemtt arT antioksidanta TpaSibas, un tas pasarga miokarda mitohondriju
membranu lipidus no peroksidacijas (Utno et al., 1989).

Turpreti tauropirons sirds audos palielinaja NF-kBp65 ekspresiju gandriz lidz
azidotimidina ltmenim, ka ar1 uzradija tendenci palielinat miokarda $tinu infiltraciju,
kas liecina par iekaisuma procesiem. Tas zinama méra saskan ar pétjjumiem
smadzeni$u graudainajas nervu $iinds, kur 10 uM tauropirons palielindja MPP"-
izraisito ROS veidoSanos (Klimaviciusa et al., 2007). Ta ka palielinata ROS
veidoSanas var aktivét NF-xB (Gauss et al.,, 2007), §1 pétjjuma dati apstiprina
tauropirona sp&ju radit ickaisuma reakcijas. Parsteidzosi, ka tauropirons samazinaja
azidotimidina radito parmerigo NF-kBp65 ekspresiju un kaspazes-3 aktivaciju sirds
audos lidzigi cerebrokrastam un glutapironam, kas liecina par §1 savienojuma dualo
darbibu. So aminoskabju saturo§o DHP savienojumu darbibas mehanismi pagaidam
paliek neizskaidroti. Tauropirons Iidz §im v&l nav pétits in vivo un ta farmakologiskas
IpaSibas nav zinamas. P&tit tauropironu salidzinajuma ar citiem DHP $aja darba Skita
intrig€josi ta sastava esosa taurina d€l. Taurins, séru saturo$a aminoskabe, kas rodas
metionina metabolisma rezultata, netiek izmantots proteinu sint€z€ un parsvara
atrodas briva veida vai vienkarSos peptidos. Lai gan taurina loma nav 1sti zinama, ir
aprakstitas dazadas ta biologiskas un fiziologiskas Tpasibas, tai skaita antioksidanta,
pretiekaisuma, neiromodul&josas, iminmodulgjosas Ipasibas un spgja aizsargat

fotoreceptorus (Lombardini, 1991; Lourenco and Camilo, 2002; Bouckenooghe et al.,
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2006). Literatira par taurinu ir atrodami pretrunigi dati. Gan in vitro, gan in vivo
petfjumi ir uzradijusi, ka taurins darbojas protektivi. Pieméram, 1-10 mM taurins
pasargdja miokarda mitohondrijus, samazinot mitohondriju iek$€jas membranas
caurlaidibas mainu (Palmi et al., 1999). 1zolétos zurku sirds audos taurins (10 mM)
atjaunoja sirds funkciju péc ilgstosas hipotermijas, samazinot DNS oksidaciju un
Stnas apoptozi (Oriyanhan et al., 2005). Kliniskie pé&tijumi uzradijusi, ka taurinam
(1,5 — 6 g/diend) ir pozitivi efekti sirds sastréguma slimibas, diab&ta, hipertenzijas un
hiperlipidémijas pacientiem, tacu ta darbibas mehanismi vél nav noskaidroti (Xu et

al., 2008).

4.3. Petito vielu neiroprotektivie efekti (publikacijas IV, VI)
4.3.1. Mildronata efekti (publikacija VI)

Lai novertetu vielu ietekmi uz smadzenu audiem, més izvéléjamies markierus,
kas liecina par neironu mitohondriju bojajumiem (citohroma ¢ oksidaze) un neironu
bojaeju (kaspaze 3; Sunas apoptozes uznémibas proteins, CAS), iekaisumu
(inducgjama slapekla oksida sintaze, iNOS) ka arT glijas astrocTtu bojajumiem (glijas
fibrillarais skabais proteins, GFAP). Mitohondriju bojajumi parrauj mitohondriju
elposanas kédi, kas izraisa citohroma ¢ nonakSanu citoplazma, kaspazu aktivaciju un
tai sekojosu Stinas bojaeju.

