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ANOTACIJA

Neirodegenerativas slimibas musdienas skar miljoniem cilvéku, pieaug ar tam
saistita invaliditate un mirstiba, tapéc tiek mekletas jaunas terapijas iesp&jas un
lidzekli. L-karnitins piedalas garo k&zu taukskabju transporta caur mitohondriju
membranam, tadéjadi nodrosinot taukskabju oksidaciju un energijas metabolisma
reguléSanu $tGna. Jauna pieeja L-karnitina sistémas regulacijai un L-karnitina
fiziologisko funkciju pétjjumiem centralaja nervu sistéma (CNS) ir ta koncentracijas
farmakologiska samazinasana. L-karnitina koncentraciju var samazinat, izmantojot ta
biosintézes inhibitoru mildronatu. Promocijas darba meérkis bija eksperimentali
noskaidrot mildronata terapijas neirotropos efektus un izpétit So efektu regulacijas
molekularos mehanismus saistiba ar L-karnitinu, kas varétu kalpot par pamatu jaunu
zalu mérku mekl&jumiem neirologisko slimibu arsté$anai.

Promocijas darba ietvaros paradita mildronata terapijas efektivitate dazados
dzivnieku eksperimentalajos modelos. Pirmo reizi pelu eksperimentalaja modelt
paradits mildronata pretkrampju efekts, kas saistits ar slapekla oksida un adrenergisko
signalcelu regulaciju. Akiita mildronata ievadiSana samazinaja ar etanola iedarbibu
un aizsargaja smadzenes pret akiitiem smadzenu asinsrites trauc€jumiem a. carotis
communis oklizijas modeli. Hroniska mildronata ievadiSana uzlaboja zurku tévinu
seksualo funkciju un samazinaja briva L-karnitina koncentraciju s€kliniekos. P&tjjuma
rezultati varétu but nozimigi klinika, virieSiem ilgstosi lietojot mildronatu
kardioprotektivo un antiis€émisko efektu sasniegSanai. Hroniska mildronata ievadiSana
uzlaboja motoras, taktilas un juSanas funkcijas zurkam péc insulta un samazinaja L-
karnitina koncentraciju smadzen€s. Tika konstatéts, ka mildronata ievadiSana
paaugstina acil-koenzims A pieejamibu un izraisa dal€ju elpoSanas kédes atjugSanu,
tadgjadi uzlabojot smadzenu mitohondriju toleranci anoksijas-reoksigenacijas
gadijuma.

Péc darba iegltajiem datiem var secinat, ka L-karnitina koncentracijas
regulésanu smadzenu audos un asins cirkulacija var izmantot jaunu farmakologisku
preparatu izstradei CNS saslimSanas gadijumos un ar to saistito komplikaciju
arstésSana.

Atslegvardi: L-karnitins, mildronats, seksuala uzvediba, cerebrala i$€mija,

mitohondriju funkcija



ANNOTATION

Neurodegenerative diseases affect millions of people worldwide. In order to
decrease the associated disability and mortality rates, new therapies and drugs are
required. L-carnitine is as cofactor for long-chain fatty acid transport into
mitochondria; thereby it ensures fatty acid oxidation and the regulation of cellular
metabolism. Mildronate, an inhibitor of L-carnitine biosynthesis, reduces the
concentration of L-carnitine and could be used to investigate L-carnitine functions in
the central nervous system (CNS). The aim of this thesis is to investigate both the
neurotrophic effects of mildronate treatment and the molecular regulation
mechanisms that underlie the L-carnitine system, as these could serve as new drug
targets for the treatment of neurological diseases.

This thesis describes the neurotropic effects of mildronate in different
experimental animal models. Acute treatment with mildronate induced anticonvulsant
effects involving both the nitric oxide and adrenergic signalling pathways. Acute
mildronate administration also counteracted the hypnotic effect of ethanol and
protected the brain against acute cerebrovascular disorders in an a. carota communis
occlusion model. Chronic administration of mildronate improved sexual function in
male rats and the decreased L-carnitine concentration in the testis. These results may
be clinically relevant for long-term mildronate treatment in male cardiovascular
patients. The chronic mildronate treatment also reduced the concentration of carnitine
in brain tissue and improved the functional neurological recovery of motor, sensory
and tactile function after ischemia. In addition, we found that mildronate treatment
increased the availability of acyl-coenzyme A (acyl-CoA) and caused an uncoupling
preconditioning-like effect and thus improved mitochondrial tolerance to conditions
of anoxia/reoxygenation in brain tissue.

This thesis demonstrates that mildronate-induced regulation of L-carnitine in
brain tissue and the vascular system can be used as a new pharmacological tool for

treatment of CNS diseases and related conditions.

Key Words: L-carnitine, mildronate, sexual behaviour, stroke, mitochondrial

function
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IZMANTOTIE SAISINAJUMI

Acetil-KoA Acetil-koenzims A

AB beta amiloids

ACh Acetilholins

Acil-KoA Acil-koenzims A

ADF Adenozina difosfats

AK Acil-karnitins

ANOVA Dispersijas analize (one — way Analysis of variance)
ANT Adenina nukleotida translokaze

ATF Adenozina trifosfats

BIK Bikukulins

BK Brivais karnitins

BSA Versa seruma albumins

CCA arteria carotis COmmunis

CNS Centrala nervu sistéma

CS Citratsintaze

EDTA Etilendiamintetraetikskabe

EKK ElposSanas kontroles koeficients

FADH, Flavina adenina dinukleotida reducéta forma
GASS y-aminosviestskabes receptors

GASSA y-aminosviestskabe receptora A apakstips
GBB y-butirobetains

GBBOH y-butirobetaina hidroksilaze

GLUTI1 Glikozes transportproteins- 1

HTML 3-hidroksitrimetillizins

HTMLA 3-hidroksitrimetillizina aldolaze

i.p. Intraperitoneala ievadiSana

. Intravenoza ievadiSana

IL-1B Interleikins 1 beta

KAKT Karnitina-acilkarnitina translokaze

KAtr Karboksiatraktilozids

kDNS Komplementara dezoksiribonuklemskabe
K; Inhibitora saistiSanas lidzsvara konstante
K Mihaelisa-Mentenas konstante

KoA Koenzims A

KPT-1 Karnitina palmitoiltransferaze 1

KPT-1A Karnitina palmitoiltransferazes 1 aknu tips
KPT-1B Karnitina palmitoiltransferazes 1 muskulu tips
KPT-1C Karnitina palmitoiltransferazes 1 smadzenu tips
KPT-2 Karnitina palmitoiltransferaze 2

KrAT Karnitina acetiltransferaze

KTP Karnitina transportproteins

L-NAME NG-nitro-L-arginins

MDH Malatdehidrogenaze

MRM Multi reakciju monitorings

mRNS Matricas jeb informacijas ribonukleinskabe
NAD" Oksidetais nikotinamida adenindinukleotids
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IEVADS

L-karnitins ir plasi lietots uztura bagatinatajs, ko izmanto energijas
metabolisma reakciju reguléSanai organisma. L-karnitins piedalas garo kézu
taukskabju transporta caur StGnu mitohondriju membranu, tadgjadi nodroSinot
taukskabju oksidaciju un adenozina trifosfata molekulu veidoSanos. Pirmo reizi no
muskulaudiem karnitins tika izdalits 1905. gada. To paveica latviesu fiziologs un
biokTmikis, profesors Roberts Krimbergs (1874 — 1941), izolgjot karnitinu no Libiga
galas ekstrakta (liellopu galas ekstrakts) un noskaidrojot ta molekularo formulu, tacu
karnitina molekulas struktira tika noteikta tikai 20 gadus v€lak. Strauji attistoties
biokimisko p&tijjumu metodem, pagajusa gadsimta 50.—60. gados tika atklati karnitina
metabolisma un transporta proteini, ka arl noskaidrota karnitina loma garo k&zu
taukskabju oksidacijas procesos. Vélak karnitina metabolisma traucgjumi tika saistiti
ar iedzimtam saslim$anam (piem&ram, mutacijas karnitina transportproteinu génos)
un zalu lietoSanu (piem&ram, valprojskabe epilepsijas arst€Sanai) vai nieru mazspéjas
slimniekiem dializes rezultata.

L-karnitina bioktmisko mehanismu loma muskulu $tinu, tostarp kardiomiocitu,
energijas metabolisma procesu norisé tiek pétita, papildus ievadot L-karnitinu. Ir
zinams, ka L-karnitins atrodams smadzenu audos, bet ta funkcijas un fiziologiska
nozime tajos pilniba nav izprasta. Ir plasi pétita L-karnitina loma sirds energijas
metabolisma, bet salidzino$i mazak veikti pétjjumi par karnitina nozimi smadzenu
funkciongsana. Par L-karnitina terapijas lietderibu dazadu neirologisko saslimsanu
gadijumos nav izkristaliz&jies viennozimigs viedoklis, tomer ta terapija tiek ieteikta
tadu saslim$anu gadijuma ka Alcheimera, Parkinsona slimiba, insults un epilepsija.

Kardiovaskularaja ~ farmakologija =~ veiksmiga  izradijusies  karnitina
koncentracijas regulacija, izmantojot Latvija labi pazistamo kardioprotektivo
savienojumu mildronatu, kas efektivi samazina L-karnitina koncentraciju audos
(Liepinsh et.al., 2006). Sados eksperimentos novérota uzlabota $inu dzivotsp&jas
saglabasana i$€mijas apstaklos (Dambrova et.al., 2002). Lai gan ir paradits, ka
mildronata protektiva iedarbiba noverojama ari centralas nervu sist€émas (CNS)
saslimSanu gadijumos (Sjakste et.al., 2005), lidz $Sim nav veikti eksperimentali
pétijumi, kas palidzetu skaidrot mildronata ilgstosas lietoSanas izraisita L-karnitina

koncentracijas samazinajuma ietekmi uz CNS procesiem un nervu $linu energijas
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metabolismu. Interesanti, ka L-karnitins ir atrodams smadzenu audos diezgan liela
daudzuma, lai gan smadzenu audu fiziologiskais energijas substrats ir glikoze, nevis
taukskabes. Izmantojot mildronatu ka karnitina limena regulatoru, paveras iesp€ja
pétit karnitina lomu Stnas signalcelu darbiba iS€mijas apstaklos (eksperimentalais
insulta modelis) un organisma uzvedibas reakciju noris€s (pieméram, seksuala
aktivitate).

Sis pétijums palidzés identificét jaunus mérkproteinus CNS signilcelu

farmakologiskai regulacijai neirologisko saslimsanu arstésanai.

Promocijas darba eksperimentala dala izstradata Latvijas Organiskas sint€zes

institlita Farmaceitiskas farmakologijas laboratorija.

DARBA MERKIS
Eksperimentali noskaidrot mildronata terapijas neirotropos efektus un izpétit So

efektu regulacijas molekularos mehanismus saistiba ar L-karnitinu, kas varétu kalpot

par pamatu jaunu zalu mérku meklgjumiem neirologisko slimibu arstesanai.

DARBA UZDEVUMI
1. P&ttt mildronata akiito CNS efektu farmakologiskas darbibas mehanismus.

2. Noskaidrot L-karnitina biosint€zes un transporta inhibitora mildronata ietekmi uz
seksualo funkciju zurku té€vigu eksperimentalaja modeli.

3. Eksperimentalaja insulta modelt p&tit ar mildronata ievadiSanu saistitas L-
karnitna signalcelu regulacijas neiroprotektivo efektu.

4. Petit mildronata izraisitas L-karnittna koncentracijas regulacijas ietekmi uz

smadzenu audu mitohondriju funkcionalitati.

DARBA HIPOTEZE

Samazinatai L-karnitina koncentracijai smadzenu audos un asins cirkulacija ir

neiroprotektivs efekts dazadu CNS slimibu gadijuma.
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1. LITERATURAS APSKATS

1.1. Karnitina darbibas biokimiskie mehanismi

L-karnitins (3-hidroksi-4-N-trimetilaminobutirats) (talak teksta — karnitins) ir
vitali nepiecieSams garo k&zu taukskabju transportam caur mitohondriju membranu.
Pirmo reizi no muskulaudiem karnitins tika izdalits 1905. gada, un to paveica latviesu
fiziologs un biokimikis, profesors Roberts Krimbergs (1874 — 1941), izolgjot
karnitinu no liellopu galas ekstrakta un noskaidrojot ta molekularformulu (Valtneris,
1999), bet karnitina kimisko struktiirunoteica tikai 20 gadus vélak. Strauji attistoties
biokimisko p&tijjumu metodem, pagajusa gadsimta 50.—60. gados tika atklati karnitina
metabolisma un transporta proteini, ka arl noskaidrota karnitina loma garo ké&zu
taukskabju oksidacijas procesos. VElak tika atklati karnitina metabolisma traucgjumi
saistiba ar iedzimtam saslimSanam. Joprojam aktivi notiek p&tjjumi par karnitina un
no ta atvasinato savienojumu iesp&jamo farmakologisko aktivitati dazadu saslimsanu

modelos.

1.1.1. Karnitina biosintéze

Organisma tiek nodroSinata un efektivi reguléta karnitina homeostaze,
pateicoties gan absorbcijai no partikas, gan biosintézei, gan ar1 intensivai reabsorbcijai
no glomerulu filtrata nieru proksimalajos kanalinos (Ramsay et.al., 2001; Rebouche,
2004). Ikdiena ar partikas produktiem uzpemta karnitina biopieejamiba ir 75%, tacu
no papildus uznemta karnittna (1-6 g devas) cilvéka organisms sp&j uznemt tikai 5—
18%, 1idz ar to vél lielaka ta uznemsana netiks pilnvertigi absorb&ta organisma (Evans
un Fornasini, 2003; Lennon et.al., 1986). Dzivnieku izcelsmes produkti ir galvenais
karnitina avots, jo 1pasi sarkana gala, kas satur karnittnu no 300 Iidz 600 pmol 100
gramos produkta. Mazaki daudzumi atrodami zivis un juras veltes (4—40 pmol/100g),
graudu produktos (0-50 pmol/100g), auglos (1-20 umol/100g), darzenos (0-50
umol/100g), pakSaugos (~ 0,5 pmol/100g) un piena produktos (0-200 pumol/100g)
(Demarquoy et.al., 2004; Panter un Mudd, 1969). Interesanti, ka ar sabalans&tu uzturu
cilvéki uzpem karnitinu Iidz pat 12 pmol/kg kermena masas diena (lidz pat 135 mg

diena uznem pieaudzis, 70 kg smags cilvéks), bet izteikti vegetariesi uznem karnitinu
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pat mazak ka 0,1 pmol/kg kermena masas (Cederblad, 1987; Khan-Siddiqui un
Bamji, 1980; Lombard et.al., 1989).

Papildus uzpemSanai ar uzturu, karnitins tiek sintez&ts organisma no
aminoskabém lizina un metionina. Karnitina oglekla k&di veido lizins, bet 4-N-
metilgrupa tiek pievienota no metionina molekulas (Vaz un Wanders, 2002).
Karnitina biosintéze, kura ka starpprodukts veidojas y-butirobetains (GBB), parsvara
notiek aknas, nierés, smadzen&s un virieSiem ar1 s€klinieckos (Bieber, 1988; Rebouche,
1992). Tadu proteinu ka, pieméram, miozina, aktima, citohroma c degrad€Sanas
rezultatd atbrivojas N°-trimetil-lizins (TML), kas ir pirmais metabolits karnitina
biosinteze. TML hidroksilésanu veic trimetillizina hidroksilaze (TMLOH) (EC
1.14.11.8), ta iegastot 3-hidroksi-N-trimetillizinu (HTML, 1. attéls, (Vaz un
Wanders, 2002)).

Lai notiktu $1 reakcija, papildus ka kofaktori ir nepiecieSami 2-oksoglutarats,
Fe’" joni un skabeklis. Reakcijas rezultata papildus veidojas sukcinats un tiek
atbrivots oglekla dioksids. Lai nodrosinatu TMLOH enzimatisko aktivitati, ir
nepiecieSama askorbatjonu (C vitamina) klatbutne. TMLOH ir lokalizéta
mitohondrialaja matrica, bet par€jie tris enzimi, kas nepiecieSami karnitina
biosintezei, atrodas citosola (1. attéls, (Vaz un Wanders, 2002)). TMLOH enzims ir
atrodams gan cilvéku, gan zurku audos, ta aktivitate ir noverota aknas, skeleta
muskulos, sird1 un smadzengs, bet visaugstaka aktivitate ir atrasta nierés (Vaz un

Wanders, 2002).
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2-oksoglutarits SBukeindts
+0,

Protefa degradacia —— TN

Mitohondrijs

Citosols

I'MABA

Askorhits DH
et
BBOH

Sukeinats 2-oksoglutarits
+C0, +0,

NADH+HT

L-karnitins v-butirobetains

1. attels. Karnitina biosintézes shéma. Karnitina biosintéze no TML. Lizosomas
proteinu degrad&Sanas rezultata tiek atbrivots TML, ko hidroksile TMLOH. Sis reakcijas
rezultata tiek iegits HTML, kas tiek aldolitiski saskelts, izmantojot piridoksal 5’-fosfatu
(PLP) ka kofaktoru, ieglistot 4-N-trimetilaminobutiraldehidu (TMABA) un glicinu. Péc tam
TMABA okside 4-N-trimetilaminobutiraldehida dehidrogenaze (TMABA-DH) un veidojas 4-
N-trimetilaminobutirats jeb y-butirobetains (GBB). GBB hidroksile y-butirobetaina
hidroksilaze (GBBOH), iegiistot L-karnitmu. (Attels ar izmaindm no Vaz un Wanders, 2002)

3-hidroksitrimetillizina aldolaze (HTMLA; EC 4.1.2.°X’) katalizé 3-
hidroksitrimetillizina (HTML) aldolitisko SkelSanu, ka rezultata veidojas 4-N-
trimetilaminobutiraldehids (TMABA) un glicins. Lai gan par HTMLA ir maz datu, ir
zinams, ka §1 enzima visaugstaka aktivitate konstatéta aknas, tomér ta ir loti mainiga
(Vaz un Wanders, 2002). TMABA dehidrogené 4-N-trimetilaminobutiraldehida
dehidrogenaze (TMABA-DH; EC 1.2.1.47), un rezultata veidojas y-butirobetains
(GBB). TMABA-DH aktivitatei noteikti ir nepieciesama NAD" klatbiitne, un
reakcijas gaita veidojas nikotinamida adenina dinukleotids (NADH). Visaugstaka
TMABA-DH koncentracija ir aknas, butiski daudz enzima ir nieres, bet maz ir
smadzenés, sird1 un muskulos. P&€dgja karnitina biosintézes posma GBB hidroksilaze
(GBBOH; EC 2.1.2.1.) hidroksile GBB, iegustot L-karnitinu. GBBOH aktivitati
ievérojami stimulé 2-oksoglutarats, tapat §1 enzima aktivitatei nepieciesama Fe*" jonu,

skabekla un askorbatjonu klatbiitne.
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1.1.2. Karnitina transports smadzenu audos

Pedejas desmitgades ir atklati vairaki karnitina transportproteini dazados
periférajos audos. Ir novérots, ka smadzengs, iznemot hipotalamu, karnitina saturs ir
zemaks neka periférajos audos (Bresolin et.al., 1982). Organisko katjonu/karnitina
otra tipa transportproteins (OKTN2) ir viens no galvenajiem transportieriem karnitina
transporta nodroSinasanai smadzengs (Kido et.al., 2001). Ir zinami arT citi karnitina
transportproteini no $is saimes, pieméram, OKTNI1 (Tamai et.al., 2000), bet §1
transportproteina sp&ja transportét karnitinu ir ievérojami zemaka neka OKTN2
(Yabuuchi et.al., 1999), bez tam abi transportproteini ir Na’ jonu atkarigi. Savukart
OKTN3 ir augstas afinitates karnitina transportproteins, kas ir Na* jonu neatkarigs un
parsvara ir atrodams s€kliniekos (Tamai et.al., 2000).

Karnitins var tikt transportéts caur ATB’", kas ir Na', CI' jonu atkarigais
zemas afinitates (karnitha Km ~1 mM) aminoskabju transportproteins (Nakanishi
etal., 2001). ATB"" ir ekspreséts zarnu trakta, traheja, plausas, piena dziedzeros un
hipokampa (Sloan un Mager, 1999). Uzskata, ka ATB”" kombinacija ar OKTN2
regul€ karnitna uzgpemsanu caur hematoencefalisko barjeru (Ganapathy et.al., 2000).

Karnitins uzkrajas smadzenu asinsvadu endotélija $iinas, sasniedzot Iidz pat
46% no kopgja uzkrata karnitina daudzuma (Mroczkowska et.al., 2000). Ir nedaudz
informacijas par karnitina uzkrasanos astrocttos un nervu $iinas. Sakotn&jos p&tjjumos
paradits, ka karnitina uzkraSanos smadzenés varétu ierobezot strukturali lidzigais
neiromediators y-aminosviestskabe (GASS), jo tas kav€ja karnitina uzkraSanos
sinaptosomu paraugos no juras clicipam (Zoccarato et.al., 1987) un zurku smadzenu
griezumu paraugos (Fariello un Shug, 1981). Tomér vélak veiktaja pétfjuma tika
noskaidrots, ka GASS uzkraSanas neietekmé karnitina sint€zi un akumulaciju

smadzenu garozas neironos (Wawrzenczyk et.al., 2001).