ST pétijuma dati parada, ka azidotimidins ari smadzenu audos izraisa
degenerativas un iekaisuma parmainas pelu smadzengs, kas izpaudas ka paliclinata
INOS ekspresija, peréklveida neironu un perivaskulara tiska, perivaskulara
limfocitara infiltracija, astroglioze (pastiprinata GFAP ekspresija), percklveida
neironu apoptoze (palielinata kaspazes-3 un CAS ekspresija), ka arT mitohondriju
elposanas kédes bojajumi (samazinata citohroma c oksidazes ekspresija). Intersanti
rezultati tika iegiiti attieciba uz citohroma c oksidazes ekspresiju. Azidotimidins pelu
smadzenu audos palielindja citohroma ¢ oksidazes ekspresiju, nosakot ar Western blot
un semi-kvantitativi p&c iminkrasojuma intensitates, tacu taja pasa laika samazinaja
citohroma ¢ oksidazes pozitivo §inu skaitu, nosakot iminhistokimiski. So efektu
varétu skaidrot ar to, ka citohroma c oksidaze ir ekspreséta visos smadzenu neironos
(kontroles grupai novérojam vieglu un vidéju iminkrasojuma intensitati), tacu
azidotimidina grupai bija samazinats citohroma c oksidazes pozitivos Stinu skaits un

palielinata imiinkrasojuma intensitate. Palielinata imiinkrasojuma intensitate
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iesp&jams rodas no parlieku lielas citohroma ¢ oksidazes aktivacijas, kas iesp&jams ir
saistita ar Stnu oksidativo stresu un bojajumiem. Savukart samazinats citohroma c
oksidazes pozitivo Sunu skaits varétu biit tadel, ka bojatas Siinas neekspresé So
enzimu. Misu datus zinama mera ar1 izskaidro neseni pétijumi, kur pacientiem ar
hronisku nieru slimibu noveéroja palielinatu citohroma c oksidazes ekspresiju un taja
pasa laika samazinatu citohroma c oksidazes aktivitati, to skaidrojot ar mitohondriju
oksidativas forforilacijas sisttmas kompensatorajiem mehanismiem (Granata et al.,
2009). Art efaviréns, kur§ neradija toksisku ietekmi uz pelu sirds audiem, smadzenés
palielinaja kaspazes-3 un GFAP ekspresiju, ka arT morfologiski izraisija nelielu tiisku
un iekaisuma $tinu infiltraciju.

Visizteiktaka mildronata pret iekaisuma (samazinot iNOS ekspresiju un
morfologiskas izmaigas) un anti-apoptotiska (samazinot kaspazes-3 un CAS
ekspresiju) darbiba izpaudas devas 50 un 100 mg/kg, savukart GFAP ekspresiju
samazindja devas 100 un 200 mg/kg. Mildronats ari normalizgja citohroma c
oksidazes ekspresiju. Deva 200 mg/kg mildronats per se radija nelielu perivaskularu
tisku un limfocitu infiltraciju, noradot, ka iesp&jams §1 deva ir toksika smadzenu
audiem. Efaviréna toksicitates modeli mildronats deva 100 mg/kg ar1 bitiski
samazindja kaspazes-3 un GFAP ekspresiju, ka arT samazin3ja perivaskularu un
pericelularu tisku. Lidzigi ka NF-kB, iNOS var gan aizsargat Stinas, gan, parmerigi
ekspresets, izraisit Sinu bojajumus (Briine et al., 1998) un veicinat iekaisuma
reakcijas (Vallance and Leipner, 2002). Kaspaze-3 un CAS abi ir apoptozes markieri,
taCu tiem ir atSkirigas lomas apoptozes procesa. Kaspaze-3 darbojas ka viens no
galvenajiem apoptozes izpilditajiem (Lakhani et al., 2006). Lai gan CAS loma vé&l nav
skaidri defin€ta, var uzskatit, ka Sis proteins aktivé tieSi apoptozes iniciatorus,
pieméram, kaspazi-9 (Kim et al., 2008). Miisu dati liecina par mildronata protektivo
darbibu ne tikai neironu, bet ar1 astroglijas Iimeni. GFAP ir nozimigs glijas astrocitu
strukturals proteins, kas nodroSina signala parnesi starp neironiem, glijas $inam un
asinsvadiem (Allen and Barres, 2009). Sis proteins nodro$ina mehanisko izturibu,
iedarbojoties ar1 ar citiem starpfilamentiem (Zigmond et al., 1999). Pe&tijumos
pieradits, ka GFAP var tikt izmantots ka neironu un glijas $inu bojajumu markieris, jo
tas ir paaugstinats dazadu patologiju gadijumos (Holmberg et al., 1998; Tullberg et
al., 1998). Neiroiekaisuma laika astrociti parcie$ reaktivu astrogliozi, kam raksturiga

ne tikai palielinata GFAP ekspresija, bet ar1 §tinu proliferacija, hipertrofija, palielinata

64



neirotrofinu, pleijotrofinu un iekaisuma mediatoru sintéze (Marchetti and Abbracchio,
2005). Sada veida astroglioze novérojama neirodegenerativu saslim$anu un
traumatisku vai hipoksisku insultu gadijumos (Di Virgilio et al., 2009).