1.1.3. Karnitins §iinu energijas metabolisma reakcijas

Karnitinam ir loti nozimiga loma muskulu audu energijas metabolisma
sabalans€sana, tapat art garo keézu taukskabju transportésana (Calvani et.al., 2000). Ar
karnitina palidzibu aktivétas acil-grupas tiek transportétas caur mitohondrija ieksgjo
membranu, kas ir nepiecieSams posms garo k&zu taukskabju oksidéSanai
mitohondrijos visas $iinas (Foster, 2004). Citas karnitina funkcijas ir acil-koenzima A

un koenzima A (acil-KoA/KoA) attiecibas regulacija, energijas uzkrasana
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acetilkarnitina veida un acil-grupu toksiska efekta samazinaSana, veidojot karnitina
acil esterus (Vaz un Wanders, 2002).

Lai $iinas, it paSi muskulu Stnas, ieglitu energiju, tas izmanto gan taukskabes,
gan oglhidratus, kas péc to uzpemSanas tiek iesaistiti specifiskos katabolisma
procesos, ka rezultata veidojas kopigs metabolits acetil-KoA. Sis metabolits oksidgjas
mitohondrijos Krebsa cikla, kas piegada elektotransportkédei nepiecieSamos
reducétos ekvivalentus (reducéto nikotinamidadenindinukleotidu (NADH") un flavina
adenina dinukleotidu (FADH,)). Pateicoties NADH' un FADH, oksidacijai
elektrontransportkedé var notikt adenozina trifosfata (ATF) sintéze, kas talak Stnas
nodroSina ar energiju. Parasti muskulu $lina pamata iegiist energiju taukskabju
oksidacijas rezultata, tacu skabekla trikuma apstaklos Stnai ir izdevigaka glikozes
oksidesana neka taukskabju izmantoSana, jo Sis process ir sp&jigs noritét pie mazaka
skabekla daudzuma (Schofield un Hill, 2001; Taegtmeyer et.al., 1998). Viens no
faktoriem, kas nosaka garo k&zu taukskabju izmantoSanas intensitati, ka ari So
taukskabju patérinu Stnu energétiskaja metabolisma ir karnitina biopieejamiba.

Ir zinamas tr1s karnitina palmitoiltransferazes proteina izoformas — aknu — KPT-
1A (Esser et.al., 1993), muskulu KPT-1B (Yamazaki et.al., 1995) un smadzenu
specifiska izoforma KPT-1C (Price et.al., 2002). KPT-1A un KPT-1B atrodas
mitohondrija aréja membrana. Smadzenu izoforma KPT-1C ir atSkiriga no pargjam
divam izoformam. Tas c-terminals ir garaks neka pargjam KPT izoformam (Price
etal., 2002), un ta atrodas Stnas endoplazmatiskaja tikla nevis mitohondriju
membrana. KPT-1C aktivitate ir zema (Sierra et.al., 2008), bet tas saistas ar KPT-1
fiziologisko inhibitoru malonil-KoA ar tadu pasu afinitati ka KPT-1A (Wolfgang
et.al., 2006). Interesanti, ka KPT-1C ir atrasti tikai ziditaju smadzenu audos (Price
et.al., 2002), savukart pargjas izoformas ir ekspresétas ari zivis, rapulos un kukainos.
Tas var@tu noradit uz KPT-1C specifisko nozimi ziditaju smadzenés.

KPT-1C fiziologiska nozime tiek saistita ar uztura uznemsanas kontrolésanu un
energijas homeostazi (Sierra et.al., 2008;Wolfgang et.al., 2006). Ir paradits, ka
genétiski modificétas pelés, kuram bija izslegts KPT-1C enzims, novéroja partikas
uznemsanas samazinajumu, salidzinot ar veselam pelém. Toties, kad $adi modificetas
peles baroja ar augsta tauku satura di€tu, tam noveroja aptaukosanos un diab&tu (Dai
et.al., 2007). Savukart pétijuma ar pelém, kuram bija paraktivéts KPT-1C, novéroja

samazinatu svaru vai anorektisku efektu (Gao et.al., 2011). Nesen ir paradits, ka KPT-
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IC ir iesaistits maciSanas procesa un pelém, kuram bija samazinata KPT-1C
aktivitate, noveroja pasliktinatu iemacisanas procesu (Carrasco et.al., 2012).

ArT KPT-1A ir ekspreséts smadzengs, pasi hipotalama. KPT-1A ir galvenais
enzims, kas taukskabes transporté mitohondrija B-oksidacijai, parveidojot tas no acil-
KoA uz acilkarnitinu (Mera et.al., 2009; Robinson un Zammit, 1982). Ir zinams, ka
hipotalama KPT-1 ir svariga nozime ikdienas partikas uzgemsana (Obici et.al., 2003).
Iepriek$gjos pétijumos ir paradits, ka, ievadot selektivu KPT-1A inhibitoru, novéro
samazinatu uztura uzgemsanu (Obici et.al., 2003). Lidz ar to varétu domat, ka KPT-1
modulacija varétu kontrol&t partikas uznemsanu un kermena masu (Gao et.al., 2011).

Brivas taukskabes tiek aktivétas taukskabju katabolisma sakuma posma, kur
acil-KoA-ligazu ietekme tiek veidots acil-KoA. Nakamaja posma no karnitina un acil-
KoA ar mitohondriju argjas membranas enzima KPT-1 palidzibu tiek sintezéts

attiecigais acilkarnitins (2. attels).

Karnitins

Citoplazmatiska
membrana

Karnitins

Acilkarnitins

Acil-KoA

Mitohondriju argja
membrana

Mitohondriju iekseja :

membrana \ al

Acetll KoA

Karnltlns ‘\\
KoA
KTAT AC|I KoA
Taukskab}u
B oksidacija

Acetllkarnltlns , y

- ATF -

PN

2. att€ls. Karnitina loma garo kéZu taukskabju metabolisma. KTP — karnitina
transportprotemns, AKoAL — acil-koenzima A ligaze, KPT-1 — karnitina palmitoiltransferaze

1, KPT-2 — karnitina palmitoiltransferaze 2, KAKT — karnitina-acilkarnitina translokaze, ATF

— adenozintrifosfats, KoA — koenzims A, KrAT — karnitina acetiltransferaze.
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P&c tam acilkarnitins tiek virzits cauri mitohondrija ieks$€jai membranai ar
karnitina-acilkarnitina translokazes (KAKT) palidzibu. Nakamais enzims, KPT-2
(EC. 2.3.1.21) mitohondriju iekSiené no acilkarnitina atkartoti izveido acil-KoA, ko
péc tam [-oksidacijas reakcijas saskel [idz acetil-KoA, un §1 reakcija ir pret€ja tai, ko
ieprieks veica KPT-1.

Nozimigi atceréties, ka KPT-1 reakcija ir viens no garo k&zu taukskabju
oksidacijas atrumu noteicoSajiem posmiem, un karnitina koncentracijas
samazinasanas rezultata tiek paléninats garo k&zu taukskabju transports mitohondrijos
un to talaka oksidacija. Tacu 1so k&zu taukskabes (C1-C8) cauri mitohondriju
membranam difund€ bez karnitina palidzibas (acil-KoA veida). Aktivétu garo kézu
taukskabju molekulu (acilkarnitins, acil-KoA) uzkrasanas stinas kavé vairaku enzimu
aktivitati, ka ar1 ATF transportu no mitohondrijiem uz citosolu, un Iidzigi ka
detergenti tiedi boja membranas (Morin et.al., 2001). Sada veida situacija audos
veidojas nepietickama skabekla apgades gadijuma.

Vel viens no karnitina aciltransferazu sisteémas veidojoSajiem enzimiem ir
karnitina acetiltransferaze (KrAT EC 2.3.1.7.). KrAT ir plasi izplatits ziditaju audos,
tai skaita ar1 smadzenés, visaugstako koncentraciju sasniedzot hipotalama (Bresolin
etal., 1982). KrAT atgriezeniski parver§ acetilkarnitinu un KoA par karnitinu un
acetil-KoA, kas tiek izmantots talakajas reakcijas (White un Scates, 1990). V&l viena
no KrAT batiskam funkcijam ir KoA Ilimepa atjaunoSana, kas lauj notikt
peroksisomalajai B-oksidacijai, atvieglojot acetil-dalas transportéSanu uz mitohondriju
talakai oksidacijai (Zammit, 1999). Izmainita KrAT aktivitate ir konstatéta dazadu
neirodegenerativo slimibu gadijuma, pieméram, Alcheimera slimibas rezultata $1
enzima aktivitate ir samazinata dazados smadzenu regionos (Bailey un Lahiri, 2012;
Makar et.al., 1995). Ir zinams, ka KrAT aktivitates samazinasanas ir saistita arl ar
novecosanos (Liu et.al., 2002), tapec ir svarigi regulét karnitina aciltransferazu
enzimus, lai noverstu vai samazinatu mitohondriju disfunkciju dazadu slimibu
gadijuma. Turklat karnitins ne tikai regulé garo k&Zu taukskabju transportu
mitohondrijos, bet arT acetil-KoA/KoA attiecibu, tadgjadi ietekm&jot ari piruvata
dehidrogenazes (PDH) kompleksa aktivitati un glikozes metabolismu (Lopaschuk,
2001). Acetil-KoA/KoA attiecibas palielinasanas izsauc PDH aktivitates kavéSanu.
Savukart acetil-KoA/KoA attiecibas samazinaSanas mitohondrija var palielinat PDH

kompleksa aktivitati, tadgjadi ietekméejot glikozes oksidesanu.
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Jasecina, ka IidzSingjie p&tijumi ir pieradijusi, ka karnittnam ir ne tikai svariga
loma garo k&zu taukskabju oksidacija, bet arl oglhidratu metabolisma. Lidz ar to
karnitina koncentracijas izmainas lauj tiesi regulét energijas metabolisma procesus

audos, ietekméjot taukskabju un oglhidratu ipatsvaru ATF sintézes nodrosinasana.

1.1.4. Karnitina ietekme uz CNS signalu parneses molekulam

Karnitina ietekmi uz CNS signalu parneses molekulam saista ar efektiem uz to
sinté€zi un funkciju nodroSinaSanu. Vairakos pe@tfjumos ir paradits, ka karnitins
ietekmé nervu augSanas faktora veido$anos, ka arT uzlabo nervu regeneraciju,
palielinot mielina Skiedru blivumu un aksonu diametru (De Angelis et.al., 1994).
Hroniska noguruma pacientiem konstatéta samazinata neirotransmiteru biosintéze
karnitna deficita apstaklos (Kuratsune et.al., 2002). Savukart karnitina terapija
samazina fizisko un mentalo nogurumu vecaka gadagajuma cilvékiem un uzlabo
kognitivo stavokli (Malaguarnera et.al., 2007). Dazi p&tnieki doma, ka karnitina
neiroprotektiva darbiba neironos var biit saistita ar ietekmi uz endogéna acetilholina
(ACh) koncentraciju. Visticamak, ka tas ir saistits ar potencialu don&t acetil-grupu
(White un Scates, 1990), ietekm&jot vairakus ACh metabolisma aspektus (skatit 3.
att€lu). Acetilkarnitina ievadiSana palielina holina Iimeni un ACh sintézi striatum un
hipokampusa zurkam (Imperato et.al., 1989). Karnitina un holina ievadiSana izraisa
ACh sintézes stimulaciju smadzenu garozas §iinas picaugusam zurkam (Wawrzenczyk
et.al., 1995). Neironu funkcionala aktivitate p&c hipoksijas un glikozes trukuma labak
atjaunojas pec karnitina ievadiSanas, bet holina transportiera inhibitora pievienoSana
partauc karnitina aizsargajoSo efektu (Picconi et.al., 2006). Kada pétjjuma izteikta
doma, ka karnitina terapija var uzlabot holinergisko neironu signalu parnesi, palielinot

acetil-KoA koncentraciju citoplazma (Szutowicz et.al., 2005).

20



Acetilkarnitins KoA Acetilholins

Karnitins Acetil-KoA Holins

3. attels. Acetilholina sintéze no acetil-KoA un holina. Acetil-KoA veidojas,
acetilkarnitinam dongjot acetil grupu, ko parnes KrAT. KrAT — karnitina acetiltransferaze,

HAT — holina acetiltransferaze. (Attels ar izmainam no White un Scates, 1990)

Jaunas pieaugusas pelés ir paradits, ka piecu dienu karnitina terapija palielina
GASS koncentraciju smadzenés (Fariello et.al., 1988). Lidz ar to var€tu secinat, ka
karnitina biopieejamibas regulacija smadzenu audos ietekmé CNS signalu parneses

procesus.

1.2. Karnitina sistemas nozime un farmakologiska regulacija

dazadu CNS slimibu gadijuma

Neirodegenerativo slimibu arstéSanas iesp&ju petjjumiem izmanto karnitinu un
karnitina atvasinajumu acetilkarnitinu (skatit 4. att€lu). Vairak p&tjjumu ir veikts ar
acetilkarnitinu, jo tas vieglak sp& Skersot hematoencefalisko barjeru (Parnetti et.al.,
1992). Acetilkarnitina un briva karnitina attieciba visaugstaka ir smadzenes, kur ta

sasniedz attiecibu 1:2, bet sirds audos 1:4, nierés 1:10 (Virmani un Binienda, 2004).

HO o
H3
HO o |,
C—N
CH, B |
|, CH, O 0
H,C—N
I
CH, OH CH,
L-karnitins Acetilkarnitins

4. attels. Karnitina un acetilkarnitina struktarformulas.
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1.2.1. Karnitins eksperimentalajos modelos un klinika

Karnitina terapijas ietekmi p&ta dazadu neirologisko slimibu gadijumos gan
dzivnieku eksperimentalajos modelos, gan kliniskajos petijumos. Karnitina efekti tiek
pétiti tados saslimSanu gadijumos ka autisms (Filipek ez.al., 2004), ar vecumu saistitie
mentalie traucgjumi (Malaguarnera et.al., 2007), insults (Zhang et.al, 2012),
hipoksija (Maresova et.al., 2001), ka ar1 epilepsija (Yu et.al., 1997) (5. attéls). Ir
paradits, ka karnitina terapija aizsarga pret etanola izraisito oksidativo stresu
(Augustyniak un Skrzydlewska, 2009), ka arT ilgstosa karnitina lietoSana kopa ar
etanola digtu zurkam samazina aknu iekaisuma un patologiju attistibu (Bykov et.al.,
2003).

Dazados eksperimentos ir pétita karnitina terapijas ietekme insulta gadijuma,
un karnitina terapijai ir paradits aizsargajoSs efekts péc hipoksijas-iS€mijas raditajiem
bojajumiem (Wainwright et.al., 2006). Eksperimenta ar pelém ir paradits, ka,
karnitinu ievadot pirms i$€mijas, tiek saglabata energijas metabolitu (ATF, piruvata,
fosfokreatina) koncentracija smadzenes (Matsuoka un Igisu, 1992). Turklat karnitins
samazina nervu SGnu mirstibu un degeneraciju mitohondriju disfunkcijas
eksperimentalaja zurku modeli (Binienda et.al., 2005). Tapat vél citi efekti novéroti
hipoglikémijas izraisitaja nervu bojajumu modeli hipokampa, karnitinam saglabajot
mitohondriju funkcijas (Binienda, 2003). Tomér karnitina neiroprotektivie efekti nav
viennozimigi, jo ir eksperimenti, kuros karnitina terapija nedeva gaiditos
uzlabojumus, ne samazinot bojato audu daudzumu, ne uzlabojot fiziologiskos
parametrus (Slivka et.al., 1990). Nesen ir veikts loti interesants eksperiments, kura
salidzinati karnitina un acetilkarnitina terapijas efekti, ievadot tos zurkam 24 stundas
pirms eksperimentala insulta. Iegitie rezultati paradija, ka acetilkarnitina ievadiSana
biitiski samazinaja bojato audu daudzumu, bet karnitinam nebija tadas ietekmes, kas
tiek skaidrots ar So savienojumu atSkirigo afinitati pie transportproteiniem (Zhang
et.al., 2012).

Karnittnam tiek piedéveéta nozimiga loma arT cukura diab&ta gadijuma un ar to
saistito komplikaciju neiropatiju attistibas noveérSana. Dazos pétijumos cukura diabéta
pacientiem konstatéta samazinata karnitina koncentracija asinis, tapéc iesaka papildus
ikdienas uzturam lietot karnitinu (Capaldo et.al., 1991; Mingrone, 2004). P&tijuma,
kura piedalijas 2. tipa cukura diab&ta pacientes, darba autori ieteica papildus lietot

karnitiu, it Ipasi diab&ta komplikaciju novérSanai (Poorabbas et.al., 2007). Tomer
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nesen veikta pétjjuma ir paradita apgriezta karnitina koncentracijas un neiropatisko
sapju saistiba, un noverots, ka pacientiem ar augstaku karnitina koncentraciju asins
plazma ir biezak diagnostic€tas neiropatiskas sapes (Liepinsh et.al., 2012).

Ta ka virieSu sekliniekos iesp&jama karnitina biosintéze, ka ari, nemot véra
karnitinam ilglaicigi piedévétas antioksidanta un vitamina funkcijas, ir petiti ta
iespgjamie efekti uz virieSu reproduktivo sisttmu (Kumar et.al., 2006). Viena no
galvenajam karnitina funkcijam ir nodroSinat energijas metabolisma procesus
spermatozoidos. Karnitins veicina spermas kustigumu un ietekme& spermatozoidu
nobrieSanu. Tas ir TpaSi svarigi, jo sperma taukskabju oksidéSana ir galvenais
energijas avots, tapéc ir butiski uzturét augstu karnitina koncentraciju, lai tas
nodroSinatu taukskabju transportu uz mitohondriju. Zems karnitina Iimenis samazina
taukskabju koncentraciju mitohondrija, tad€jadi samazinot gan energijas produkciju,
gan potenci un samazinot spermatozoidu kustigumu (Sinclair, 2000). Ir zinams, ka
s€klinieka piedeklt (epididymis) un taja esosSajos spermatozoidos ir augsta karnitina
koncentracija, lai nodrosinatu spermatozoidu funkcionalo darbasp&ju un kustigumu.

Karnitinu izmanto klinika, lai palielinatu spermas aktivitati pacientiem ar
spermatozoidu disfunkciju (Ng et.al., 2004). Ir dati, ka testosterona ietekmé palielinas
karnitina koncentracija $tinas, savukart gan virieSu, gan sievieSu seksualie hormoni
palielina karnitina koncentraciju un karnitina-acetil-transferazes aktivitati $iinas
(Cavallini et.al., 2004b). Karnitins samazina ari erektilo disfunkciju un uzlabo
orgasmu virieSiem ar dzimumhormonu koncentraciju asinis normas robezas (Cavallini
et.al., 2004a).

Vairakas publikacijas ir aprakstits, ka karnitina lietoSanas rezultata klinika
pacientiem uzlabojusies spermas kvalitate (Costa et.al., 1994; Ng etal., 2004).
Savukart citi dati norada, ka karnitina koncentraciju spermas plazma varétu izmantot
ka biokimisku auglibas markieri (Li et.al., 2007). Sadi iegiitie rezultati bitu daudz
ticamaki par testosterona noteikSanu asinis vai mitohondrialas aktivitates mériSanu
spermatozoidos (Ruiz-Pesini et.al., 2001). Lai gan vairakos eksperimentos un
klmiskajos petijjumos ir paradits karnittna un ta esteru iedarbiba uz erektilas
disfunkcijas un neauglibas arstéSanu, iegtitie rezultati nav parliecinosi un noverotais
efekts nekorele ar spermatozoidu kustiguma raditajiem un citiem klinika
izmantotajiem novertéSanas parametriem (testosterona un lipidu koncentracija,
gritniecibas iestasanas) (Agarwal un Said, 2004; Kumar et.al., 2006; Morano et.al.,

2007). Karnitina lietoSanas efekts uz virieSu seksualas kvalitates parametriem varétu
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biit maskéts ar ta komplic€to uzpemSanas regulaciju un homeostazi, kas uztur
vienmerigu karnitina koncentraciju in vivo. Vairakos pétijjumos konstatéts, ka, lai gan
karnitins lietots klinika deva 2 g diena, karnitina koncentracijas palielinasanos
spermas paraugos nekonstat&ja (Lenzi et.al., 2003; Lenzi et.al., 2004).