Mildronata efekti uz pelu smadzenu audiem ex vivo lidz §im vél nebija veikti,
tade] iegltie dati par ta anti-apoptotisko un anti-degenerativo darbibu ir véra nemami.
Ieprieks€jos citu autoru pétljumos bija paradita mildronata efektivitate smadzenu
cirkulacijas trauc€jumos un centralas nervu sistémas funkciju nodrosinasana,
iesp&jams darbojoties caur slapekla oksida atkarigu mehanismu, jo mildronata (50
mg/kg) intraperitoneala ievadiSana palielindja slapekla oksida daudzumu Zzurku
smadzenu garoza un smadzenites (Sjakste et al., 2005). M&s domajam, ka mildronata
protektiva darbiba smadzengs ir saistita ar ta sp&ju regulét mitohondrialos procesus.
Misu dati rada, ka mildronata protektiva darbiba pelu smadzenu audos pret
azidotimidina izraisitajam degenerativajam un iekaisuma parmainam tika novérota
visas tris devas atkariba no noteikta proteina, tacu lielaku aktivitati mildronats tomer
uzradija mazakajas (50 un 100 mg/kg) devas, noradot uz to, ka smadzenu audi ir
jutigaki pret mildronatu iesp&jams pateicoties ta sp€jai tikt transporte€tam uz smadzenu
Sunam. PaSlaik nav iesp&jams viennozimigi atbildet, vai un ka mildronats Skérso
hemato-encefalisko barjeru, tacu ir vairaki argumenti, kas liecina par ta penetracijas
sp&ju. Pirmkart, miisu p&tijjuma rezultati rada, ka mildronats ietekm& smadzenu Stnu
procesus. Otrkart, lai gan agrakos pétijumos bija noskaidrots, ka mildronats darbojas
ka organiska katjonu transportiera OCTN2 (kur§ efektivi transporté karnitinu $iind)
konkurgjosais inhibitors (Grube et al., 2006), nesen cilvéka embrija nieru $iinu Iinija
novéroja, ka OCTN2 nodroSina gan mildronata, gan strukturali lidziga karnitina,
efektivu transportu cauri plazmatiskajai membranai (Grigat et al., 2009). Turklat ir
zinas, ka $ads transportieris atrodas ar1 Stinas, kas veido hemato-encefalisko barjeru
(Miecz et al., 2008), tadgjadi iesp&ams, ka tas transport€ arl mildronatu uz
smadzeném. TreSkart, m&s uzskatam, ka mildronats ir mazo struktiru (small
molecules) parstavis ar bitisku farmakoforu — pozitivi 1adétu slapekli, kas saistoties ar
molekulas negativi ladéto skabekli, spg izveidot ciklisku struktiiru (12. attels).
Ciklisku struktiru sp&ja vieglak neka linearu struktiru penetrét barjeras ir
visparzinama. Lidz ar to var spriest, ka mildronata struktiira ir piemérota penetracijai
caur Siinas membranai un mitohondriju ar€ai membranai, sasniedzot ieks€jo
membranu un uz tas esosos kompleksus. Lidz ar to tas var veicinat mildronata sp&ju

darboties mitohondriju [imeni un realizét daudzpusigas funkcijas.
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12. attels. Mildronata struktira (A) un ta linearas (B) un cikliskas (C) konformacijas
modeli, kas atkarigi no vides pH. Linearajai konformacijai ir hidrofilas 1paSibas, lidz ar to
mildronats ir Gident $kistoss, tapec ka abi ladétie atomi (slapeklis zila krasa un skabeklis —
sarkana) sp€j mijiedarboties, tos var Skidinat idens molekulas vai tie var iedarboties ar
asins seruma esosajam skabém vai bazém. Pretéji, kad mildronats ir cikliska konformacija,
ladétie atomi kompens€ abpus€jo elektrisko ladinu caur intramolekularo elektrostatisko
mijiedarbibu, un lipofilie Gdenraza atomi (peleka krasa) tiek eksponéti uz mildronata
molekulas virsmas. Sada forma mildronats ir garndriz neitrala molekula, kas viegli spej
penetrét smadzenés un Stnas caur lipidu dubultslanim. Cipari parada atomu parcialo ladinu
(negativi ladetais skabeklis ir sarkana krasa).
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4.3.2. Dihidropiridinu efekti (publikacija IV)

Interesantu efektus uzradija pétitie 1,4-dihidropiridinu analogi. Cerebrokrasts
(0,1 mg/kg) smadzenu audos samazinaja azidotimidina izraisito kaspazes-3 ekspresiju
un histopatologiskas izmainas, tadgjadi uzradot anti-apoptotisku darbibu, tacu
atSkirtba no mildronata efekta cerebrokrasta aktivitate nesasniedza kontroles Iimeni.
Cerebrokrasta neiroprotektiva darbiba azidotimidina toksicitates modeli ex vivo
domajams ir pateicoties ta bicikliskajai struktiirai, fluora joniem un garajam
alifatiskajam 2-propoksietil- sanu keédém, kas pieskir molekulai augstu lipofilitati.
Tadgjadi cerebrokrasts var viegli Skérsot ne tikai HEB, bet arl Siinas plazmas
membranu, sasniedzot mitohondriju ieks$€jas membranas komponentus, to skaita
kompleksu I, ko apstiprina ieprieks€jie petijumi (Klimaviciusa et al., 2007; Fernandes
et al., 2003). Cerebrokrasts uzradija ar1 ilgstoSus neiroprotektivus efektus dazados
neirodeficita modelos (Klusa, 1995).

Savukart glutapirons, kura molekula satur glutaminskabes atlikumu, piesaistitu
DHP ciklam ceturtaja pozicija, uzradija pro-apoptotisku darbibu (pieckartigi palielinot
kaspazes-3 aktivitati), bet nesp€ja samazinat azidotimidina izraisito apoptozi, kas
norada uz audu specifisku darbibu, jo sirds audos $is 1,4-dihidropiridinu savienojums
biitiski samazin3ja azidotimidina izraisito palielinato kaspazes-3 ekspresiju.
Iespgjams, ka glutapirona efektus smadzenu audos nosaka ta sastava esoSais
glutamats, kura loma kalcija jonu regulacija ir visparzinama.

Tauropirons, kuram DHP cikla ceturtaja pozicija piesaistita aminoskabe
taurins, pelu smadzenu garoza arT uzrada darbibas dualismu — gan pro-, gan anti-
apoptotiskus efektus. Sos efektus griiti izskaidrot ar struktiiras determinantém —
taurinu vai dihidropiridina gredzenu. Lidz Sim bijusi publicéti dati parsvara tikai par
taurinu. Iepriek3gjos pétijumos taurins (I mM) samazinaja ieksiinas Ca®" homeostazi,
uzlabojot mitohondriju funkcijas un regulgjot iekSiinas (citoplazmas un
mitohondrialo) kalcija homeostazi (El Idrissi & Trankner, 2003). Dzeramajam tidenim
pievienotais taurins (0.05%) aizsargaja neironus no kainata citotoksicitates un regulgja
kalcija homeostazi (El Idrissi et al., 2003), ka ar1 per os deva 60 mg/kg pelém uzradija
anksiolitisku efektu (Chen et al., 2004). Tacu augstakminétie taurina efekti ir uzraditi
daudz lielakas devas, neka $aja pétijuma tauropirona sastava. Tadel aktivEjosos
(iekaisumu un apoptozi veicinosSos) taurinu saturosa DHP atvasinajuma efektus Saja

petijuma var uzskatit par mazas devas fenomenu, kam iesp&€jams nav sakara ar briva
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taurina efektiem. Tauropirons uzradijis interesantus rezultatus iepriek$€jos in vitro
pétijumos, pastiprinot ROS veidoSanos un nepasargajot smadzeni$u graudainas nervu
Stinas (Klimaviciusa et al., 2007), taCu pasargajot §is Stinas no vidgjas intensitates
skabekla-glikozes deprivacijas (Klimaviciusa et al., 2005).

Salidzinot pétitos DHP var secinat, ka tikai bicikliskas struktiiras savienojums
cerebrokrasts $aja darba uzrada pilnigu pretiekaisuma un anti-apoptotisku darbibu.
Tas atSkir cerebrokrastu no aminoskabju saturosajiem DHP glutapirona, kur§ uzradija
pro-apoptotisku darbibu, un tauropirona, kuram novéroja dualu — pro- un anti-

apoptotisku darbibu.