Gan cilvekiem, gan Zzurkam karnitina koncentracija plazma ir atkariga no
vecuma un dzimuma. Cilvékiem karnitina koncentracija pieaug pirma dzives gada laika
no = 15 lidz = 40 uM un nemainas abiem dzimumiem lidz sakas pubertate. VirieSiem
karnitina koncentracija paaugstinas un nostabiliz€jas augstaka Iimeni neka sievietem
(50 uM viriesiem un 40 uM sievieteém). Tas liek domat, ka dzimumhormoniem ir
ietekme uz karnitina koncentraciju plazma. Starp zurku dzimumiem ir vél izteiktakas
atskiribas. Zurku téviniem karnitina koncentracija asins plazma ir divreiz lielaka neka
zurku matitém (50 pM téviniem un 20 pM matiteém) (Vaz un Wanders, 2002). Savos
pétijumos Marson ar kolégiem (Marson et.al., 1991) ir paradijis, ka Simpanzu téviniem
palielinas karnitina koncentracija s€klas Skidruma, tai nobriestot reproduktivajos
organos. Seklinieku audos ekspreséjas GBBOH (Bieber, 1988; Rebouche et.al., 1984),
kuras aktivitate Zurku audos pieaug lidz ar seksualitates nobrieSanu, to pierada veiktie
mérfjumi séklvados (Carter et.al., 1987). Sie veiktie eksperimenti lauj domat, ka
karnitina produkcija varStu biit saistita ar spermatogenézes un spermas nobrieSanas
procesiem (Carter et.al., 1987).

Kopuma var teikt, ka, lai gan karnitins tiek plasi pétits un izmantots klinika ka
papildus terapija dazadu neirologisko slimibu gadijuma, tomér pé&tnieku viedokli par

karnitina darbibas mehanismiem un kliniskajiem ieguvumiem atskiras vai pat ir preteji.

1.2.2. Acetilkarnitins eksperimentalajos modelos un klinika

Acetilkarnitina efekti ir pétiti dazados neirologisko slimibu gadijumos,
pieméram, Parkinsona sindroma (Beal, 2003), Dauna sindroma (Pueschel, 2006),
Hantingtona slimiba (Goety et.al., 1990), ar vecumu saistitajos mentalajos
traucgjumos (Herrmann et.al., 1990), aknu encefalopatijas (Malaguarnera et.al.,
2008), ka arT amonija neirotoksiskuma gadijuma (Malaguarnera et.al., 2009;
Matsuoka un Igisu, 1992) (5. attels).

Gan karnitna, gan acetilkarnitina terapijas pozitivo ietekmi neirodegeneracijas
slimibu simptomu mazinaSana galvenokart saista ar mitohondriju elpoSanas
stimulaciju. Ar karnitina un acetilkarnitina palidzibu neironos pastarpinati tiek

nodroSinats mitohondriju membranas potencials un tadejadi uzturéts nepiecieSamais
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ATF razoSanas limenis (McDaniel et.al., 2003). Eksperimentalaja zurku modeli
acetilkarnitina terapija uzlaboja izzigas funkciju un uzlaboja ilglaicigo atminu, kas
tiek skaidrots ar sinaptisko plastiskumu, noveérSot NMDA receptoru zudumu un
palielinot neirotrofina veidoSanos, dzivniekiem novecojot (McDaniel et.al., 2003).

Dazadas neirodegenerativas slimibas, pieméram, Alcheimera saslim$ana, ir
saistitas ar mitohondriju disfunkciju un paaugstinatu oksidativo stresu, ka arl
samazinatu sinaptisko parvadi (Keating, 2008). Neironu funkcion€$anai nepiecieSami
ieveérojami energijas resursi, tapéc to sinapsu presinaptiskaja dala koncentréts ipasi
daudz mitohondriju (Palay, 1956). Mitohondriji razo gan ATF, gan aktivas skabek]a
formas (ROS), un iesp&jams, ka tam ir butiska nozime sinapSu darbibas regulacija
(Keating, 2008). Ta ka acetilkarnitins un brivais karnitins paaugstina mitohondriju
funkcionalitati un energétisko iznakumu, sagaidams, ka §is pasas molekulas varétu
darboties arT ka neirodegenerativo slimibu kavétajas un neirotransmisijas regulatori.
Par Alcheimera slimibas galveno iemeslu uzskata beta amiloidu (AP peptidi)
uzkrasanos. Stinu kultiira AP peptida uzkrasanas var samazinat acetil-KoA limeni un
holina acetiltransferazes aktivitati (Szutowicz et.al., 2005). Acetilkarnitina papildus
pievienoSana novérsa Sos efektus, tacu nesamazinaja nediferencéto Stnu mirstibu.
Acetilkarnitina pievienoSana diferenc€tu neiroblastu §tinam samazinaja gan oksidativo
stresu, gan ATF patérinu, gan $tinu mirstibu (Dhitavat et.al., 2002).

Veicot meta analizi, kura ieklava 21 pétfjumu par acetilkarnitina terapijas
ietekmi pacientiem ar viegliem Alcheimera slimibas simptomiem uz izzinas
procesiem, tika noveroti uzlabojumi pacientiem ar viegliem kognitivajiem
trauc&jumiem. Sajos p&tijumos tika izmantota no 1,5 lidz 2 g liela deva (Montgomery
et.al., 2003). Alcheimera slimibas gadijuma noverotais pozitivais efekts tika saistits ar
oksidativa stresa un nervu siinu bojaejas samazinajumu (Mancuso et.al., 2007). Valda
viedoklis, ka acetilkarnitins varétu biit ka alternativa terapija pacientiem ar
acetilholinesterazes inhibitoru nepanesibu. Interesanti, ka acetilkarnitina terapija
uzlaboja kognitivo darbibu arT petijuma ar alkoholikiem (Tempesta et.al., 1990).

Ar1 depresijas gadijuma iesaka acetilkarnitina terapiju. Ir vairaki p&tfjumi,
kuros paradits, ka acetilkarnitina terapija samazina depresijas simptomus (Garzya
et.al., 1990; Tempesta et.al., 1987). Malaguarnera ar kolégiem veicis pétjjumu, kura
acetilkarnitina terapija (2 g divreiz diena) samazina pacientiem depresiju, ka ar bailu

un trauksmes sajutu (Malaguarnera et.al., 2011).
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Acetilkarnitinam vairakos pétjjumos ir paradita aizsargajosa darbiba parejoSas
lokalas (Lolic et.al., 1997; Shuaib et.al., 1995) un vispargjas smadzenu iS€mijas
gadfjuma (Rosenthal et.al., 1992). Zurkam, pirms insulta operacijas vienreizgji
ievadot acetilkarnitinu, aizsargajoSus efektus nenovéroja: bojato smadzenu audu
daudzums bija lidzigs vai pat lielaks neka kontroles dzivniekiem (Jalal et.al., 2010).
Savukart taja pasa eksperimentalaja modeli demonstréts, ka, ievadot acetilkarnitinu
piecas dienas 400 mg/kg liela deva péc parejosa un ilgstosa insulta, novéro uz pusi
samazinatu bojato smadzenu audu daudzumu, salidzinot ar kontroles grupu (Jalal
et.al., 2010). Kliniskaja pé€tjuma (randomizéts, placebo kontrolets, dubultaklaja
manier€) insulta pacientiem, kuriem vargja nodalit normoksijas un hipoksijas zonas,
salidzinaja dazadu enzimu aktivitati oksidativa stresa apstaklos (Corbucci et.al.,
1992). Saja pétijuma atkariba no smadzenu bojajuma novéroja biatiskus vairaku
mitohondrija enzimu (laktata, piruvata un sukciata dehidrogenazes, citohroma
oksidazes) aktivitasu samazinajumus hipoksijas zonas audos. Acetilkarnitina terapija
dalgji samazinaja hipoksijas raditos bojajumus un pat veicinaja Siinu izdzivoSanu
hipoksijas zona (Corbucci et.al., 1992). Tomér nepiecieSami papildu pé&tijumi, lai
saprastu, kadas acetilkarnitina devas un terapijas veidu izvéleties sekmigaku
terapeitisko rezultatu sasniegSanai.

Pastav uzskats, ka acetilkarnitina darbibas mehanisms varétu bt saistits ar
antioksidativo darbibu un uzlabotu mitohondriju energétiku, kas pasargaja tos no
neiropatijas raditas sapju sajitas (Vivoli et.al., 2010). Vairakos p&tijumos ir paradits,
ka acetilkarnitina terapija samazina sapigas neiropatijas (Abdul Muneer et.al., 2011;
Binienda et.al., 2010), antiretrovirusu toksiskas neiropatijas (Herzmann et.al., 2005)
un kimijterapijas izraisitas neiropatijas (Ido et.al., 1994). Polineiropatiju gadijuma
acetilkarnitins uzlabo nervu signalu parvadisanu un nervu skiedru atjaunoSanos (Sima,
2007).

Interesanti, ka vairakos pétijjumos ir paradits, ka acetilkarnitina terapija
palielina spermatozoidu kustigumu neaugligiem virieSiem ar spermas attistibas

problémam (Balercia et.al., 2005; Lenzi et.al., 2004).
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5. attels. Karnitina un acetilkarnitina izmantoSanas iesp€jas klinika.

Smadzenes energijas ieguvé izmanto galvenokart glikozi, tacu tas trukuma
apstaklos lieto alternativus energijas avotus. Ir zinams, ka bada stavokli picaug lekmju
biezums epilepsijas pacientiem (Badawy et.al., 2013), tapéc energijas patérinu vajag
regulét. STiemesla d&] epilepsijas pacientiem iesaka ketogéno ditu, kas ir bagatiga ar
taukiem, bet ar zemu oglhidratu saturu. Ir zinams, ka ketogéna dieta var efektivi
samazinat krampju lekmes dazadu epilepsiju gadijumos (Ma et.al., 2007). Ketonu
dieta un acetilkarnitina lietoSana dod lidzigus rezultatus. Tada veida tiek palielinata
beta-oksidacija, mitohondriju biogenéze un energijas rezerves. Abos gadijumos
noveéro iekaisuma citokinu (TNF-a un IL-1B) limenu samazinasanos. Daudzas no
iepriek$ aprakstitajam acetilkarnitina neiroprotektivajam 1pasibam var tikt izmantotas
epilepsijas pacientu arstéSana, pieméram, ietekméjot neirotransmiteru sintézi. Ta ka
stimulétas tauku vielmainas gadijuma biezak novéro apoptozi un paaugstinatu brivo
radikalu Itmeni (Li et.al., 2005), acetilkarnitins saista brivos radikalus un darbojas ka
anti-apoptotisks agents. Lai gan nesen veikta eksperimenta acetilkarnitins neparadija
pretkrampju darbibu, tomér autori iesaka turpinat p&tijumus (Smeland et.al., 2012).

Kopuma var secinat, ka gan karnitins, gan acetilkarnitins ir farmakologiski
aktivas vielas, tomér to efektivitate ne vienmér ir klmiski pieradita. Pieméram,
acetilkarnitina petijjumos ir zinots par biitiskiem biokimisko un psihisko raditaju
uzlabojumiem (Montgomery et.al., 2003), tacu eksisté arT petijumi, kuros bitiskas

izmainas klmika nav noveérotas (Thal ez.al., 2000).
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1.2.3. Mildronats ka karnitina signalcelus inhibgjoss agents

Organisma Itmeni karnitina homeostaze tiek strikti reguléta, un papildus
palielinat ta koncentraciju audos ir saméra sarezgiti, tapéc $adi iegitie rezultati nav
parliecinosi, un karnitina sist€émas pétjjumiem ieteicamak izmantot citu stratégiju —
karnitina koncentracijas samazinasanu audos. Lidz $im zinamakais farmakologiskais
agents karnitina koncentracijas samazinasanai ir mildronats. Ka mildronata primarais
biokimiskais iedarbibas mehanisms sakotngji tika petita karnitina biosintézes
inhibéana, jo atklaja, ka mildronats ir karnitina priekSteca, GBB, sintezes
nekonkurents inhibitors (6. att€ls, Simkhovich et.al, 1988). Velakie pétijumi
apstiprinaja, ka mildronata ievadiSanas rezultata tiek samazinata karnitina
koncentracija audos, jo mildronats ne tikai ir GBBOH inhibitors, bet arT kavé
karnitina atpakaluzsiikSanos nierés ka OKTN2 konkurgjosais inhibitors (Hayashi

et.al., 2000; Kuwajima et.al., 1999; Spaniol et.al., 2001).

GBB

hidroksilaze

g9 J

Mildronats

6. attels. Mildronats kavé GBB hidroksilazes aktivitati un karnitina sintézi no
GBB.

Sis mehanisms nodrogina atru karnitina koncentracijas samazinasanos asins
plazma, kamér ta koncentracija audos mainas 1énam. Mildronata ietekmei uz karnitina
transportu nier€s varetu bit nozimiga loma kopgjas karnitina koncentracijas
regulacija.

Iepriek§ veiktie p&tjjumi neapSaubami pierada, ka mildronats samazina gan
kopgjo, gan brivo karnitina daudzumu audos, veicot eksperimentus ar zurkam
(Hayashi et.al., 2000; Kuwajima et.al., 1999; Tsoko et.al., 1995) un jurasciicindm
(Dhar et.al., 1996). Ir aprakstits, ka mildronats samazina karnitina koncentraciju
zurku asins plazma, sirds un aknu audos (Liepinsh etz.al., 2006; Spaniol et.al., 2001).
Mildronats par 20% samazina ari karnitina koncentraciju cilvéka asins plazma

(Liepinsh et.al., 2011). Ta ka karnitina koncentracija audos ir 20-50 reizes augstaka

28



neka seruma, kavejot karnitina transportu caur plazmatisko membranu, tiek kontroléta
S$tinas pieejama karnitina koncentracija.

Ir paradits, ka, samazinot karnitina koncentraciju, mildronats kavé KPT-1
enzima aktivitati, ka rezultata samazinas brivo taukskabju daudzums, kas
parprodukcijas rezultata boja mitohondriju membranu (Kuka et.al., 2012). Mildronats
aizsargd no iS€mijas raditajiem bojajumiem sirds audus, samazinot infarkta izmeru
(Liepinsh et.al., 2006), ka arT samazina aterosklerozes attistiSanos (Vilskersts et.al.,
2009). Mildronata terapija ar1 samazina hemodinamikas trauc&umus un optimizé
skabekla lidzsvaru smadzengs (Beketov etal., 2000), tadgjadi wuzlabojot
neiropsihologiskos parametrus, neirologisko funkciju atjauno$anos un hemodinamiku
iS€misku patologiju gadijuma (Dziak un Golik, 2003; Suslina et.al., 2003; Vinichuk,
1991). Nesen veikta randomizeta, dubultakla, paralelu grupu petijjuma ir paradits, ka
mildronats samazinaja invalidates iznakumu un uzlaboja neirologisko funkciju akita
iS€miska insulta gadijuma (Zhu et.al., 2013).

Vél viens mildronata pielietojums neirologija ietver visparéju stavokla
uzlaboSanu péc alkohola intoksikacijas (Sakvarelidze, 2006). Mildronats tiek
izmantots ar1 papildus terapijai diab&ta pacientiem sensorimotoro neiropatiju
arsteSanai (Statsenko et.al., 2008), ka arT ir paradits, ka mildronata terapija aizsarga no
sapju jutiguma zuduma 2. tipa cukura diab&ta eksperimentalaja modelt Goto-Kakizaki
zurkas (Liepinsh et.al., 2009b). Ari citu autoru darbos ir paradits, ka mildronats
samazina neiropatijas attistibu streptozotocina eksperimentalaja modeli (Sokolovska
et.al.,2011). Bez tam 2. tipa cukura diab&ta pacientiem, lietojot mildronatu 1 g diena
papildus pamatterapijai, novéroja neiropatisko simptomu un neiropatisko traucgjumu
samazinajumu (Statsenko et.al., 2008).

Vairakos pétijumos ir skaidroti mildronata neiroprotektivas darbibas
mehanismi  (Klusa et.al, 2013; Klusa etal., 2010). Zurku eksperimentilaja
Parkinsona slimibas modeli hroniska mildronata ievadiSanas rezultata tiek samazinati
6-hidroksidopamina izraisitie bojajumi smadzenu audos (Klusa et.al., 2010). Jaunakie
pétfjumi rada, ka mildronata neiroprotektivas darbibas mehanismi varétu bt saistiti ar
holiergisko un glutamatergisko vielmainu celiem (Klusa et.al, 2013), un ari ar
pretiekaisuma darbibu (Liepinsh et.al., 2013; Rumaks et.al., 2012).

Lai gan vairaki petijumi ir veltiti mildronata aktivitates izp&tei neirologisko

saslimSanu gadijuma, tomér Iidz $im mildronata efekti ir maz petiti iS€mijas raditu
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smadzenu bojajumu un neirologisko funkciju trauc€jumu gadijuma. Lidz ar to biitu

nozimigi talakie p&tjjumi un iesp&jamo darbibas mehanismu skaidroSana.
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2. MATERIALI UN METODES

2.1. Eksperimentalie dzivnieki

Eksperimentiem izmantoja pieauguSus Wistar linijas zurku te€vinus un matites
ar kermena sakuma masu 250-330 g un /CR limijas pelu tévinus ar kermena sakuma
masu 2025 g. Zurku t&vini un matites un pelu tevini tika nopirkti no Rigas Stradina
universitates Eksperimentalo dzivnieku laboratorijas vivarija Latvija. Eksperimenta
laika dzivniekus izvietoja Latvijas Organiskas sintézes institlita Farmaceitiskas
farmakologijas laboratorijas vivarija telpas, kas atrodas Latvijas Biomedicinas
petijumu un studiju centra (BMC) telpas Riga, Ratsupites iela 1. Peéc dzivnieku
attransportéSanas ievéroja adaptacijas periodu (vismaz 7 dienas) lidz eksperimentu
sakumam un tika veikta dzivnieku nemsSana rokas (handling), lai pieradinatu
dzivniekus pie eksperimentétajiem. Eksperimenta laika zurkas un peles tika turétas
standarta sprostos. Tika nodro§inati eksperimentalo dzivnieku uzturéSanas standarta
apstakli (gaisa temperatiira 21-23°C, relativais gaisa mitrums 65 = 10%, 12 stundu
gaismas/tumsas cikls). Baribai izmantoja standartiz€to di€tu no firmas LABFOR
(Lactamin AB, Zviedrija), dzeramais tidens bija pieejams bez ierobezojuma. Visas
eksperimentalas procediiras ar laboratorijas dzivniekiem tika veiktas saskana ar
2010. gada 22. septembr1 pienemto Eiropas Savienibas direktivu 2010/63/EU un
saskanotas ar Latvijas Republikas Partikas un veterinaro dienestu un Dzivnieku
aizsardzibas €tikas padomi (skatit 1. pielikumu).

Izvertejot akitas mildronata ievadiSanas efektus, mildronatu injicgja
intraperitoneali (i.p.) devas 100 un 200 mg/kg pieaugusiem /CR linijas pelu téviniem
(n=7-10) un Wistar lIinijas zurku teévigiem (n = 8).

Lai izvertétu ilgstoSi samazinatas L-karnitina koncentracijas ietekmi uz
seksualo uzvedibu, seksuali nepieredz&jusiem Wistar linijas Zurku t€viniem 14 dienas
perorali (p.o.) ievadija mildronatu koncentracija 30, 100 un 300 mg/kg (n = 10).
Seksualas uzvedibas testa tika izmantotas nepieredzgjusas Wistar linijas Zurku matites
(n=10).

Lai novertétu vid€jas cerebralas artérijas okliizijas (VCAO) ilguma ietekmi uz

sensori-motorajam funkcijam un atminas darbibu, Wistar linijas zurku t€viniem tika
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veikta VCAO operacija ar 90 (n = 8) vai 120 (n = 12) min. ilgu okliiziju, vai bez
okluzijas — viltus operétie (n = 21).

Lai izvertetu L-karnitina nozimi insulta gadijuma, tika veikta 90 min. VCAO,
péc kuras tika ievadits mildronats. PieauguSiem Wistar linijas Zurku te€viniem péc
VCAO intraperitoneali (i.p.) tika injic€ts mildronats devas 100 (n = 6) un 200 (n = 8)
mg/kg 120 min. péc reperfiizijas, péc tam vienu reizi diena 14 dienas. Kontroles un
viltus operétas grupas dzivnieki sanéma fiziologiska skiduma (0,9% NaCl) injekcijas
(ml/kg).

Lai izvertétu ilgsto$i samazinatas L-karnitina koncentracijas ietekmi uz
smadzenu audu energétisko vielmainu normoksijas un hipoksijas apstaklos, Wistar
Iinijas zurku tevigpiem 14 dienas p.o. ievadija tdeni (n = 12) vai mildronatu

koncentracija 100 mg/kg (n = 12).

2.2. Materiali

Izmantotas kimikalijas un reagenti: natrija hlorids (NaCl), kalija hlorids (KCl),
natrija hidrogéna fosfats (Na,HPO,4 - 12H,0), kalija dihidrogéna fosfats (KH,POy),
formaldehids, acetons, etikskabe, hloroforms, natrija fluorids (NaF), Triton X-100,
kalcija hlorids (CaCl,), natrija dodecilsulfats (SDS), amonija persulfats, L-karnitins,
magnija hlorida heksahidrats (MgCl, x 6H,0), trihloretikskabe, saharoze, o-
ketoglutarats, oksalacetats, Igepal CA 630 un amonija acetats tika iepirkts no Acros
Organics (Belgija). Meldonijs (3-(2,2,2-trimetilhidrazinija) propionata dihidrats
(teksta lietots razotdja izmantotais nosaukums — mildronats)) tika sanemts no AS
,,Grindeks” (Latvija). Etilendiamintetraetikskabe (EDTA), TRI reagents, pepstatins,
leipeptins, aprotinins, B-estradiola 3-benzoats, progesterons, GBB, vérSa seruma
albumins (BSA), pepstatins, aprotinins, Folin-Ciocalteu reagents, N,N,N'N'-
tetrametil-p-feniléndiamina  dihidrohlorids  (TMPD) un  Tris[hidroksimetil]
aminometans (Tris-HCI), antimictna A, rotenons, etilénglikola tetraetikskabes
(EGTA), nikotinamida adenindinukleotids (NAD), ATF, adenozina difosfats (ADF),
sukcinats, 5,5’-ditio-bis-(2-nitrobenzoskabe) (DTNB),  4-(2-hidroksietil)-1-
piperazinetansulfonskabe (HEPES), pentiléntetrazols (PTZ), (+)-bikukulins (BIK),
johimbins, NG-nitro-L-arginins (L-NAME), tiamina pirofosfats, glutamats, askorbats
un karboksiatraktilozids tika iepirkts no Sigma-Aldrich (Vacija). Etanols tika iepirkts
no SIA Enola (Latvija). Fenilmetilsulfonilfluorids, N,N,N',N'-tetrametiletiléndiamins
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(TEMED), akrilamids tika iepirkts no Fluka Chemical (Sveice). Ketaminu iepirka no
Bremer Pharma GMBH (Vacija), un ksilazinu iepirka no Laboratorios Calier
(Spanija). Acil-KoA un acil-karnitins tika iegadats no Larodan (Zviedrija).
Fiziologiskais $kidums — 0,9% natrija hlorids (NaCl 0,9%) — tika iepirkts no
Fressenius Kabi (Polija). Metanols un acetonitrils tika pirkts no Merc (Vacija).
Atropinu iepirka no Nycomed Pharma AS (Norvégija), penicilins G tika iepirkts no
Sandoz Gmbh (Austrija), tramadolu iegadajas no Novo mesto (Slovénija), 2,3,5-
trifeniltetrazolija hloridu (TFT) iepirka no Alfa Aesar (Vacija), izofluranu iepirka no
ABOTT (Lielbritanija), skabekla un slapekla dioksida inhalgjamas gazes tika iepirktas
no AGA (Latvija).

stratos

Paraugi tika centrifugéti ar Biofuge centrifigu (Thermo Electron
Corporation, ASV). Optiskais blivums tika noteikts ar pQuant platiSu spektrometru
(BioTec, Lielbritanija). PlatiSu maisiSanai izmantojam Thermo Shaker PST-60HL-4
kratitaju (Biosan, Latvija). Spermas kvalitates noteikSanai tika izmantots Ergoval
mikroskops (Carl Zeiss, Vine).

Anestéziju nodroSindja ar inhal€jamas narkozes aparatu Porter (ASV).
Manipulacijam izmantoja operacijas galdu Scanbur (Danija). Audi tika fotografeti ar
digitalo spogulkameru Sony A700 (Japana), apstradati un analiz€ti ar programmu
Image-Pro Plus 4.5. (ASV). Asinsvadus koagulgja ar koagulatoru SMT BM (Cehija).

Smadzenu grieSanai izmantoja smadzenu matricu Alto Imm (ASV).

2.3. Metodes

2.3.1. Uzvedibas testi akiuito efektu noverteSanai pec mildronata

ievadiSanas

2.3.1.1. Mildronata pretkrampju darbibas mehanismu noskaidroSana

Lai petitu mildronata pretkrampju darbibu, tika izmantota Kkimisko
konvulsantu: pentilén-tetrazola (PTZ) (Loscher et.al., 1991; Mandhane et.al., 2007)
un GASSa receptora konkurgjosa inhibitora bikukulina (BIK) (Meldrum, 1975)
intravenoza (i.v.) ievadiSanas metode. Konvulsanti — 1% PTZ un 0,01% BIK — tika
injic€ti pelu astes véna ar konstantu atrumu 20 pl/2 sek. Tika registréti kloniskie un

toniskie krampji. Ka jutibas sliekSpa raditajs tika noteikts kimisko konvulsantu
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(mg/kg) minimala deva, kas nepiecieSama, lai izraisitu kloniskos un toniskos
krampjus.

Mildronats tika injicéts i.p. devas 100 un 200 mg/kg. Darbibas mehanismu
noskaidros$anai eksperimenta tika izmantots ar-adrenoreceptoru antagonists johimbins
un NO sintazes inhibitors NG-nitro-L-arginins (L-NAME). Johimbinu injic€ja 2
mg/kg i.p. 30 min. pirms mildronata vai fiziologiska skiduma. L-NAME 10 mg/kg
tika injicéts 5 min. pirms mildronata vai fiziologiska skiduma. Eksperimentu veica 30

min. p&c mildronata vai fiziologiska skiduma injekcijas.

2.3.1.2. Hipnotiskas darbibas tests

Mildronata ietekme uz hipnotisko stavokli tika noteikta etanola hipnotiskas
darbibas testa. Hipnotiskas darbibas ilgumu noteica p&c ,,sanu gulas” no briza, kad
dzivniekam konstatgja ,,parvelSanas” refleksa zudumu (PRZ) péc etanola injekcijas,
lidz bridim, kad reflekss atjaunojas. Hipnotiskas darbibas izraisiSanai etanols tika
injicéts i.p. deva 3,5 g/kg.

Mildronats tika injic€ts i.p. devas 50, 100 un 200 mg/kg 30 min. pirms etanola
injekcijas. Darbibas mehanismu noskaidroSanai eksperimenta tika izmantots oy-
adrenoreceptoru antagonists johimbins un NO sintazes inhibitors L-NAME.
Johimbinu deva 1 mg/kg ievadija ip. 30 min. pirms mildronata vai fiziologiska
skiduma. L-NAME 10 mg/kg tika ievadits 5 min. pirms mildronata vai fiziologiska

Skiduma.

2.3.1.3. Smadzenu garozas asins pliissmas mertjumi Zurkam

Eksperimentam tika izmantoti pieaugusi, 310 + 20 g smagi Wistar linijas
zurku tévini. Zurkas tika anestezétas i.p., ievadot anestézijas maisTjumu, kas sastavéja
no ketamina (100 mg/kg) un ksilazina (10 mg/kg). Anestézijas dzilums tika regulari
kontrolets, parbaudot acs un kepas refleksus. Kermena temperatiira tika uzturéta
nemainiga — 37 £ 0,5°C, merot ar termometru (HSE, Harvard Apparatus, Vacija) visu
operacijas laiku. Dzivnieka galva tika ievietota stereotakses aparata (Steolting, ASV),
pa skalpa viduslimiju tika veikts iegriezums, tika atsegts galvaskauss, atbidot adu.
Smadzenu asins plismas mérfjjumiem tika izveidots caurums kreisaja pieres kaula
dala. Sis caurums atradds 5 mm uz saniem un 2 mm uz mugurpusi no Bregmas.
Smadzenu garozas asins plisma tika registréta ar lazera Doplera plismas méritaju

(Model: OxyFlo 2000, Oksforda Optronix, Lielbritanija) caur izurbto caurumu
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galvaskausa (Takada et.al., 2001). Asins pliismas vertiba tika izteikta procentuali no
kontroles Itmena.

Mildronats tika injicéts i.p. deva 200 mg/kg 10 min. pirms anestézijas. Etanols
tika injicéts 7.p. 600 mg/kg (30%, 2 ml/kg) 30 min. pirms mildronata vai fiziologiska

Skiduma injekcijam.

2.3.1.4. Asins plusmas un skabekla daudzuma izmainas Zurku smadzenés

péc islaicigas a.carotis communis okliizijas

Zurkas tika anestezétas ka iepriek$ aprakstits. Kermena temperatiira tika
uzturéta nemainiga 37 £ 0,5°C, mérot ar termometru (HSE, Harvard Apparatus,
Vacija) visu operacijas laiku, okluzijas un 30 min. reperfuzijas laika.

Kreisa a.carotis communis (CCA) tika ripigi izol€ta un atdalita no n.vagus,
tadgjadi padarot CCA viegli pieejamu.

Smadzenu asins plisma tika meérita ar lazera Doplera plismas zondi (zondes
gala diametrs 1 mm), kas tika piestiprinata pie pliismas meéritaja (Oxford Optronix,
Lielbritanija) un ievietota 1 mm diametra aplveida cauruma galvaskausa (5 mm uz
saniem un 2 mm uz mugurpusi no Bregmas). Skabekla piesatinajums tika mérits caur
kreisa sana ventrikulu (0,9 mm uz aizmuguri un 1,3 mm sanis no Bregmas un 3,5—
4,0 mm dziluma no galvaskausa virsmas), izmantojot skabekla zondi (zondes gala
diametrs 280 pum). Datu registréSanai izmantoja oksigenacijas monitoru (OxylabpO2,
Oksforda Optronix, Lielbritanija). Kreisa CCA tika nosieta ar diegu, péc 5 min. diegu
ats€ja un veica reperfiiziju. Asins plisma un skabekla piesatinajums tika mérits pirms
okliizijas, okliizijas laika un 30 min. p&c reperfuzijas.

Mildronats tika injicéts i.p. 10 min. pirms okluzijas devas 100 un 200 mg/kg.

2.3.1.5. Kusttbu aktivitates tests

Kustibu aktivitates noteikSanai izmantoja melnu astopstiiru arénu (36 cm
diametra), kuras pamats sadalits ar baltu Iiniju astonas trisstiira formas. Arénas sienas
bija seSpadsmit caurumi, katra cauruma diametrs 2 cm. Peles tika saudzigi novietotas
arénas centra, un tika registréta horizontala (pele pargajusi pari horizontalajai Iinijai ar
visam Cetram kepam), vertikala (pacelSanas uz divam kepam) un izpétes (pele purnu
iebaz siena izvietotajos caurumos) aktivitate. Test€Sana notika Cetras secigas 4 min.
sesijas, kas uzsaktas 30, 60 un 120 min. p&c i.p. mildronata ievadisanas devas 30, 100

un 300 mg/kg.

35



2.3.4. Seksualas uzvedibas novérosana

Eksperimenta izmantotie dzivnieki tika izvietoti nodalitas vivarija telpas,
tevini un matites atseviski, lai tie savstarp&ji nesatiktos pirms eksperimenta sakuma.
Papildus tam dzivnieku adaptacijas perioda (7 dienas) tie tika pieradinati pie nobidita
gaismas-tumsas rezima vivarija (gaisma no 02:00 lidz 14:00). Tas tika darfts, lai testa
eksperimentalas dalas uzsakSanas laika zurku t@vipiem biitu salidzino$i lielaka
aktivitate (Agmo, 1997). Katra testa diena parbaude tika veikta lidzigam zurku t&vinu
skaitam no visam p&tfjuma grupam.

Seksualas uzvedibas tests tika izpildits dienas/nakts cikla (15:00-20:00) tumsaja
fazg, sarkana apgaismojuma, izmantojot ieprieks seksuali nepieredz&jusas zurkas. Katru
zurku ievietoja atseviSska caurspidiga noveroSanas biritt (36 x 24 x 33 cm) 30 min.
adaptacijas periodam. P&c adaptacijas perioda pie t€viniem tika ievietotas matites un
tika noverotas un registrétas $adas t€vinu darbibas.

UzkapSana uz matites (7.A attéls), kas parasti tika veikta no aizmugures, izdarot
strauju iegurpa grudienu. Nepieredz&jusi té€vini un dazreiz arl pieredz&jusi tévini var
uzkapt matitei nekorekti — uz galvas, no sana. Sada veida uzkap$ana netika registréta.

Intromisija jeb vaginala iedzilinasanas (7.B attéls), kas sakas ar uzkapsanu, tad
tévins izdara dzilu grudienu uz priekSu un neizdara iegurpa grudienu. Vin$ energiski
atkapjas un vienmer aplaiza savu dzimumlocekli. P&c intromisijas tévins nekad uzreiz
neuzkapj atkal (7.C attéls).

Ejakulacija (7.D attels), kas sakas ar intromisiju, bet p€c vaginalas
iedzilinasanas (dzil§ grudiens uz prieksu) tévins paliek uz matites 1-3 sek. Tevins 1eni
pacelas kajas, un priekskajas ir paceltas aug$a un atvértas. Tevin$ aplaiza savu
dzimumlocekli un ta apkartni un klist neaktivs 4—7 min. P&c ejakulacijas matite dodas

prom no tévina (Agmo, 1997).
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7. attéls. Zurku seksualas uzvedibas izverté§anas parametri: A - uzkap$ana, B —

intromisija, C — péc intromisijas, D - ejakulacija.

Zurku seksualas aktivitates tests tika partraukts, ja konstatgja kadu no Siem
kriterijiem:
e nav intromisijas vai uzkapSanas 30 miniiSu laika p&c matites ievietoSanas
buri,
e 7zurkas nav seksuali aktivas 30 miniites pec pedgjas ejakulacijas,
e nav notikusi ejakulacija 60 mintsu laika p&c koposanas cikla sakuma.
Zurku tévinu seksudlas uzvedibas testa registréja un aprékindja $adus
aktivitates raditajus:
+¢ latentais periods lidz pirmajai uzkapsanai (ML),
¢ latentais periods lidz pirmajai intromisijai (IL),
% parosanas cikla vidg€jais ilgums (EL),
¢ uzkapsanu skaits cikla laika (MF),
¢ intromisiju skaits cikla laika (IF),
% latentais periods starp péd€jo ejakulaciju un nakamo pirmo intromisiju
(PED),
* parosanas efektivitate (intromisiju skaits ciklu laika/(intromisiju

skaits+uzkapsanu skaits)) (CE),
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% starpintromisiju intervals (parosanas cikla vidgjais ilgums/intromisiju
skaits cikla laika) (IIT).

Péc So parametru novertéSanas eksperimentalas grupas zurku seksualo
aktivitati salidzinaja ar kontroles grupas dzivniekiem un tika izdariti secinajumi par
vielas ietekmi uz seksualas uzvedibas aktivitati (Ottani et.al., 2002).

Zurku matites tika sagatavotas pirms seksualas uzvedibas testa. Zurku matitém
48 stundas pirms eksperimenta subkutani (s.c.) injic§ja estradiola benzoatu
(12 pg/zurku/0,1 ml), kas nodroSina matiSu gatavibu seksualai aktivitatei, atrodoties
estrus-fazg, un 4,5 stundas pirms eksperimenta — progesteronu (500 pg/zurku/0,1 ml),
kas palidz novérst gritniecibas iestaSanos. Seksualas uzvedibas tests tika veikts 24
stundas peéc p&dgjas ievadiSanas, pecpusdiena ap plkst.15:00.

Katra eksperimentalaja grupa tika ieklauti 10 teévini un 10 matites, jo
ieprieksejos eksperimentos iegiitie rezultati liecinaja, ka mazakas dzivnieku grupas
gadijuma nav iesp&jams korekti izvertét vielas efektu, sasniedzot ticamus rezultatus

vertéjamos parametros.

2.3.5. Spermas kvalitates noverteSanas analize un reproduktivo

organu svars

Spermas kustigumu noveértéja kontroles un mildronata (100 mg/kg) Zurku
tevinu grupam. P&c seksualas uzvedibas testa zurku tévini tika dekapitéti un veiktas
turpmak aprakstitas procediiras. Spermas paraugs tika pemts no viena s€klinieka
piedekla (cauda epididymis). Pied€kla saturs tika izspiests uz priekSmeta stiklina un
atSkaidits p&c nepiecieSamibas ar fiziologisko $kidumu (0,9% NaCl), péc tam tas tika
samaisits, lidz tika ieglts viendabigs maisfjums. leglito preparatu parvietoja uz
ieprieks silditas hemocitometra (Gorjajeva) kameras 20-25°C un noteica aglutinaciju
un spermas blivumu, skaitot spermatozoidus 25 kameras laukumos gaismas Ergoval
mikroskopa pie palielinajuma 10x16. Tapat tika arT saskaititi:

o kustigie spermatozoidi ar salidzinosi lielu parvietoSanas atrumu;

o vibréjosie spermatozoidi, kuri kustas uz vietas bez parvietosanas;

o nekustigie spermatozoidi;

o aglutinacija — kustigo spermatozoidu salipinasanas sava starpa ar

galvinam, astém vai abam (WHO, 1999).

Rezultati tika izteikti procentuali no summara spermatozoidu skaita.
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Reproduktivo organu svaru noteica kontroles un mildronata (100 mg/kg)
zurku teévinu grupam péc seksualas uzvedibas testa. Organi tika attiriti no liekiem
audiem. P&c tam tos mazgaja fiziologiskaja skiduma (0,9% NaCl) un nosvéra. Organu
svars tika izteikts relativi — vid€jais paru organu svars pret 100 g Zurkas kermena

svara (g/100g).

2.3.6. Videjas cerebralas arterijas okluzija

Zurkas operacijas sakuma sanéma 5% inhaléjamo izoflurana ievadnarkozi
(maistjuma ar NO,:0,, 50:50), anestezijas uzturéSanai izmantoja 2-3% izoflurana
narkozi. Pirms operacijas uzsakSanas tika veikta narkozes dziluma kontrole,
parbaudot astes un acs refleksus. Pirms operacijas visiem dzivniekiem s.c. tika injicéts
tramadola Skidums 5 mg/kg atsapinasanai, penicilina Skidums 150 mg/kg, lai
pasargatu dzivniekus no infekcijas riska, un atropmna Skidums 0,05 mg/kg, lai
samazinatu sekréciju.

ISemiska insulta izraisiSanai smadzenu audos tika izdarita parejosa vidgjas
cerebralas arterijas (90 vai 120 min.) okliizija, ievietojot art€rija nosprostojoso diegu
(Jolkkonen et.al., 2003; Longa et.al., 1989). Nosprostojosa diega gals bija parklats ar
5 mm garu silikona kartu, ka aprakstits Sprata pétijuma (Spratt et.al., 2006). Zurkai
operacijas vietu noskuva un dezinficgja ar 96% etilspirtu. Veica garenisku griezumu
kakla rajona priekSpuse, atbrivojot a.carotis communis no muskulaudiem, fascijam un
nerviem. Nos€ja a.carotis externa un a.pterygopalatine, pec tam sec€ja un koaguleja
a.superior thyroidea un a.ascending pharyngeale. Uz a.carotis communis un
a.coarotis interna uzlika pagaidu klipsi un caur 1 mm lielu griezumu a.carotis externa
ar nosprostojoSo diegu palidzibu blok&ja a.carotis interna un a.middle cerebrale,
ievadot to 19 mm dzili (skat. 8. att€lu.). Diegu péc 90 vai 120 min. izvilka ara un
griezuma vietu kakla priekSpus€ aizSuva. P&c operacijas katra zurka sanéma 3 ml

0,9% NaCl injekciju s.c.
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8. att€ls. Videjas cerebralas artérijas (VCA) okliizijas modelis Zurka.

2.3.7. Uzvedibas testi péc videjas cerebralas artérijas okluzijas

Eksperiment&taji, kuri veica operacijas, dzivnieku uzvedibas testus un
analiz€ja smadzenu griezumus, nebija inform&ti par izméginajuma dzivnieku
sadalfjumu pa grupam lidz individualo dzivnieku datu analizes pilnigai pabeigSanai.
Dzivnieki uzvedibas testos tika apmaciti pirms operacijas. VCA okliuzijas ilguma
ietekme uz zurku sensori-motoro funkciju tika parbaudita 3., 7. un 14. diena péc
operacijas. Atminas testi tika veikti 6., 7., 12. un 14. diena p&c operacijas (9.A attgls).
Mildronata ietekmes noveértéSanai uz VCAO izraisitiem bojajumiem dzivnieki
uzvedibas testos tika apmaciti pirms operacijas. Sensori-motoro funkciju testi tika
veikti 3., 7. un 14. dienda peéc VCAO, diennakts cikla gaiSaja dala (9.B attéls).

Metodes, kas tika izmantotas uzvedibas testu veikSanai, ir aprakstitas zemak.
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Kepu un tisu kairindjuma izsaukto Kepu un isu kairindjuma izsaukto kepu novietosanas,

kepu novietosanas, cilindra un cilindra un parvieto$anas pa laipu testi
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analize
Histologiska
B VCAO analize
Tika vadits mildronats
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432|101 ]2]3]4]5]6]7]8]9]10]11]12]13]14]

L[] I I |

ParvietoSanas pa Kepu un {isu kairinajuma izsaukto kepu novietoSanas,

laipu testa apmaciba cilindra, parvietoSanas pa laipu un rot&josa stiena testi

9. attels. VCAO eksperimentu dizaini. (A) VCA okliizijas 90 un 120 min. ietekme uz
zurku sensori-motoro un atminas funkciju. (B) Mildronata ietekme uz VCAO izraisitiem
bojajumiem. Mildronats injicéts devas 100 un 200 mg/kg i.p. 120 min. pec reperfiizijas,

terapija tika turpinata 14 dienas.