4.4. Mildronata hepatoprotektivais efekts (publikacija V)

Azidotimidins (50 mg/kg, ievadits pelém intraperitoneali, vienreiz diena, divas
ned€las) izraisija degenerativas un ickaisuma parmainas pelu aknas un paliclingja
(vismaz piecas reizes) kaspazes-3 ekspresiju, kas liecina par azidotimidina
hepatotoksisko darbibu. Ari NNRTI viela efaviréns izraisija nelielas degenerativas
izmainas pelu aknu audos, ka piem€ram, hepatocitu vakuolaro un taukaino
degeneraciju, tau neietekméja kaspazes-3 ekspresiju.

Mildronats per se deva 50 mg/kg neizraisija histopatologiskas izmainas, tacu
100 mg/kg palielinaja histologiskas aktivitates indeksu (HAI) trTs reizes, galvenokart
izraisot hepatocitu sikperéklaino taukaino degeneraciju, bet neradot apoptozi.
Savukart deva 200 mg/kg divreiz palielinaja kaspazes-3 ekspresiju, tatad bija pro-
apoptotiska, un izraisija hepatocitu sikperéklaino taukaino degeneraciju un nelielu
iekaisuma $tinu infiltraciju portalajos traktos. Hepatoprotektiva mildronata darbiba
azidotimidina toksicitates modelt izpaudas devas 50 un 100 mg/kg, bet ne 200 mg/kg.
Efaviréna hepatotoksicitates modelt mildronats (100 mg/kg) Iidzigi ka azidotimidina
gadijuma pats radija nelielu hepatocitu taukaino degeneraciju, bet kombinacija ar
efavirénu uzradija tendenci samazinat efaviréna raditas morfologiskas parmainas.

ST pétijuma dati par mildronata lielas devas (200 mg/kg) iesp&jamo toksisko
darbibu aknu audos zinama méra sakrit ar ieprieks€jiem petijumiem. Tajos paradits,
ka Zurkam, kuras 3-6 ned€las sanéma mildronatu 200 mg/kg deva, novéroja aknu
taukaino degeneraciju, garo kézu acil-koenzima A akumulaciju hepatocitu citosola,
aknu peroksisomu proliferaciju, izteiktu aknu karnitina samazinasanos, samazinatu
palmitata metabolismu in vivo un palielinatu loti zema blivuma lipoproteinu

daudzumu (Spaniol et al., 2003). Pretrunas mildronata dazadu devu iedarbiba uz aknu
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audiem ir griti viennozimigi izskaidrot. Acimredzot, aknu audi, lidzigi smadzenu
audiem, ir jutigaki neka sirds audi, kuros 200 mg/kg deva neuzradija nekadas butiskas

toksiskas pazimes.

Visparéjie secinajumi

Saja darba més demonstréjam &etru dazadu vielu — azabutirobetaina klases
parstavja mildronata un 1,4-dihidropiridinu atvasinajumu — cerebrokrasta (ar tipisku
biciklisku struktiiru), glutapirona un tauropirona (aminoskabju saturoSus) — protektivo
darbibu anti-HIV vielu toksicitates modelos in vitro un ex vivo testos. Pirmo reizi
esam paradijusi mildronata sp&u protektét mitohondrialos procesus kompleksa I
limeni. No pétitajam vielam visstabilakos efektus ex vivo uzradija mildronats un
cerebrokrasts, protektejot sirds, smadzepu un aknu audus no anti-HIV vielu
izraisitajiem iekaisuma un apoptotiskajiem bojajumiem. Mildronata pretiekaisuma un
anti-apoptotiska darbiba varigja atkariba no devas un no audu veida. Pieméram, ja
pelu sirds audos visefektivaka pretiekaisuma deva bija 200 mg/kg, tad aknu un
smadzenu audos izteikti anti-apoptotisku darbibu mildronats uzradija mazakajas devas
— 50 un 100 mg/kg. Ari cerebrokrasts pelu sirds un smadzenu audos uzradija
pretickaisuma un antiapoptotisku efektu, tacu tie nesasniedza kontroles limeni.
Savukart aminoskabes saturoSie 1,4-dihidropiridina atvasinajumi glutapirons un
tauropirons izraisija darbibas dualismu — gan iekaisumu un apoptozes veidosanos, gan
protektivu darbibu, kas liek domat, ka mitohondriji nav glutapirona un tauropirona
galvenie merki $tina.