2.3.7.1. Kepu novietoSanas tests

Kepu novietoSanas testu izmantoja, lai noteiktu pakalgjo kepu un priekskepu
taktilo un proprioceptivo stimulu izmainas pe&c operacijas, tadgjadi secinot par
sekmigu VCAOQO. Tests sastdv no septiniem kepas novietoSanas uzdevumiem ar
novertéjuma skalu no 0 Iidz 2, attiecigi: 2 — zurka pareizi izpilda uzdevumu; 1 — Zurka
uzdevumu izpilda ar 2 un vairak sekunzu nokavésanos; 0 — Zurka uzdevumu neveic
vai arl izpilda nepareizi. Kop€jais punktu skaits viltus operétajam zurkam bija 14
balles (Jolkkonen et.al., 2000; Puurunen et.al., 2001). Pirms testa veikSanas zurkas
tika pieradinatas pie eksperimenta veicgja. Eksperimenta laika zurkam tika
parbauditas kepas abas kermena pus€s. Pirmaja uzdevuma Zurka tika novietota uz
galda virsmas un tas priekskepa maigi atvilkta atpakal, un novérota kepas novietosana

sakotngja stavokli, otraja uzdevuma tas pats tika veikts ar pakalkepu. Veicot treSo
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uzdevumu, zurka tika novietota uz galda malas ta, lai abas pakalkepas atrodas uz
galda virsmas, bet kermenis pacelts 45° lenkT virs galda, kepa tika maigi novilkta nost
no galda virsmas, un novértéta kepas novietosana atpakal uz virsmas. Tapat tika darfits
ar priekSkepam (ceturtais uzdevums). Piektaja uzdevuma zurka tika novietota uz
galda virsmas un uzmanigi stumta uz priekSu, tadejadi parbaudot priekskepu
pretestibu. Sestaja uzdevuma dzivnieks tika novietots uz galda virsmas un vipam
viegli tika uzspiests kriiSu rajona, péc tam priekSkepu atvilka uz mugurpusi, un tika
novérota kepas novietosana sakotngja poza. Veicot septito uzdevumu, zurku pacéla 10

cm augstuma virs galda virsmas un noveroja priekSkepu novietojumu pret virsmu.

2.3.7.2. Usu kairin@juma izsauktais kepu novietoSanas tests

Usu kairindgjuma izsaukto kepu novietoSanas testu izmantoja sensori-motoro
traucgjumu noteiksanai (Lindner et.al., 2003). So testu Zurkam veica pirms un
nakamaja diena péc operacijas. Veicot testu, dzivnieka galva tika pietuvinata galda
malai, lai tikai vienas puses Usas pieskartos malai, tad€jadi kairinot tas. Vesels
dzivnieks nekavgjoties priekSkepu novietoja uz galda virsmas (atbildes reakcija),
turpretim atkariba no infarkta lieluma un lokalizacijas atbildes reakcija nenotika vai

bija traucéta (Woodlee et.al., 2008). Kludu skaits tika registréts 10 m&ginajumos.

2.3.7.3. Cilindra tests

Cilindra tests tika izmantots, lai noveértétu zurku motoras darbibas trauc€jumus
priekSkepam (Schallert un Woodlee, 2005). Testa tika izmantots 26 cm augsts
organiska stikla cilindrs, kura diametrs bija 20 cm (10. att€ls). Uzvediba tika registréta
ar videokameras palidzibu. Lai sekotu Iidzi kustibam, kad dzivnieks neatradas
kameras pusg, aiz cilindra tika novietots spogulis. Zurku ievietojot cilindra, tika
registréts priekskepu solu skaits (ar labo, ar kreiso vai ar abam kepam), atspiezZoties
pret cilindra vertikalajam sienam, t.i., Zurkai paceloties uz pakalkepam. Eksperiments
tika veikts pirms operacijas, ka ar1 3., 7. un 14. diena péc operacijas. P&c 20 solu
veikSanas zurka tika izpemta no cilindra; maksimalais laiks, ko dzivnieks pavadija
cilindra, bija 5 miniites. P&c eksperimenta video materials tika analizéts un rezultatus
aprékinaja pec formulas: asimetrijas % = (kreisas priekSkepas soli + 1/2 bilateralo

solu) / (kopgjais solu skaits) x 100% (Makinen et.al., 2006).
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10. attels. Cilindrs tests, kas tika izmantots, lai novértétu Zurku priekséjo kepu

izmantoSanu.

2.3.7.4. ParvietoSanas pa laipu tests

Testu parvietosanas pa laipu (beam-walking) izmantojam, lai noveértétu zurku
prieks€jo un pakalgjo kepu sensori-motoros trauc€jumus (Schallert and Woodlee,
2005; van Groen et al., 2005). Eksperimentam tika izmantota 1,5 m gara, Saura,
dubulta konusveidiga laipa, kuras gala izvietota melna kaste (20.5x25x25 cm), ka

redzams 11. attéla. Uzvediba tika registréta ar videokameras palidzibu.

11. attels. ParvietoSanas pa laipu tests tika izmantots, lai novértetu Zurku priekséjo

un pakaléjo kepu sensori-motoros traucéjumus.

Uzsakot eksperimentu, dzivnieks tika ievietots melnaja kaste, kura tika
adaptets eksperimentam aptuveni 5 miniites, péc tam sekoja dzivnieka novietoSana

laipas gala, un tas saka parvietoties pa laipu virziena uz melno kasti. Pareizi veikts
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solis tika registréts tad, ja dzivnieks novietoja kepu tiesi uz laipas paaugstinajuma,
savukart ja dzivnieks kepu novietoja uz laipas pazeminajuma, tas tika uzskatits par
nepareizi veiktu soli. Pirms VCAO operacijas dzivnieki tika trengti parvietoties pa
laipu. Péc tam, analiz€jot video ierakstus, gan priekSkepam, gan pakalkepam tika
skaittti klidainie soli, rezultatu aprékinot ka procentus no kopgjo solu skaita (klidu

skaits/kopgjais solu skaits). Eksperiments ar katru dzivnieku tika atkartots tris reizes.

2.3.7.5. Rotéjosa stiena tests

Rotgjosa stiena tests (rota-rod) tika izmantots, lai noveérté€tu zurku kustibu
koordinaciju. Pirms VCAO operacijas un hroniska etanola lietoSanas eksperimentiem
zurkas tika apmacitas uz rot€josa stiena aparata (Accelerating Rota road for rats mod.
7750 Ugo Basile, Italija) tris dienas, tris reizes diena, katru reizi trengjot 5 min.
Apmacibu sakuma katrs dzivnieks tika tren€ts notur€ties uz rot&josa stiena ar
grieSanas atrumu 4 apgr./min. Kad Zurka sp&ja noturéties un veikt uzdevumu uz
rotgjosa stiena, ta tika apmacita veikt uzdevumu ar paatrinajumu, kas sasniedza 35
apgr./min. Dzivnieki, kas nesp&ja noturéties uz rotjosa stiena pedeja reiz€ vismaz
230 sekundes, tika izslégti no eksperimenta.

Eksperimenta diena zurkas novietoja uz rot€josa stiena un registréja laiku, cik
ilgi vinas sp&j noturdties uz rotgjosa stiena. Maksimalais laiks, ko skatijas, bija 300
sek., pirmas 100 sek. testu veica ar atrumu 4 apgr./min., p&c tam tika ieslégts

paatrinajums, kas eksperimenta beigas sasniedza 35 apgr./min.

2.3.7.6. Pasiva nosacijuma refleksa (PNR) tests

Pasiva nosacijuma refleksa (PNR) testu izmantoja, lai novertetu savienojumu
ietekmi uz kontekstualo atminu zurkam p&c insulta. Testa veikSanai izmantoja aparatu
Passive avoidance Controller, modelis A775 (Ugo Basile, Italija).

Pirmaja diena Zurka sanéma 0,5 mA/3 sek. stipru stravu. Tika registréts laiks,
kad dzivnieks no gaiSas kameras iegaja tumsSaja kamera. Péc 24 stundam parbaudija,
vai dzivnieks atceras (kontekstualo atminu): dzivnieku ievietoja kameras gaiSaja pusé
un registréja, péc cik ilga laika dzivnieks iegdja tumsSaja kameras pusé. Dzivnieku
novéroja 600 sek. Eksperiments tika veikts tris dienas — 6. diena péc VCAO
operacijas zurka san€ma stravas Soku, péc 24 stundam parbaudija vinas atbildes laiku,
nosakot Tslaicigo atminu, savukart lai noteiktu ilglaicigo atminu, tests tika atkartots

péc piecam dienam.
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2.3.7.7. Darbtbas atminas novertesanas tests

Y veida labirinta tests tika izmantots, lai p&c insulta noveértétu darbibas atminu
zurkam (Nieradko-Iwanicka un Borzecki, 2008; Yamada et.al., 1999). Tests tick
veikts, izmantojot melnu, krasotu koka Y formas telpisku un simetriski izveidotu
labirintu ar trim ejam (ejas garums: 40 cm, platums: 11 cm, augstums: 28 cm). Zurku
ievietoja viena no labirinta ejas sakuma dalam un nov€roja 5 min., registréjot eja
ieieSanas skaitu un secibu. Pareizi izveleta ejas maina tika defin€ta un aprékinata
procentuali ka seciga ieieSana visas tris ejas bez atkartoSanas: (pareizi izvéletais eju

skaits)/(kopg€jais ieieSanas skaits ejas — 2)*100%.

2.3.8. Insulta bojajumu histologiskais novértéjums un izméra
noteikSana

14. diena pec operacijas tika veikta dekapitacija un uzmanigi izpemtas
smadzenes. P&c tam smadzenes tika noskalotas PBS buferskiduma (136 mM NaCl,
2,6 mM KCI, 10 mM Na,HPO, - 12 H;0, 1,75 mM KH,PO,4), nosusinatas un
ievietotas 15 min. —18°C. Smadzenes sasalstot ieguva stingru un noturigu formu, kas
ir nozimiga smadzenu grieSanas procesa. Smadzenes, ievietojot matrica, tika grieztas
horizontalaja plakn€ 2 mm biezuma, p&c tam audi tika ievietoti 2% trifeniltetrazolija
hlorida (TFT) $kiduma un atstati 20 min. inkubatora (+37°C). TFT nokrasoja dzivos
audus sarkanus, bet nekrotiskie audi palika balti. Nokrasotos smadzenu audus fiksgja
4% formaldehida Skiduma 24 st. Péc tam smadzenu griezumi tika fotografeti ar
digitalo spogulkameru Sony A700 un iegiitos att€lus analiz&ja ar attelu apstrades
programmu Image-Pro Plus 4.5.1. Fotograféjot smadzenu audus, tos sakartoja seciba,
sakot ar smadzenu prieksgjas daivas griezumiem un beidzot ar pakausa daivu (12.
attels). P&c attélu apstrades aprékinaja veselo audu daudzumu infarkta puslodé
(ipsilateralaja), salidzinot ar veselo audu daudzumu kontralateralaja puslodé, ka

redzams 12. attéla.
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Viltus 99 min. 120 min.
operétas

12. attels. Smadzenu audu griezumi viltus operétaja grupa un insulta grupas péc

90 un 120 min. okluzijas.

2.3.9. Karnitina, y-butirobetaina un mildronata daudzuma analize

Asinis tika savaktas EDTA (etiléndiamintetraetikskabes dinatrija sals)
saturoSos stobrinos, centrifugétas 10 min. 3000 apgr./min. +4°C, ieguita plazma tika
sasaldéta un uzglabata (-80°C) lidz turpmakam analizém. S&klinieki tika izgriezti un
homogenizéti auksta destiléta wdeni tilpuma attiecitba 1:5 ar Teflona/stikla
homogenizétaju 1500 rpm. legtitais homogenats tika centrifugéts 14000 g 10 min.
+4°C. Virsnogul$nu skidums tika nonemts, bet nogulsnes homogenizetas auksta tident
tada pasa attieciba ka iepriekS. Homogenatu centrifug€ja 14000 g 10 min. +4°C.
Virsnogul$nu §kidumu apvienoja un uzglabaja -80°C saldétava lidz talakam analizém.

SmadzeniSu audi tika iznemti un homogenizeti auksta destileta Milli-Q tdent
tilpuma attieciba 1:5, izmantojot Cole Parmer 130-Watt ultraskanas homogenizatoru
35 sek. pie 35 kHz. Iegiitais homogenats tika centrifugéts 16500 apgr./min. 10 min.
+4°C. Virsnogul$nu skidums tika nonemts, bet nogulsnes homogenizetas auksta tident
tada pasa attieciba ka iepriekS. Homogenatu centrifugéja 16500 apgr./min. 10 min.
+4°C. Virsnogul$nu Skidumu apvienoja un uzglabaja -80°C saldétava Iidz analizém.

L-karnittna, GBB un mildronata koncentracijas noteikSanai asins plazma,

seklinieku un smadzeniSu audu ekstraktos tika izmantota pasSi augstas efektivitates
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hromatografijas sajiigta tandéma ar masspektrometriju UPLC/MS/MS metode, ka
ieksgjo standartu kalibracijai izmantoja 3-(2,2-dimeil-2-prop-1-il-
hidrazinija)propionatu. 50-200 pl ekstrakta vai plazmas tika samaisiti ar 1 ml ieksgjas
standartvielas skiduma acetonitrila-metanola Skiduma (3:1, tilpums/tilpums). legttais
Skidums tika samaisits un centrifugéts 20 min. 10000 apgr./min., lai atbrivotos no
iespgjamam proteinu nogulsn€m. Supernatantu parnesa UPLC flakonos, kurus péc
tam ievietoja UPLC/MS/MS paraugu turétaja. Analizes tika veiktas, izmantojot
Waters Acquity UPLC sistému, kolonas — Waters Acquity HILIC BEH 1,7 um
2,1x100 mm, injekcijas tilpums: 5 pl, elugja ar 10 mM amonija acetata Skidumu (pH
4), plisma: 0,2 ml/min. MS/MS analizes tika veiktas, izmantojot Micromass Quatro
Micro™ tandéma ar masspektrometru, izmantojot pozitivas uzladésanas
elektroizsmidzinasanas  jonizaciju ar izv€lé€tu jonu pareju  registraciju
m/z 162,4—m/z 103,0 karnitinam, m/z 146,3—m/z 87,9 GBB; m/z 147,3 — m/z 58,4
mildronatam un m/z iek§€jam standartam. MassLynx 4.1. programmatiira komplekta
ar QuanLynx 4.1. moduli (Waters) tika izmantota datu iegiiSanai un apstradei.
Karnitina, GBB un mildronata daudzuma noteikSana tika veikta sadarbiba ar
Dr. chem. O. Pugovi¢u un Dr. chem. S. Grinbergu (Latvijas Organiskas sintézes

institaits).

2.3.10. Acil-karnitina profila un acil-KoA daudzuma noteik§ana

smadzenu audos

Smadzenu audu ekstrakti tika sagatavoti peéc Blachnio-Zabielska aprakstitas
metodes (Blachnio-Zabielska et.al.,, 2011) ar nelielam izmaindm. Isuma, 200 mg
smadzenu audu tika pievienoti 0,25 ml svaigi pagatavota kalija dihidrogénfosfata
(KH2PO4, 100 mM, pH 4,9) un 0,25 ml acetonitrila/2-propanols/metanols 3:1:1
(tilpums/tilpums/tilpums). Paraugi tika sonificéti 30 sek. un p&c tam centrifuggti
16000 g 10 min. Supernatantu notvaic€ja un liofiliz§ja. Liofiliz&tais paraugs tika
resuspendets 0,2 ml acetonitrila idens Skiduma 3:2 (tilpums/tilpums), samaisits un
centrifugets 13000 g 10 min. Iegiitais supernatants tika izmantots UPLC/MS/MS
analiz€m. Acil-karnitinu un acil-KoA koncentracijas tika meritas, izmantojot
palmitoil-karnitina un palmitoil-KoA septigpunktu kalibréSanas liknes koncentraciju
intervala no 10 ng/ml Iidz 1000 ng/ml.

Acil-karnitinu un acil-KoA saturu smadzenu audu paraugos noteica vienlaicigi

viena UPLC/MS/MS analiz€. Palmitoil-karnitins un palmitoil-KoA tika izmantoti ka
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kalibréSanas standarti acil-karnittnu un acil-KoA kvantitativajai analizei. Analizes tika
veiktas, izmantojot Micromass Quatro Micro'" tandéma masspektrometru kopa ar
Waters Acquity UPLC hromatografijas sistému. Hromotografiskai atdaliSanai tika
izmantota Acquity BEH C18 kolonna (2.1x50 mm, 1.7 um), gradienta rezZima no 10%
B Iidz 98% B (mobila faze A — amonija bikarbonats 2mM (pH 10,5), B — acetonitrils),
plismas atrums 0,3 ml/min. un injekcijas tilpums 5 pl. Masspektrometrs tika
darbinats pozitivas elektroizsmidzinasanas jonizacijas reZima, jonu avota temperatiira
120°C un kapilara spriegums 3,3 kV. Konusa spriegums un sadursmju energija tika
individuali noreguléta palmitoil-karnittnam (35 V un 27eV) un palmitoil-KoA (45V
un 33eV). KvantificéSanu veica, integréjot multi reakciju monitoringa (MRM)
hromatogrammas palmitoil-karnitinam (m/z 400,6 >> 85,1) un palmitoil-KoA (m/z
1006,3 >> 499.4). Piepemot, ka palmitoil-karnitina un palmitoil-KoA analitiskais
signals (atkariba no vielu molaras koncentracijas) ir identisks attiecigi acilkarnitiniem
un acil-KoA esteriem. Literatira pieejamas MRM parejas acilkarnitiniem un acil-
koenzimiem (Ghoshal et.al.,, 2005;Haynes et.al, 2008) tika izmantotas to
puskvantitativajai noteikSanai.

Acil-karnitinu un acil-KoA daudzuma noteikSana tika veikta sadarbiba ar Dr.
chem. O. PugoviCu, Dr. chem. S. Grinbergu un MSc. E. Sevostjanovu (Latvijas

Organiskas sint€zes institiits).
2.3.11. Biokimisko parametru merijumi

2.3.11.1. Testosterona koncentracijas noteikSana

Pec seksualas uzvedibas testa no zurku t€viniem tika savaktas asinis EDTA
saturoSos stobrinos. Asinis tika centrifugétas 10 min. 3000 apgr./min. +4°C, un
ieglitaja plazma tika mérita briva testosterona koncentracija, izmantojot Cayman
Chemical Company firmas reaktivo komplektu Testosterone EIA Kit, ievérojot

razotaja instrukcijas.

2.3.11.2. Imunoblota (Western blot) analize

Zurku séklinieki tika homogenizéti 10 mM Tris-HCI buferskiduma pH 7,4
(1 mM EDTA, 0.25 M saharoze, 25 mM NaF un proteazu inhibitori: 10 pM
leupeptins, 1 pM pepstatins, 1 uM aprotinins un 50 uM fenilmetilsulfonilfluorids)

tilpuma attieciba 1:5 +4°C temperatiira ar teflona/stikla homogeniz&taju. Homogenats
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tika centrifugets 10 min. pie 1000 g +4°C. legitais virsnogul$nu Skidums kopa ar 2x
ielades buferskidumu (EC-886, National Diagnostics, Atlanta, GA, ASV), atskaidot
tilpumu attieciba 1:1, tika karsets 3 min. +90°C. Talak 50 pg proteinu sadaliSanai tika
lietota gela elektroforéze (Ist. 150 V), izmantojot denaturéjosa 10% SDS (natrija
dodecilsulfata) un poliakrilamida gelu (10% akrilamids, 1,5 M Tris-HCI, 0,1% SDS,
3% amonija persulfats, 0,05% TEMED (N,N,N'N'-tetrametiletiléndiamins)).
Elektroforézes buferskidums sastavéja no 25 mM Tris bazes, 192 mM glictna un 0,1%
SDS. Proteinus parnesa no gela uz polivinilidendifluorida (PVDF) membranu
(Imobilon-P membrana, Merck Millipore, ASV). Proteinu parnese tika veikta
elektroforétiski, izmantojot pussauso parneses metodi (elektroforgézes buferSkidums
25 mM Tris bazes, 192 mM glicina un 10% metanola). Elektroforézes apstakli bija
180 mA, 20 min. P& parneses membrana tika noskalota PBS buferSkiduma un
nespecifiskas saistiSanas novérsanai membrana tika inkubéta 1 st. 5% BSA Skidinatu
PBS buferskiduma. Péc tam ta tika inkub&ta 1 st. istabas temperattra ar vienu no
$adam antivielam: truSu monoklonalam antivielam pret KPT-1B (muskulu tips) vai a-
tubuliu (1 pg/ml, Millipore, Chemicon). P&c tam membrana tika skalota tris reizes pa
10 min. PBS buferskiduma. Membranu 30 min. inkub&ja istabas temperatiira
sekundaro antivielu skiduma (ar peroksidazi konjugétas kazas antivielas pret trusa
IgG 1:15000 (Chemicon, Millipore). Péc tam membrana tika skalota PBS
buferskiduma tapat ka iepriekS. AttistiSanai tika izmantoti hemiluminescences
reagenti — $kidums A (100mM Tris pH 8,5, 2,5 mM luminols, 0,4 mM p-Coumaric
skabe) un Skidums B (100mM Tris pH 8,5, 0,02% H,0;), kas sajaukti tilpuma
attiectba 1:1 tieSi pirms attistiSanas. Gaismas emisiju nosaka, ekspongjot uz zilas
gaismas jutigas rentgenfilmas (Amersham Hyperfilm™ ECL, GE Healthcare Limited,
Lielbritanija). Ekspozicijas laiks bija 1 min. P& tam filma tika attistita, izmantojot

attistitaju (X-Omat EX 4, Kodak, ASV) un fiksazu (RPX-Omat LO, Kodak, ASV).

2.3.11.3. Ribonukleinskabes izoleSana un  kvantitativa reversas

transkripcijas polimerazes kedes reakcijas analize

Smadzenu audus pec savakSanas nekavé€joties sasald€ja Skidraja slapekli un
uzglabaja -80°C temperatiira. Kop&jo mRNS no smadzenu audiem izolgja, izmantojot
TRI reagentu (Sigma, ASV), atbilstosi razotaja instrukcijam. Izoletajai informacijas
ribonukletnskabei (mRNS) spektrometriski noteica daudzumu un kvalitati. Paraugu

atSkaidija 1:20 (10 pl paraugs un 190 pl Gidens) un mérija absorbciju pie 230 nm,

49



260 nm un 280 nm. Lai mRNS koncentracija butu 0,5 pg/ml, paraugi tika atSkaiditi ar
fdeni, wun pe tam tika sintez€ta pirmas k&des komplementara
dezoksiribonukleinskabe (kDNS), izmantojot High Capacity cDNA Reverse
Transcription reagentu komplektu (Applied Biosystems ™, ASV). M&geng 10 pl
paraugam pievienoja 10 pl reagentu maisfjjuma, kas sastavéja no 2 pl 10xRT
buferskiduma, 0,8 pl 25x dNTP MIX, 2 pl 10x RT Random Primers, 1 pl RNazes
inhibitora, 1 pl MultiScribeTM reversas transkriptazes un 3,2 pl nukleazu briva
tidens. Paraugus inkubgja termostata 10 miniites +25°C temperattira, péc tam 120
minites +37°C temperatura. kDNS sintézes reakcija tika apstadinata, karsgjot
paraugus 5 miniites +85°C temperattira. Paraugus atSkaidija tilpumu attieciba 1:10 (20
pul KDNS un 180 pl Gdens), samaisija un $o maisjjumu izmantoja génu ekspresijas
izmainu noteik$anai.

Kvantitativa reala laika reversas transkripcijas polimerazes kédes reakcijas
(RT-PKR) analize tika izmantota $adu génu ekspresijas noteikSanai: karnitina
palmitoiltransferazes 1, aknu (KPT-1A) un smadzenu (KPT-1C) izoformas, un [-
aktina ka kontrole. Reagentu maisijums RT-PKR analizei sastavéja no 10 ul SYBR
Green master Mix, 6 pl nukleazu briva fidens, 2 pl atbilstoSu praimeru maisijuma
(R+F) un 2 pl uzsintezéta kDNS parauga. RT-PKR reakcijas veica Applied
Biosystems 7500 Real Time PCR System aparata, atbilsto$i razotaju protokoliem un

instrukcijam.
2.3.11.4. Smadzenu mitohondriju izoleSana

Mitohondriji tika izol€ti no smadzenu audiem, ka ieprieks aprakstits (Kudin
et.al., 2004), ar nelielam izmainam. Smadzenu audi tika homogeniz&ti masas tilpuma
attieciba 1:10 bufert, kura ietilpa 225 mM mannits, 75 mM saharoze, 5 mM HEPES
un 1 mM EGTA (pH 7,4 pie +4°C temperatiiras). Homogenatu centrifugéja 2000 g
5 min. +4°C, p&c tam nonéma supernatnatu, ko talak centrifugéja 12000 g 10 min.
+4°C. lIegutas mitohondriju nogulsnes tika resuspendétas izol€Sanas buferi. Proteina

koncentracija parauga tika noteikta ar Lowry metodi (Lowry ef al., 1951).

2.3.11.5. Adenozina trifosfata koncentracijas noteikSana smadzenu audos

un igolétos mitohondrijos

Smadzenu audi péc iznpemsSanas tika sasaldéti Skidraja slapekli. Smadzenu

audus un izoleétos mitohondrijus homogeniz&ja 5% trihloretikskabe, izmantojot Cole
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Parmer 130-Watt ultraskanas homogenizatoru 60 kHz vai 20 kHz rezima, 30 vai
10 sek. attiecigi. Paraugi tika inkubgti 15 min. +4°C un péc tam centrifugéti 15000 g
10 min. +4°C temperatiira. ATF koncentraciju noteica supernatanta, izmantojot ATF
bioluminiscences reagentu komplektu péc razotaja protokola (ATP Biolumenescence
Kit CLS II, Roche, Vacija), luminiscences mérfjjumus veica ar LKB Wallac 1251

luminometru.

2.3.11.6. Karnifina acetiltransferaze un palmitoiltransferazes 1 aktivitates
merijumi

KrAT aktivitati mérfja izolétos zurku smadzenu mitohondrijos, ka aprakstits
Kiikas publikacija (Kuka et.al., 2012). Isuma, mitohondriji tika izoleti, ka ieprieks
aprakstits (Kudin et.al., 2004). Reakcijas norises apstakli bija $sadi: DTNB (0,675
mM), HEPES (125 mM), EDTA (2,5 mM), acetil-koenzims A (0,1 mM), karnitins (1
mM). Kopgjais reakcijas tilpums bija 200 pl.

KPT-1 aktivitate tika noteikta izol€tos zurku smadzenu mitohondrijos.
Reakcijas norises apstakli bija sadi: DTNB (0,675 mM), HEPES (125 mM), EDTA
(2,5 mM), palmitoil-koenzims A (0,05 mM), karnitins (0,160 mM).

Reakcijas norisei tika sekots ar pQuant™ platidu spektrofotometru (BioTek
Instruments, ASV), registréjot absorbcijas izmainas laika, izmantojot 412 nm vilpa
garumu. KrAT un KPT-1 aktivitate mitohondrijos tika izteikta ka koenzima A
daudzums nmol, kas atbrivojas 1 mintté abu enzimu kataliz&tas reakcijas laika,

rékinot uz 1 mg mitohondriala proteina.

2.3.11.7. Krebsa cikla iesaistito enzimu aktivitates noteikSana

Krebsa cikla iesaistito enzimu aktivitati (citratsintaze, o-ketoglutarata
dehidrogenaze, sukcinil-KoA sintetaze un malata dehidrogenaze) noteica izol€tos
smadzenu mitohondrijos. Absorbcijas izmainas noteikSanai izmantoja uQuant™
daudzlaucinu platisu spektrofotometru (BioTek Instruments, ASV).

Citratsintazes (CS, EC 2.3.3.1) aktivitati noteica, me&rot absorbcijas
pieaugumu 3 mintsu laika ik pa 10 sek. pie 412 nm vilpu garuma, saskana ar ieprieks
aprakstitu metodi (Srere, 1963).

Oksalacetats + Acetil-KoA + DTNB — citrats + KoA-SH
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Reakcijas maisfjuma sastavs: 25 pl parauga, 25 pl H,O, 50 ul DTNB, 50 pl
0,8 mM oksalacetata (gala konc. >0.2mM), reakciju ierosina ar 50 ul 0,5 mM Acetil-
KoA (gala konc. 150 uM). Kopgjais reakcijas tilpums bija 200 pl.

a-ketoglutaratdehidrogenazes (aKGDH, EC 1.2.4.2) aktivitati noteica, merot
NADH koncentracijas pieaugumu 10 mintsu laika ik pa 30 sek. pie 340 nm vilpu
garuma (Goncalves et.al., 2010).

KoA + NAD" + a-ketoglutarats — Sukcinil-KoA + CO, + NADH

Reakcijas maistjuma sastavs: 30 pl parauga, 20 pl 16 mM NAD, 20 pl 20 mM
ditiothreitols (DTT), 20 pul kopa no 20 mM MgCl,, 20 mM CaCl,, ImM EDTA, 20 pl
20 mM o-ketoglutarats, 20 pl 1 mM tiamina pirofosfats, 20 ul 1% Triton X-100, 2 pl
0,1 mM rotenons, reakciju ierosina ar 50 pl 2 mM KoA. Kopgjais reakcijas tilpums
bija 202 pl.

Sukcinil-KoA sintetazes (SKoAS, EC 6.2.1.4) aktivitati noteica, merot
absorbcijas izmainu 10 min. laika ik pa 15 sek. pie 240 nm vilpu garuma (Cha un
Parks, 1964).

KoA + ATF + Sukcinats «» Sukcinil-KoA + Pi+ ADF

Reakcijas maistjuma sastavs: 20 pl parauga, 20 pl 100 mM MgCl, 20 pl 0,5
M sukcinats, 20 pl 1 mM ATF, reakciju ierosina ar pirms tam kopa samaisttu 20 pl
1 mM KoA un 100 pl 100 mM TRIS-HCI. Kopgjais reakcijas tilpums bija 200 pl.

Malatdehidrogenazes (MDH, EC 1.1.1.37) aktivitati noteica, mérot NADH
koncentracijas samazinajumu 5 miniiSu laika ik pa 15 sek. pie 340 nm vilpu garuma
(Mullinax et.al., 1982).

NADH + oksalacetats <> malats + NAD"
Reakcijas maisijuma sastavs: 20 pl parauga, 30 pl 1 mM NADH, reakciju
ierosina ar 50 pl 2 mM oksalacetats. Kopgjais reakcijas tilpums bija 200 pl.

2.3.11.8. Smadzenu mitohondriju skabekla paterina merijumi normoksijas

apstaklos un péc anoksijas-reoksigendcijas

Skabekla patérina mérjjumiem mitohondrijus izol€ja no Wistar linijas Zurku
smadzenu audiem, ka aprakstits augstak eso$aja metod€. Mitohondriju elpoSanas
mérTjumi tika veikti elpoSanas buferskiduma (150 mM KCl, 2,25 mM MgCl2, 10 mM
TRIS-hidrohlorids, 5 mM KH2PO4, pH 7,2) +37°C temperatira. Skabekla patérinu
merija, izmantojot polarografisko elektrodu (Microelectrodes Inc., Bedford, ASV) un

datu registrésanas sistému PowerLab 8/30 (ADInstruments). ADF stimuléta elpoSana
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(stavoklis-3) tika mérita, izmantojot 0,4 mM ADF un dazadus elpoSanas k&des
substratus (13.A attels). 10 mM glutamats kopa ar 2 mM malatu tika izmantots, lai
novertétu elposanas kédes I kompleksa skabekla patérina atrumu; lai méritu elposanas
kédes III kompleksu, péc tam tika pievienots 10 mM sukcinats. ElpoSanas k&des II
kompleksa skabekla patérina atruma noteikSanai tika pievienots I kompleksa
inhibitors — 1 pM rotenons. P&c III kompleksa inhibitoru (1 pM antimicina A)
pievienosanas, tika izmantots 0,5 mM TMPD kopa ar 10 mM askorbatu, lai novertetu

elposanas k&des IV kompleksu stavoklt 3.
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13. attels. A — Smadzenu mitohondriju skabekla patérina noteik§ana dazados
elposanas kédes kompleksos stavokla-3 apstaklos. B — Smadzenu mitohondriju skabekla
patérina mérijumi oksidativas fosforiléSanas un sajiigSanas novértéSanai. Mito —

mitohondriji, G+M — glutamats un malats, Sukc — sukcinats, Rot — rotenons, AA — antimicins
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A, Asc — askorbats, KAtr — karboksiatraktilozids, TMPD — N,N,N'N'-tetrametil-p-

fenilendiamina dihidrohlorids.

Anoksijas-reoksigenacijas (skabekla atjaunoSanas) bojajuma novertéSanai
izoletos smadzenu mitohondrijos tika izmantots 10 mM glutamats kopa ar 2mM
malatu ka substrati, un anaerobi apstakli tika iegiiti 2 min. laika, pievienojot 0,4 mM
ADF. Pilniga anoksija tika novérota 5 min., kad skabekla koncentracija mitohondriju
suspensijas eksperimentalaja kamera bija nulles Iimeni. Lai panaktu reoksigenaciju
(atjaunotu skabekla Itmeni), mitohondriju suspensija tika centrifug€ta 12000 g 5 min.,
péc tam iegiitds nogulsnes tika resuspend€tas un inkub&tas 5 min. elpoSanas
buferskiduma. P& mitohondriju paklausanas anoksijas-reoksigenacijas apstakliem
tika noteikts skabekla patérin$ elposanas stavokli-2 (elposana bez ADF), izmantojot
10 mM glutamatu kopa ar 2mM malatu ka substratus. Stavokli-3 tika noteikta
oksidativas fosforileSanas kapacitate, pievienojot 0,4 mM ADF. Lai noteiktu
oksidativas fosforileSanas sajugSanu (elpoSanas stavokli-4), pievienoja 5 pM
karboksiatraktilozidu (13.B attels). Elposanas kontroles koeficients (EKK) tika
aprekinats, izsakot ta vertibu ka attiecibu starp skabekla patérina atrumu stavoklos- 3
un 4, paradot elpoSanas k&des procesu kvalitativu norisi. Paraléli izoléti mitohondriji
tika apstradati tados pasos apstaklos, bet bez 5 min. anoksijas, lai iegiitu kontroles

(normoksijas) raditajus

2.4. Statistiska datu apstrade

Kvalitativie mainigie (skaits (n) un procentuala proporcija (%)) attéloti ka
vidgjas aritmétiskas vertibas + vidgjas aritmetiskas vertibas standartkliida (S.E.M.).
Grupu salidzinaSanai tika izmantota atbilstosa dispersijas analize (ANOVA) ar
sekojoSu péctestu (Manna-Vitnija, Newman-Keuls, Stjudenta #-tests, Dunnetta,
Tukija, Kruskal-Wallis tests), kas noradits pie attiecigo rezultatu apkopojuma tabulas
vai grafikos. Rezultati tika uzskatiti par ticamiem, ja p vértiba bija mazaka par 0,05.

Uzvedibas un biokimisko datu apkopoSanai un statistiskajai analizei izmantoja
programmas Microsoft Excel 2003 un GraphPad Prism 3.0 (GraphPad Software Inc.,
ASV). Karnitina, GBB un mildronata koncentracijas registracijai un apstradei
izmantota programmatiira MassLynx®, version 4.0 komplekta ar QuanLynx

4.1. moduli.
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3. REZULTATI

3.1. Mildronata ietekme uz karnitina un y-butirobetaina
koncentraciju asins plazma un audos

Péc cCetrpadsmit dienu ilgas p.o. mildronata ievadiSanas, iegiitajos Zurku
plazmas un s€klinieku homogenatu paraugos, tika izmeérita karnitina, GBB un
mildronata koncentracija, izmantojot UPLC/MS/MS analizes. Ka redzams 14.A attéla,
kontroles grupas dzivniekiem briva karnitina un GBB koncentracija asins plazma bija
attiecigi 28 £ 2 un 3 £ 0,3 nmol/ml. Mildronata ievadiSanas rezultata, atkariba no
ievaditas devas, ieveérojami bija izmainijusies gan karnitina, gan GBB koncentracija,
ka to var redzet 14.A attéla. Jau mazaka mildronata deva 30 mg/kg sp€ja izraisit
ticamu karnitina koncentracijas samazinasanos asins plazma. Mildronata grupas
zurkam asins plazma tika konstateéts GBB koncentracijas pieaugums, un efekts bija
ticams devas 100 un 300 mg/kg. Ka redzams 14.A attéla, visu grupu Zurku asins

plazma mildronata koncentracija bija ap 30 nmol/ml, lai gan tika lietotas dazadas

devas.
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14. att€ls. Mildronata ievadiSanas efekts uz Kkarnitina, GBB un mildronata
koncentraciju Zurku tévinu asins plazma (A) un séklinieku audos (B). Mildronats (30,
100, 300 mg/kg) tika ievadits p.o. 14 dienas. Rezultati ir vid€jais no merjjumiem + S.E.M. (n

= 7-8); *p < 0,05 ticams, salidzinot ar kontroli (Stjidenta #-testu).

Zurku seklinieku audu ekstrakta analizes atkldja, ka ari seklinieku audos,
lidzigi ka plazmas paraugos, bija konstat€jamas briva karnittha un GBB
koncentracijas izmainas péc dazadu mildronata devu iedarbibas (14.B attéls).
Karnitina un GBB koncentracija kontroles grupas zurku sekliniekos bija attiecigi 221
+ 10 un 15 £ 0,6 nmol/g audu. 100 mg/kg devas mildronata grupa karnitina
koncentracija bija samazinata par 36%, un 300 mg/kg mildronata grupai karnitina
koncentracija bija gandriz tris reizes zemaka neka kontroles dzivniekiem, sasniedzot
76 = 2 nmol/g (14.B attels). Taja pasa laika GBB koncentracija ticami pieauga,
atkariba no devas, Iidz 49 + 1 nmol/g audu (pieaugums tris reizes, salidzinot ar
kontroles paraugiem) 300 mg/kg mildronata grupas Zurku s€kliniekos. Ka redzams
14.B attéla, arT mildronata koncentracija zurku s€klinieku ekstraktos pieauga, atkariba
no devas, pieaugums bija 7,4 + 1, 58,6 £ 7 un 142 + 10 nmol/g audu attiecigi 30, 100

un 300 mg/kg devu mildronata grupas.
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15. attels. Mildronata ievadiSanas ietekme uz karnitina un GBB daudzumu
Zurku smadzenu audos. Mildronats tika injicéts i.p. deva 100 mg/kg. Vielu daudzumi izteikti
ka izmaipas reizés no sakotngja daudzuma. Rezultati att€loti ka vid&jas vertibas no

mérjjumiem + S.E.M. (n= 3).

Hroniska mildronata ievadiSana deva 100 mg/kg ip. 28 dienas izraisija
ievérojamu karnitina koncentracijas samazinasanos un GBB koncentracijas
palielinaSanos smadzenu audos, ka redzams 15. attela. P&c vienreiz€jas mildronata
ievadiSana nebija izmainita karnitina un GBB koncentracija smadzenu audos, bet
vargja noteikt mildronatu koncentracija 18,5 = 1,5 nmol/g. P&c tris dienu mildronata
ievadiSanas karnitina koncentracija smadzenu audos bija samazinata 1,5 reizes (no
114,5 = 6,1 Iidz 78,8 £ 24,6 nmol/g), un GBB koncentracija smadzenu audos bija
paaugstinajusies lidzigi 1,5 reizes (no 12,9 + 4,1 Iidz 20,1 £+ 6,2 nmol/g), mildronata
koncentracija bija 40,7 = 13,5 nmol/g. Karnitina koncentracija smadzenu audos bija
43,2 + 18 nmol/g péc 7 dienu mildronatu ievadiSanas, bet GBB koncentracija
smadzenu audos bija 30,5 £ 8,8 nmol/g. P& 14 dienu mildronata ievadiSanas deva
100 mg/kg karnitina koncentracija tika samazinata 5 reizes (21,5 + 4,8 nmol/g), bet
GBB koncentracija bija paaugstindjusies lidz pat 3 reizém (39,3 = 10,1 nmol/g),
sasniedzot plato koncentraciju. Mildronata koncentracija paaugstinajas pamazam
pirmas 14 ievadiSanas dienas, p&c tam sasniedzot plato koncentraciju (81,5 + 10,4
nmol/g).

Karnittna, GBB un mildronata koncentracija zurku smadzeniSu audos tika
noteikta 14. diena péc VCAO, izmantojot UPLC/MS/MS analizi. Ka redzams

16. attela, VCAO operacija neietekm&ja karnitina un GBB koncentraciju Zzurku
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smadzeniSu audos kontroles grupai, salidzinot ar viltus operéto grupu. Karnitina
koncentracija viltus operéto un kontroles dzivnieku smadzeniSu audos bija attiecigi
166 + 8 un 161 = 5 nmol/g audu, un GBB koncentracija bija 15 + 3 un 12 + 2 nmol/g
audu (skatit 16. att€lu). Mildronata hroniskas ievadiSanas rezultata ticami un atkariba
no devas izmainijas gan karnitna [F(3,27) = 103,5, p < 0,0001], gan GBB [F(3,27) =
35,31, p < 0,0001] koncentracija. Mildronats deva 100 mg/kg samazinaja karnitina
koncentraciju par 50%, bet 200 mg/kg deva rezultata karnitina koncentracija

samazinajas pat tris reizes, lidz pat 56 + 3 nmol/g audu.
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16. attels. Mildronata ietekme devas 100 un 200 mg/kg uz karnitina, GBB un
mildronata koncentraciju Zurku smadzeniSu audos. Rezultati att€loti ka vidgjas vertibas
no meérjumiem £+ S.E.M. (n = 6-8); *p < 0,05 statistiski ticami, salidzinot ar kontroles grupu,
p < 0,05 statistiski ticami, salidzinot mildronata 100 mg/kg grupu (viena veida ANOVA un

sekojoSais Dunnetta tests).