Mildronata un cerebrokrasta protektivie efekti dazados Stnas funkciju un
signalmolekulu Itmenos lauj spriest, ka So vielu struktiiru elementiem
(farmakoforiem) ir biitiska loma mitohondriju aizsargasana. Mildronats, kas satur
Cetrveértigu slapekli, un cerebrokrasts, kura bicikliska struktiira ietver trisvértigo
slapekli, acimredzot, ir optimalas struktiiras, kas sp&j nodrosinat Siinas izdzivoSanai
nepiecieSamo regul&joso/protektejoso/stabiliz€joso darbibu plasa enzimatisko kaskazu
un proteinu molekulu diapazona. To liela méra nodroSina vielu darbibas fokuss uz
Stinas meérki — mitohondrijiem. Uz So vielu bazes var dizainét jaunus savienojumus,
kuri bitu perspektivi mitohondrialo patologiju novérSana. Tas dod ceribu radit
preparatus dazadu degenerativu saslimSanu, to skaita neirodegenerativo slimibu

(Parkinsona slimibas, Alcheimera slimibas u.c.) profilaksei un terapijai.
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SECINAJUMI

Mildronats (aza-butirobetaina klases viela) protekté azidotimidina
izraisitas izmainas zurku aknu izol€tu mitohondriju bioenerggtika,
mitohondriju membranas caurlaidiba un ddenraza peroksida
veidoSanas procesa, uzlabojot galvenokart mitohondriju elpoSanas
kédes funkcijas kompleksa I [imeni. Sie dati liecina, ka mitohondriji
ir butisks mildronata darbibas mérkis.

. Anti-HIV modelvielas (NRTI vielas — stavudins, lamivudins un 1pasi
azidotimidins, PI — indinavirs un NNRTI — efaviréns), kas ievaditas
50 mg/kg deva intraperitoneali (i.p.) divas ned€las, rada toksiskas
izmainas pelu sirds, smadzenu un aknu audos ex Vivo, izraisot
iekaisuma un degenerativas parmainas. Tas izpauzas ka palielinata
iekaisuma, apoptozes un glijas reaktivitates markieru — NF-kBp65,
iNOS, kaspazes-3, CAS, GFAP ckspresija, izmainita citohroma c
oksidazes ekspresija, ka ar1 patologiska morfologiska aina.
Mildronats péc divu ned€lu i.p. ievadiSanas 50, 100 un ipasi 200
mg/kg devas ievérojami protekteé azidotimidina izraisito
kardiotoksicitati, samazinot parmeérigi ekspreséto NF-kBp65 Iimeni
un morfologiskas izmainas, kas liecina par mildronata pretiekaisuma
darbibu sirds audos.

Pirmo reizi esam paradijusi, ka mildronats pelu smadzenu audos,
galvenokart 50 un 100 mg/kg devas (mazak 200 mg/kg), uzrada
izteiktu neiroprotektivu darbibu, samazinot azidotimidina izraisito
kaspazes-3, CAS, iNOS un GFAP ekspresiju, normalizgjot citohroma
c oksidazes ekspresiju. legutie dati norada uz mildronata anti-
degenerativo un pretickaisuma darbibu, kas atspogulojas arl audu
morfologiskaja aina.

Mildronats (50 un 100, bet ne 200 mg/kg) uzrada hepatoprotektejosu
darbibu, samazinot kaspazes-3 ekspresiju un morfologiskas izmainas
pelu aknu audos, kuras izraisijis azidotimidins un efaviréns péc divu

ned€]u ievadiSanas.
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6.

1,4-Dihidropiridina atvasinajums cerebrokrasts (0,1 mg/kg, i.p., divas
nedélas) pelu sirds un smadzenu audos bitiski samazina
azidotimidina izraisito NF-xBp65 un kaspazes-3 ekspresiju, ka ari
nover§ morfologiskas izmainas audos. Tas liecina par cerebrokrasta
pretiekaisuma un anti-apoptotiskiem efektiem. Savukart aminoskabes
saturoSie 1,4-dihidropiridina atvasinajumi glutapirons un tauropirons
(abi 1 mg/kg) uzrada darbibas dualismu — gan veicinot iekaisumu un
apoptozi, gan samazinot azidotimidina efektus.

legiitie rezultati lauj domat, ka mildronata un cerebrokrasta izteiktas
kardio-, neiro- un hepatoprotektejosas aktivitates pamata ir
mitohondrialo procesu aizsargajoSie mehanismi, kuru nodrosinasana
nozimiga vieta ir So vielu struktiru farmakoforiem. Tos savukart var
izmantot jaunu vielu dizaina, lai raditu jauna tipa perspektivus — uz
mitohondrijiem meérkétus preparatus dazadu audu degenerativu
patologiju (piem., neirodegenerativo saslims$anu, diab&ta) profilaksei

un terapijai.
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