Mildronats devas 100 un 200 mg/kg palielinaja GBB koncentraciju divas
reizes, attiecigi Iidz 35 + 2 un 38 + 2 nmol/g audu. Ka redzams 16. attéla, mildronata
koncentracija Zurku smadzeniSu audos palielinajas atkariba no devas, un ta bija 104 +
12 nmol/g audu p&c mildronata ievadisanas deva 100 mg/kg un 154 + 9 nmol/g audu

p&c mildronata ievadiSanas deva 200 mg/kg (p < 0,05).
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3.2. Mildronata akuta pretkrampju un antihipnotiska darbiba

3.2.1. Mildronata ietekme uz pentilén-tetrazola un bikukulina
raditajiem krampjiem

Mildronata pretkrampju efekts tika petits PTZ un BIK izraisito krampju testos.
Mildronats akiiti tika ievadits pelém devas 100 un 200 mg/kg 30 min. pirms krampju
izraiso$o vielu injekcijas. Tika noteikta nepiecieS$ama minimala PTZ un BIK deva, kas
izsauc kloniskos un toniskos krampjus.

Kontroles dzivniekiem nepiecieSama PTZ deva, kas izraisija kloniskos un
toniskos krampjus, bija 24 + 2 un 38 + 2 mg/kg (17.A attéls), bet BIK deva bija
attiecigi 0,38 + 0,03 un 0,50 £ 0,04 mg/kg (17.B attels). P&c mildronata ievadiSanas
deva 200 mg/kg klonisko un tonisko krampju induc€josa savienojuma PTZ deva bija
ievérojami japalielina, attiecigi Iidz 33 + 2 mg/kg [F(2,21) = 19,04, p < 0,001] un 51
+ 5 mg/kg [F(2,21) = 4,42, p < 0,05] (17.A attéls). Mildronats deva 100 mg/kg
neietekméja krampju izraisoso savienojumu PTZ vai BIK devas. Toties atskiriba no
novérota PTZ krampju testa mildronats deva 200 mg/kg bija neefektivs BIK
izraisitaja krampju testa (17.B attels).
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17. attels. Mildronata ietekme uz PTZ un BIK ierosinato krampju sliek§nu devu
vertibam. Mildronats tika ievadits i.p. devas 100 un 200 mg/kg 30 min. (A) pirms PTZ
injekcijas un (B) pirms BIK injekcijas.

Mildronata (200 mg/kg) ietekme uz etanola (2 g/kg) pretkrampju darbibu. Mildronats
tika ievadits 30 min. pirms etanola injekcijas. (C) PTZ injekcija 60 min. p&c etanola injekcijas
(D) BIK injekcija 60 min. p&c etanola injekcijas.

Johimbma (2 mg/kg) iedarbiba uz mildronata pretkrampju efektu. Johimbins tika
ievadits 30 min. pirms mildronata (200 mg/kg) injekcijas. (E) PTZ injekcija 60 min. p&c
mildronata injekcijas

(F) L-NAME (10 mg/kg) efekts uz mildronata (200 mg/kg) pretkrampju darbibu. L-
NAME ievadits 5 min. pirms mildronata injekcijas.

Vertibas attelotas ka vidgjie merjjumi = S.E.M. (n = 10); *p < 0,05 statistiski ticami,
salidzinot ar kontroles grupu, “p < 0,05 statistiski ticami, salidzinot ar mildronata grupu (viena

veida ANOVA un sekojosais Newman—Keuls tests).
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Lai péc etanola 2 g/kg injic€Sanas novérotu PTZ efektu, bija ievérojami
japaaugstina PTZ deva klonisko krampju [F(3,28) = 15,75, p < 0,05] un tonisko
krampju [F(3,28) = 55,87, p < 0,001] izraisiSanai (17.C attéls). Pelem, kuram ieprieks
tika ievadits etanols, bija arl nepiecieSama lielaka BIK deva, lai izraisitu toniskos
krampjus [F(3,28) = 21,09, p < 0,001] (17.D attels). Ka redzams 17.C attéla,
mildronats deva 200 mg/kg ievérojami veicindja etanola pretkrampju darbibu PTZ
testa pret kloniskajiem krampjiem [F(3,28) = 15,75, p < 0,001] un toniskajiem
krampjiem [F(3,28) = 55,87, p < 0,001]. Tomé&r mildronats neietekmgja etanola efektu
BIK izraisitaja krampju testa (17.D attels).

Johimbins (2 mg/kg) neietekmé&ja nepiecieSamo PTZ devu, lai izraisttu
kloniskos un toniskos krampjus (17.E attéls). Ja johimbinu (2 mg/kg) ievadija 30 min.
pirms mildronata, tad johimbins blok&ja mildronata pretkrampju efektu uz toniskajiem
krampjiem [F(3,28) = 8,16, p < 0,001] (17.E attels). Lidzigu efektu noveéroja, kad L-
NAME (10 mg/kg) tika ievadits 5 min. pirms mildronata — L-NAME nomaca
mildronata pretkrampju darbibu [F(3,36) = 4,88, p < 0,01] (17.F attels).

3.2.2. Mildronata ietekme uz etanola hipnotisko efektu

Etanols tika akti ievadits hipnotisko efektu izraiso$a deva, un tika registréts
,parvelsanas” refleksa zudums (PRZ). PRZ ilgums kontroles pelem péc akitas
etanola (3,5 g/kg, i.p.) injekcijas bija 266 + 88 sek. (18.A attéls). Mildronats deva
200 mg/kg ticami samazinaja etanola efektu par aptuveni 50%, salidzinot ar kontroles
pelem [F(3,36) = 3,28, p < 0,05] (18.A attels). Mildronats devas 100 un 50 mg/kg

etanola hipnotisko efektu neietekméja.
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18. attels. Mildronata efekts uz etanola radito PRZ. Etanols tika ievadits i.p. deva
3,5 g/kg. (A) Mildronats ievadits i.p. devas 50, 100 un 200 mg/kg 30 min. pirms etanola. (B)
Johimbina deva 1 mg/kg (30 min. pirms mildronata), L-NAME deva 10 mg/kg (5 min. pirms
mildronata) un mildronata (200 mg/kg) antihipnotiska darbiba etanola modeli. Rezultati tika
izteikti ka vidgjie lielumi + S.EM. (n = 9-10); *p < 0,05 statistiski ticami, salidzinot ar

kontroles grupu (viena veida ANOVA un sekojoSais Newman—Keuls tests).

Nakamaja eksperimenta, kura tika ievadits johimbins (1 mg/kg) pirms etanola,
tas ieveérojami samazinaja PRZ ilgumu. Johimbinam antihipnotiska aktivitate tika

noverota ari, ja tas tika ievadits pirms mildronata (200 mg/kg), [F(3,40) = 3,23, p <
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0,05] (18.B attels). L-NAME deva 10 mg/kg, ievadot 5 min. pirms mildronata,

neietekmé&ja mildronata antihipnotisko iedarbibu (18.B attéls).

3.2.3. Mildronata ietekme uz Zurku smadzenu garozas asins plismu

péc etanola ievadiSanas

Ka redzams 19. attéla, smadzenu garozas asins pliisma kontroles grupa
eksperimenta laika (30 min.) bija stabila (100 £ 4%). Etanola injekcija ticami
samazinaja garozas asins plismu tdlit péc ievadiSanas par 15% (85 £ 2%) no
sakotngja ltmena [F(3,24) = 3,54, p < 0,05]. Samazinata smadzenu garozas asins
plisma etanola grupa saglabajas 30 min. péc etanola injekcijas, ta bija 67 = 2% no
sakotngja ltmena. Ka redzams 19. attéla, mildronats dalgji kav€ja etanola darbibu,
nelaujot pazeminaties asins plismai. Taja pasa laika mildronata ievadiSana
dzivniekiem neizraisija nekadas izmainas garozas asins pliisma, salidzinot ar

kontroles grupu.
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19. attels. Mildronata (200 mg/kg) efekts uz smadzenu garozas asins pliasmu
Zurkam péc etanola ievadiSanas. Rezultati tika izteikti ka vidgjie lielumi = S.E.M. (n = 8);
*p < 0,05 un *p < 0,06 statistiski ticami, salidzinot ar kontroles grupu (viena veida ANOVA

un sekojosais Newman—Keuls tests).

3.2.4. Mildronata ietekme uz asins plismas un skabekla daudzumu

Zurku smadzenés péc 1slaicigas a.carotis communis okliizijas

Ka redzams 20.A attéla, pec islaicigas (5 min.) kreisas CCA okluzijas

smadzenu asins plisma kontroles Zurkam samazinajas lidz 65 + 5% okliizijas laika un

63



82 + 3% reperfuzijas laika, salidzinot ar sakotngjiem asins plismas merjjumiem.
Savukart pirms okliizijas, ievadot mildronatu deva 200 mg/kg, netika noverots straujs
asins plismas kritums okluzijas laika un reperfiizijas 30 min. perioda, tas attiecigi bija
par 15% un 20% mazaks, salidzinot ar sakotngjo Iimeni. Reperfuzijas perioda 5-25
min. mildronata (200 mg/kg) dzivnieku grupa bija ticami atjaunojusies asins pliisma
[F(2,105) = 12,83, p < 0,001], salidzinot ar kontroles grupu (20.A att€ls). Lidzigas
izmainas tika noverotas skabekla piesatinajuma mérfjjumiem. Mildronats deva 200
mg/kg noversa skabekla piesatinajuma kritumu, $1 tendence bija nozimiga tilit péc
okluzijas Iidz 15 min. [F(2,72) = 4,09, p < 0,05] (20.B attels). Mildronats 100 mg/kg
samazinaja skabekla piesatinajuma krituma svarstibas péc okluzijas, bet efekts nebija

ticams (20. attgls).
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20. attels. Mildronata (100 un 200 mg/kg) ietekme uz asins plismas (A) un

skabekla piesatinajuma (B) izmainam Zurku smadzenés péc islaicigas CCA okliizijas.

Vértibas tika izteiktas ka vidgjie lielumi £ S.E.M. (n = 8); *p < 0,05 un *p < 0,06 statistiski

ticami, salidzinot ar kontroles grupu (viena veida ANOVA un sekojosais Newman—Keuls

tests).

3.2.5. Mildronata ietekme uz pelu kustibu un izpetes aktivitati

Pelu, kuras sanéma mildronata i.p. injekcijas devas 30, 100 un 300 mg/kg,

motora, vertikala un izpetes aktivitate pec 30, 60 un 120 min. kop§ mildronata

ievadiSanas neatS$kiras no kontroles pelém, kuram injicja fiziologisko Skidumu

(1. tabula).

1. tabula. Mildronata iedarbiba uz pelu uzvedibu atvérta lauka testa

Horizontala aktivitate Vertikala aktivitate Izpéetes aktivitate
(]'I‘;l:ll:s) Kontr Mildronats (mg/kg) Kontr Mildronats (mg/kg) Kontr Niidgf/(;{rgts
30 100 300 30 100 300 30 100 300
30 5244 | 49£5  63+4 5243 | 1043 | 10£2 91 1242 | 2643 | 204 2443 3143
60 3143 | 28+6 29+4 2743 | 82 7£2 7£3 8+2 | 162 | 184 14+2 174
120 25+4 | 203  21+£3 2144 | 52 32 3+1 3+1 | 1743 | 1443 1443 1543

Mildronats tika ievadits devas 30, 100 un 300 mg/kg. Pelu horizontala, vertikala un

izpetes aktivitate tika noverota 30, 60 un 120 min. p&c mildronata i.p. ievadiSanas. Vertibas

izteiktas ka vidgjie lielumi + S.E.M. (n = 8§-9).
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3.3. Karnitina biosintézes inhibitora ietekme uz Zurku tévinu

seksualo aktivitati

3.3.1. Mildronata ietekme uz Zurku tévinu seksualo uzvedibu

Noveérojot zurku seksualo uzvedibu péc mildronata ievadiSanas Cetrpadsmit
dienas p.o. 30 mg/kg, 100 mg/kg un 300 mg/kg devas, jasecina, ka mildronats bitiski
nesamazindja zurku teévinu seksualo aktivitati uzvedibas testa, bet atseviskos raditajos
to pat uzlaboja. Mildronats visas devas ticami samazinaja latento periodu starp p&dgjo

ejakulaciju un nakamo pirmo intromisiju (PEI) (2.tabula).

2. tabula. Mildronata ietekme uz Zurku tévinu seksuilo uzvedibu

Usvedibas . Eksperimentﬁlﬁ.s grupas .
ML (sek.) 251 +£173 392 £ 198 710 + 259 273+ 171
IL (sek.) 251+173 397+ 197 711 £259 281+ 170
EL (sek.) 858 + 87 722 + 87 836 + 109 857 + 139
PEI (sek.) 825 +43 653 £ 34** 613 + 32%* 651 + 35*
MF 1,6 £0,3 1,6 £0,4 1,7+£0,3 2,0+0,5
IF 11,7£1,5 12,3+0,9 13,6 +1,1 13,3+2,1
III (sek.) 87,0 16,7 58,2+7,0 57,5+3,4 63,8 £6,2
CE (%) 88,9 +2.8 89,7+2.4 90,2 £2,0 87,9+ 1,6

Seksuali aktivu Zurku tevinu seksualas uzvedibas parametri péc mildronata

ievadiSanas (30, 100, 300 mg/kg). ML = latentais periods Iidz pirmajai uzkapsanai, IL =
latentais periods lidz pirmajai intromisijai, EL = paroSanas cikla vidgjais ilgums, PEI = latentais
periods starp pedgjo ejakulaciju un nakamo pirmo intromisiju, MF = uzkapsanu skaits cikla
laika, IF = intromisiju skaits cikla laika, III = starpintromisiju intervals, CE = paroSanas
efektivitate. Vertibas tika izteiktas ka vidgjie lieclumi = S.E.M. (n = 10). *p < 0,05 un **p < 0,01
statistiski ticami atSkiras, salidzinot ar kontroles grupu (viena veida ANOVA un ar sekojosu

Manna-Vitnija testu).

Mildronats pozitivi ietekméja kop€jo intromisiju skaitu (IF), jo mildronats deva
30 mg/kg to palielinaja par 5%, 100 mg/kg tas bija par 16% augstaks, bet 14% liels
pieaugums tika novérots 300 mg/kg deva. Noverojums liecina par zurku tévinu nedaudz

palielinatu seksualo aktivitati.
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Starpintromisiju intervals (IIT) kontroles grupai ilga 87 sek., bet péc 30 mg/kg
mildronata ievadiSanas — tikai 58,5 sek. Lidzigs efekts bija novérojams ari Zurkam,

kuram ievadija mildronatu devas 100 un 300 mg/kg.
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21. attels. Mildronata (30, 100, 300 mg/kg) ietekme uz latento periodu starp cikliem
péc Cetrpadsmit dienu ilgas ievadiSanas. Vertibas tika izteiktas ka vidgjie lielumi £ S.E.M. (n
= 10). *p < 0,05 un **p < 0,01 ticami atSkiras, salidzinot ar kontroles grupu (viena veida

ANOVA un ar sekojosu Manna-Vitnija testu).

Ka redzams 21. attela, mildronata ievadiSanas rezultata novéro ticami
samazinatu latento periodu starp cikliem (PEI). legttie rezultati liecina, ka kontroles
grupai latentais periods ilga 825 sek., tacu visas mildronata ievadiSanas grupas (30,
100 un 300 mg/kg) tika noverots salidzinoSi 1saks latenta perioda laiks, attiecigi —
653, 613 un 651 sek. (2. tabula un 21. attéls). Jaatzime, ka netika noverota no
mildronata devas atkariga latenta perioda samazinasanas, un noverotais efekts bija

aptuveni vienads visiem mildronata grupu dzivniekiem.

3.3.2. Mildronata ietekme uz reproduktivo organu svaru un spermas

kvalitati

Vidgjais dzivnieku kermena svars starp eksperimenta Zurku grupam
neatskiras. Mildronata ietekme uz spermas kvalitati tika parbaudita deva 100 mg/kg,
kas ir visbiezak lietota mildronata deva, kura izraisa kardioprotektivu efektu gan
eksperimentalaja farmakologija, gan atbilst kliniski izmantotajam devu diapazonam.

Ka to var redzét 3.tabula, mildronata ievadiSsana neietekm&ja zurku te€vinu
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reproduktivo organu svaru, iznemot s€klas pusliti, kuram tika atrasts ticams masas

pieaugums, salidzinot ar kontroles zurku tévinu seklas ptisliSu svaru.

3. tabula. Mildronata efekts uz dzimumorgana svaru (g)

Eksperimentalas Seklinieki Seklas puslitis Prostata Sé.kllzne!(a
grupas piedeklis
Kontrole 1,1 42,7 0,3 +0,02 0,2 +0,01 0,03 + 0,004
Mildronats **
+ +
100 mg/kg 1,1 +3,2 0,4+0,03 0,2+0,01 0,04 + 0,004

Vértibas ir vidgjie lielumi £ S.EM. (n = 10). ~ p < 0,02, statistiski ticams salidzinot ar
kontroli (Stjidenta #-tests).

Ka redzams 4. tabula, spermatozoidiem, kuri tika nemti no se€klinieka piedekla
astes dalas (cauda epididymis), nenoveroja atSkiribas ne kustiguma, ne blivuma
raditaju zina, salidzinot kontroles un 100 mg/kg mildronata grupas Zzurkas. Taja pasa
laika aglutinacija bija retak novérojama 100 mg/kg mildronata grupas Zzurku
spermatozoidu paraugos (tikai 5 no 10 paraugiem), salidzinot ar kontroles paraugiem

(9 no 10).

4. tabula. Mildronata efekts uz Zurku tévinu spermatozoidiem (cauda epididymis)

Eksperimentalas Spermas Kustlgle_ . Nekustiglg . Vlbl‘é]llSl(E . | Aglutinacija,
- o spermatozoidi, | spermatozoidi, | spermatozoidi, _
grupas blivums, % % % % sastopamiba
(1] (1] (1]
Kontrole 67,0 £5,9 28,0+5,9 47,0 £6,8 25,0+1,8 9/10
%adgg‘;itgs 54,8 7,2 24,0 £5.0 53,0 6,3 23,0 +2,0 5/10

Vertibas ir vidgjie lielumi = S.E.M. (n = 10).

3.3.3. Mildronata ietekme uz karnitina palmitoiltransferazes 1B génu

ekspresiju Zurku sékliniekos

Mildronata ievadiSanas rezultata samazinatas karnitina koncentracijas ietekme
uz KPT-1B proteinu ekspresiju zurku tévinu sekliniekos tika p&tita péc cetrpadsmit
dienu ilgas mildronata ievadiSanas devas 100 un 300 mg/kg, KPT-1B proteina
noteikSanai izmantojot imunoblota analizi. Ka to var redzet 22. attéla, mildronata
ievadiSanas rezultata KPT-1B ekspresija zurku te€vinu s€klinieku audos ievérojami

nemainijas.
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22. attels. KPT-1B (muskulu tips) (A) un a-tubulins (B) kontroles un mildronata
(100 un 300 mg/kg) grupu Zurku sékliniekos. Vertibas ir vidgjie lielumi £ S.E.M. un
rezultati izteikti relativas vienibas atbilstosi a-tubulina koncentracijai. Grafika att€lotas KPT-
1B ekspresijas vidgjas relativas vertibas no triju kontrolu un seSu mildronata grupu zurku

s€klinieku ekstraktiem.

3.3.4. Mildronata ietekme uz testosterona koncentraciju Zurku asins
plazma

Pec Cetrpadsmit dienu ilgas p.o. mildronata ievadiSanas devas 30 mg/kg,

100 mg/kg un 300 mg/kg un seksualas uzvedibas novéroSanas, zurku tevini tika

dekapitéti, un savakta kop€ja asinis plazma talakajam analizém. Turpmakaja

eksperimentu gaita tika analizeti iegiitie plazmas paraugi, tajos nosakot testosterona
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koncentraciju. Ka redzams 23. attéla, mildronata ievadiSana divu ned€lu garuma nav

ietekm@jusi testosterona koncentraciju asinis.
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23. attels. Testosterona Kkoncentracijas izmaipas péc 14 dienu ilgas mildronata

ievadiSanas. Vertibas ir vidgjie lielumi + S.E.M. (n = 10).

Jaatzime, ka mildronats mazakaja deva 30 mg/kg uzradija tendenci samazinat
testosterona koncentraciju. Savukart zurku t€viniem p&c mildronata ievadiSanas
lielakas devas 100 mg/kg un 300 mg/kg testosterona Iimenis neatSkiras no kontroles

grupas Iimena (23. attéls).

3.4. Parejosas videjas cerebralas arterijas okluzijas ilguma

ietekme uz Zurku sensori-motoro un izzinasanas funkciju

3.4.1. Videjas cerebralas arterijas okluzijas ilguma ietekme kepu

novietoSanas testa

Zurku priek8kepu un pakalkepu atbildes reakcija uz izsauktajiem taktilajiem
un proprioceptivajiem kairinajumiem bija bitiski izmainijusies kepu novietoSanas
testa, un §1 pasliktinata atbilde tika noverota visos parbauditajos laika intervalos (3., 7.
un 14. pecoperacijas diena) gan VCAO grupai ar 90 min., gan 120 min. okluziju,
salidzinot ar viltus operéto grupu (24. attéls, divvirziena atkartotu mérjjumu ANOVA
apstiprinaja galveno grupas efektu [F(2,38) = 66,53, p < 0,0001], dienas [F(3,114) =
127, p < 0,0001] un grupas un dienas savstarpgjo mijiedarbibu [F(6,114) = 35,69, p >

0,0001]). P&c abiem oklizijas laikiem zurku grupam tika noveroti atveseloSanas
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procesi, ko ilustré par 20% uzlabojusas taktilas un proprioceptivas funkcijas,
salidzinot 3. un 7. p&coperacijas dienu (p < 0,01), un pat uzlaboSanas divas reizes
starp 3. un 14. p&coperacijas dienu (p < 0,01) (24. attels). Netika atrastas atSkiribas
taustes un proprioceptivo stimulu atbildes reakcija priekSkepam un pakalkepam starp

90 un 120 min. VCAO grupam jebkura noveérotaja pecoperacijas diena.
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24, attels. VCAO 90 un 120 min. ietekme uz pakaléjo un priek$éjo kepu
novietoSanu kepu novieto§anas testa Zurkam. Vertibas izteiktas ka vidgjie lielumi + S.E.M.
(n=8-21); *p < 0,05 statistiski ticami, salidzinot ar viltus oper&to grupu, °p < 0,05 statistiski
ticami, salidzinot ar treSo p&coperacijas dienu attiecigaja grupa (viena veida un divvirziena

atkartotu merjjumu ANOVA, Newman—Keuls tests).

3.4.2. Vidgjas cerebralas arterijas okluzijas ilguma ietekme uz Zurku

tisu kairinajuma izraisito kepu novietoSanas testu

Abas VCAO grupas, 90 un 120 min., novéroja samazinatu sensori-motoro
funkciju 3., 7. un 14. p&coperacijas diena (25. attels, divvirziena atkartotu mérijjumu
ANOVA apstiprinaja galveno grupas [F(2,38 ) = 7,804, p < 0,001], dienas [F(3,114)
= 17,71, p < 0,0001], ka ar1 grupas un dienas savstarpgjas mijiedarbibas efektu
[F(6,114) = 6,937, p < 0,0001]). Tomer efekti VCAO 90 un 120 min. zurku grupam
sava starpa neatskiras neviena no parbauditajam dienam. Sensori-motora funkcija bija
bitiski samazinata 90 min. okliizijas grupa 3. p&coperacijas diena (p < 0,001), tomer
Sis efekts nesaglabajas un ticami neat$kiras no viltus operétas grupas 7. un 14. diena

pec insulta. Ka paradits 25. attéla, 120 min. VCAO grupai novéroja bitiski
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pasliktinatu sensori-motoro funkciju visas pécoperacijas dienas, tacu Sai grupai arl
noveéroja bitisku atveseloSanas procesu, uzlabojoties sensori-motorajai funkcijai
[F(2,35) = 5,335, p <0,01], salidzinot 3. un 7. p&coperacijas dienu (p < 0,05) un 3. un
14. pecoperacijas dienu (p < 0,05).
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25. attels. 90 un 120 min. VCAO ietekme uz sensori-motoro funkciju Zurku disu
kairinajuma izraisitaja kepu novietoSanas testa. Vertibas izteiktas ka vidgjie lielumi +
S.EMM. (n = 8-21); °p < 0,05 statistiski ticami, salidzinot ar viltus operéto grupu, p < 0,05
statistiski ticami, salidzinot ar treSo p€coperacijas dienu attiecigaja grupa (viena veida un

divvirziena atkartotu mérjjumu ANOVA, Newman—Keuls tests).

3.4.3. Vidgjas cerebralas arterijas okluzijas ilguma ietekme uz Zurku

parvietoSanas pa laipu testu

Pasliktinata sensori-motora funkcija Zzurkam tika noveértéta 3., 7. un 14.
pecoperacijas diena (26.A,B attéls). ParvietoSanas pa laipu testa iegiitie dati tika
analizeti ar divvirziena atkartotu mérjjumu ANOVA testu. Apkopojot rezultatus, tika
noverots ticami palielinats solu klidu skaits pakalkepam, parvietojoties pa laipu,
salidzinot 90 un 120 min. VCAO grupas un viltus operéto grupu (grupas [F(1,18) =
8,964, p < 0,001], dienas [F(3,54) = 12,56, p < 0,0001], grupas un dienas savstarp&jas
mijiedarbibas efekts [F(3,54) = 5,287, p < 0,001]). Tomer bojatai priekskepai nebija
bitiskas ietekmes uz solu kludu skaitu, salidzinot VCAO grupas dzivniekus
(26.A attels, divvirziena atkartotu mérjjumu ANOVA, galvenais grupas efekts (p >
0,05); bija galvenais dienas efekts [F(3,54) = 8,69, p < 0,0001] un grupas un dienas
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savstarpejas mijiedarbibas efekts [F(3,54) = 5,534, p < 0,05]). Visos parbauditajos
laika posmos tika konstatéta ticama atSkiriba starp 90 un 120 min. VCAO grupam
nepareizi noieto solu skaita ar bojatu pakalkepu. Turklat ticama atSkiriba noieto solu
skaita ar bojatu priekskepu (p < 0,001) starp 90 un 120 min. okliizijas grupam tika
noverota 3. pe€coperacijas diena.
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26. attels. 90 un 120 min. VCAQO ietekme uz Zurku sensori-motoro funkciju
priekSkepam (A) un pakalkepam (B) parvietoSanas pa laipu testa (klidu skaits, %).
Kladu skaits izteikts ka vidgjie lielumi + S.EM. (n = 8-21); p < 0,05 statistiski ticami,
salidzinot ar viltus operéto grupu, °p < 0,05 statistiski ticami, salidzinot ar tre$o p&coperacijas
dienu attiecigaja grupa, p < 0,05 statistiski ticami, salidzinot ar 90 min. okltizijas grupu grupa

(viena veida un divvirziena atkartotu mérjjumu ANOVA, Newman—Keuls tests).
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Pakalkepu kludu skaits 120 min. VCAO grupai bija ticami pieaudzis,
salidzinot ar viltus operéto grupu katra parbauditaja laika posma (p < 0,01). Tomér
priekskepu kladu skaits 120 min. oklizijas grupai bija butiski pieaudzis tikai 3.
pecoperacijas diena, salidzinot ar viltus operéto grupu [F(2,35) = 5,16, p < 0,01].
Sensori-motoro funkciju atjaunoSanas priekSkepam un pakalkepam tika novérota
120 min. VCAO grupai starp 3. un 7. pecoperacijas dienu un 3. un 14. p&coperacijas
dienu (26.A,B attels, priekSkepam [F(2,35) = 8,688, p < 0,001] un pakalkepam
[F(2,35)= 11,93, p <0,0001]). 90 min. okluzijas zurku grupa ticami neatskiras kladu

skaits bojatai priekSkepai un pakalkepai no viltus operétas grupas.

3.4.4. Videjas cerebralas arterijas okliizijas ilguma ietekme uz Zurku

uzvedibu cilindra testa

Izmantojot cilindra testa iegltos datus (27. attéls), tika izverteta zurku
priekskepu asimetriska lietoSana, kas bija ticami sliktaka gan p&c 90, gan péc
120 min. VCAO (divvirziena atkartotu merijjumu ANOVA apstiprindja galveno
grupas [F(2,38) = 16,70, p < 0,001], dienas [F(3,114) = 23,36, p < 0,001], ka arT
grupas un dienas savstarp&jas mijiedarbibas efektu [F(3,114) = 7,125, p < 0,001]).
Kreisas priekskepas izmantoSana bija ticami samazinata 90 min. okliizijas grupai 3.
[F(2,37)=12,64, p <0,0001]un 7. [F(2,37) = 23,35, p <0,0001] p&coperacijas diena,
salidzinot ar viltus operéto grupu. Savukart 14. pé&coperacijas diena kreisas
priekSkepas izmantoSana bija palielinajusies 90 min. VCAO grupa un bitiski
neatskiras no viltus operétas grupas raditajiem. Papildus tam dzivnieki uzradija
bitiskas atveseloSanas sp&jas bojatas kreisas priekSkepas izmantoSana [F(2,24) =
11,05, p < 0,001], salidzinot 3. un 14. p@coperacijas dienu. Kreisas bojatas
priekskepas izmantoSana bija ticami samazinajusies 120 min. VCAO grupa gan 3. (p
<0,0001), gan 7. (p < 0,0001), gan ar1 14. (p < 0,001) pecoperacijas diena, salidzinot
ar viltus operétas grupas zurkam. Netika noverots atveseloSanas process 120 min.
okliizijas grupai starp 3. un 7. un ar1 starp 3. un 14. pécoperacijas dienu. Turklat
ticama atsSkiriba tika nov€rota starp 90 un 120 min. oklizijas grupu kreisas

priekskepas izmantosana (p < 0,05) 14. pecoperacijas diena.
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27. attels. 90 un 120 min. VCAO ietekme uz Zurku priekikepu izmanto$anu
cilindra testa. Kreisas priekSkepas izmantoSana cilindra testa tika aprékinata, izmantojot
formulu — (kreisa priekSkepa + 1/2 abas priekskepas / visi soli) x 100%. Vertibas tika izteiktas
ka vidgjie lielumi = S.E.M. (n = 8-21); p < 0,05 statistiski ticami, salidzinot ar viltus oper&to
grupu, °p < 0,05 statistiski ticami, salidzinot ar treSo pécoperacijas dienu attiecigaja grupa,
p < 0,05 statistiski ticami, salidzinot ar 90 min. okllizijas grupu grupa (viena veida un

divvirziena atkartotu mérjjumu ANOVA, Newman—Keuls tests).

3.4.5. Videjas cerebralas arterijas okluzijas ilguma ietekme pasiva

nosacijuma refleksa testa

Pasiva nosacijuma refleksa tests tika izmantots, lai parbauditu kontekstualo
atminu Zurkam p&c insulta. Atbildes laiks PNR testa zurkam tika parbaudits 24 st. un
6 dienas péc elektriska kairinajuma sanemsanas dienas (6. p€coperacijas diena). 24 st.
péc kairinajuma sanemsanas atbildes laiks buitiski neatSkiras starp viltus operéto (219
+ 26 sek.) un 90 min. (195 £+ 51 sek.) un 120 min. (173 £ 39 sek.) VCAO grupu. Ka
redzams 28. attela, atbildes laiks bija ticami samazin3ajies 120 min. oklizijas grupas
dzivniekiem (103 + 37 sek.) 6 dienas pec kairinajuma sanemsanas, salidzinot ar viltus
operéto grupu (199 + 27 sek.) [F(2,37) = 2,801, p < 0,05]. Atbildes laiks neatskiras
starp viltus oper&to, 90 un 120 min. VCAO grupu kairinajuma sanemsanas diena (dati

nav paraditi).
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28. attels. Atbildes laiks PNR testa péc 90 un 120 min. VCAO Zurkam. Atbildes
laiks tika noteikts 24 stundas un 6 dienas péc stravas kairinajuma sanemsSanas. Veértibas tika
izteiktas ka vidgjie lielumi = S.E.M. (n = 8-21); °p < 0,05 statistiski ticami, salidzinot ar viltus

operéto grupu (viena veida ANOVA un sekojoSais Newman-Keuls tests).

3.4.6. Videjas cerebralas arterijas okluzijas ilguma ietekme uz

darbibas atminas novértésanas testu

Darbibas atmina un izp&tes aktivitate Zzurkam tika parbaudita Y veida labirinta.
Viltus operétajai grupai pareizi veikta ejas izvéle bija 64% Y veida labirinta testa.
legtitie rezultati noradija, ka peéc VCAO zurkam nenoveéroja pasliktinatu darbibas
atminu 90 (73%) un 120 min. (63%) okliizijas grupam, salidzinajuma ar viltus oper&to

grupu (dati nav paraditi).

3.4.7. Infarkta izmeérs

Bojato audu izmérs tika noteikts visu VCAO opereto zurku smadzenu audos.
Smadzenu bojajumi tika lokaliz€ti smadzenu garoza un striatum 14. diena péc
parejosas 90 un 120 min. VCAO. 90 min. okluzijas grupai infarkta izmérs bija 13%,
120 min. infarkta grupas dzivniekiem infarkta izmérs bija 25%. Tika atrasta ticama
atSkiriba infarkta izm&ram, salidzinot VCAO grupas un viltus operéto grupu [F(3,27)
= 3,887, p < 0,02]. Turklat novéroja bitisku atSkiribu infarkta izméram (p < 0,05)
starp 120 min. un 90 min. oklizijas grupam (29. attels).
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29. attels. Infarkta izmérs péc 90 un 120 min. VCAO Zurkam. Infarkta izmers (%)
att€lots ka veselo audu daudzums infarkta smadzenu puslodé (ipsilateralaja), salidzinot ar
veselo audu daudzumu kontralateralaja puslode. Vertibas tika izteiktas ka vidgjie lielumi +
S.E.M. (n = 8-21); *p < 0,05 statistiski ticami, salidzinot ar viltus operé&o grupu, °p < 0,05
statistiski ticami, salidzinot ar 90 min. okluizijas grupu (viena veida ANOVA un sekojoSais

Dunetta tests).

3.4.8. Vidgjas cerebralas arterijas okluzijas ilguma ietekme uz Zurku

kermena svaru

Zurku kermena svars eksperimenta laika bitiski samazinajas VCAO grupam
salidzinajuma ar viltus operéto grupu (divvirziena atkartotu mérjjumu ANOVA,
galvenais grupas efekts [F(2,38) = 6,55, p <0,001] un dienas efekts [F(9,342) = 41,15,
p <0,0001]; grupas un dienas savstarp€ja mijiedarbiba nav biitiska). Nebija nekadas
bitiskas atskiribas kermena svaram starp 90 un 120 min. (30. attels). VCAO grupam.
Saja eksperimenta kermena svara zudums tika novérots 1-3 p&coperacijas dienai, pgc

kuram svars saka palielinaties.
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30. attels. Kermena svars péc 90 un 120 min. VCAQO Zurkam. Vertibas tika izteiktas

ka vidgjie lielumi = S.E.M. (n = 8-21); *p < 0,05 statistiski ticami, salidzinot ar viltus oper&to

grupu (viena veida ANOV A un sekojosais Newman—Keuls tests).

3.5. Mildronata ietekme uz videjas cerebralas arterijas okluzijas

izraisitiem bojajumiem Zurkam

3.5.1. Mildronata ietekme uz Zurku kepu taktilo funkciju

Kepu novietosanas tests tika izmantots pakalgjo un priek$gjo kepu taktilo un
proprioceptivo stimulu izmainu izvert€Sanai péc infarkta. Ka redzams 31. attéla,
kontroles dzivniekiem nov€ro ievérojamu kepu taktilo un proprioceptivo stimulu
trauc&jumus 3., 7. un 14. diena p&c operacijas salidzinajuma ar viltus operéto grupu
[F(5,42) = 30,72, p < 0,0001]. Kontroles grupa ir $adi raditaji: 3. diena 5,5 balles, 7.
diena 7,1 un 14. diena 8,4 balles no maksimali 14 iesp&jamam. Mildronata terapija
deva 200 mg/kg ieverojami uzlaboja kepu taktilo un proprioceptivo darbibu 14. diena
péc operacijas par 30%, salidzinot ar kontroles grupu [F(3,27) = 12,07, p < 0,05].
Turklat zurkam, kuras sanéma mildronatu injekcijas, novéroja bitisku atveseloSanas
procesu grupas ietvaros [F(2,24) = 6,872, p < 0,01], salidzinot 3. ar 14. p&coperacijas
dienu, respektivi, 6,3 + 1,1 un 10,9 + 0,7 (skatit 31. attelu).
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31. attels. Mildronata (100 un 200 mg/kg) terapijas ietekme uz Zurku kepu motoro
funkciju pakaléjo un priekséjo kepu novietoSanas testa pec VCAO. Oklizija veikta 90
min. Rezultati paraditi ka vid&jie lielumi £ S.EM. (n = 6-8); “p < 0,05 statistiski ticami,
salidzinot ar viltus oper&to grupu, °p < 0,05 statistiski ticami, salidzinot ar kontroles grupu, p
< 0,05 statistiski ticami, salidzinot ar treSo p&coperacijas dienu attiecigaja grupa (viena veida

ANOVA un sekojosais Newman—Keuls tests).

Ka redzams 31. attéla, mildronats deva 100 mg/kg neizraisija kepu taktilo un
proprioceptivo stimulu izmainas, salidzinot ar kontroles grupu, lai gan Saja grupa
noveéroja ieveérojamu atveseloSanas procesu grupas ietvaros [F(2,18) = 3,991, p <

0,05], salidzinot 3. ar 14. pecoperacijas dienu, attiecigi 5,7 = 1 un 9,3 + 0,8.

3.5.2. Mildronata ietekme uz Zurku sensori-motoro funkciju

Sensori-motoro funkciju izvertéSanai izmantoja Zurku dsu kairindjuma
izsaukto kepu novietoSanas testu. Ka redzams 32. attéla, kontroles grupai novéroja
sensori-motoras funkcijas bojajumus 3., 7. un 14. pecoperacijas diena, attiecigi 63 +
15%, 75 £ 16% un 71 £ 15%. Mildronats deva 200 mg/kg neuzradija ietekmi uz
sensori-motoro funkciju, jo p&c mildronata ievadiSanas ta ievérojami neat$kiras no
kontroles grupas un rezultati bija lidzigi ar viltus operéto grupu, attiecigi 93% un 96%
7. un 14. pecoperacijas diena. Tomer butiski uzlabojumi dzivnieku grupa, kura

sanéma mildronatu deva 200 mg/kg tika atrasti, salidzinot 3. un 14. dienu, attiecigi
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68% un 96%. Mildronats deva 100 mg/kg neizraisija butiskas izmainas zurku sensori

motorajas funkcijas, salidzinot ar kontroles grupu (32. attéls).
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32. attls. Sensori-motoro funkciju novértéjums Zurku tisu kairinajuma izsauktaja
kepu novietoSanas testa pec mildronata terapijas. Okliizija veikta 90 min. Mildronats tika

injicets devas 100 un 200 mg/kg. Vertibas izteiktas ka vidgjie lielumi + S.E.M. (n = 6-8).

3.5.3. Mildronata ietekme uz Zurku kepu motoro darbibu

Lai novertétu motoras darbibas trauc€jumus, tika izmantots cilindra jeb Zurku
kepu izmantoSanas asimetrijas tests. Kreisas priekSkepas izmantoSana cilindra testa
bitiski bija samazinajusies kontroles grupa 3. diena [F(3,27) = 2,152, p < 0,05] un 7.
diena [F(3,27) = 4,549, p < 0,05] p&c operacijas, attiecigi par 39% un 38%, salidzinot
ar viltus operéto dzivnieku grupu. Tomer 14. diena pe&c VCAO starp kontroles un
viltus operéto dzivnieku grupu atskiribas kreisas priekskepas izmantoSana nebija
novérojamas. Septitaja diena p&c operacijas 200 mg/kg mildronata grupai bija
noverojami uzlabojumi kreisas priekSkepas izmantosana (46%), bet Sie rezultati
bitiski neatSkiras no kontroles grupas. Mildronata terapija deva 100 mg/kg bitiski

neietekméja kreisas priekSkepas izmantoSanu cilindra testa (33. A attels).
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33. attels. Mildronata ietekme devas 100 un 200 mg/kg uz Zurku motoro funkciju
cilindra testa pec VCAO. (A) Kreisas priekSkepas izmantoSana cilindra testa tika aprékinata,
izmantojot formulu — (kreisa prickSkepa + 1/2 abas priekSkepas / visi soli) x 100%. (B) Abu
priekSkepu izmantoSana tika aprékinata péc formulas — (abas priekskepas / visi soli) x 100%.
Vértibas tika izteiktas ka vidgjie lielumi £ S.EMM. (n = 6-8); °p < 0,05 statistiski ticami,
salidzinot ar viltus operéto grupu, °p < 0,05 statistiski ticami, salidzinot ar tre$o p&coperacijas

dienu attiecigaja grupa (viena veida ANOVA un sekojoSais Newman—Keuls tests).
Ka redzams 33.B attéla, abu priekSkepu izmantoSana cilindra testa ievérojami

bija samazinajusies kontroles grupa pecoperacijas 3. [F(3,27) = 3,887, p < 0,02] un 7.
[F(3,27) = 1,487, p < 0,05] diena, attiecigi 47% un 45% (p < 0,05), salidzinot ar viltus
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operéto dzivnieku grupu. Lai gan 14. pecoperacijas diena kontroles grupai tika
noverota samazinata abu priekSkepu izmantoSana, tomer rezultati ticami neatskiras,
salidzinot ar viltus operéto dzivnieku grupu. 200 mg/kg mildronata grupai novéroja
pastiprinatu abu priekSkepu izmantoSanu, salidzinot ar kontroles grupu, it pasi 14.
pecoperacijas diena, ta uzlabojas par 34%, rezultati ticami atskiras [F(3,27) = 2,97, p
< 0,05]. Turklat 14. diena p&c operacijas 200 mg/kg mildronata grupai abu kepu
lietojums zurkam bija lidzigs ar viltus operéto grupu rezultatiem. 100 mg/kg
mildronata grupa nenoveroja samazinatu abu priekskepu izmantoSanu p&coperacijas
perioda, jo 1pas$i 3. un 7. diena, salidzinot ar kontroles grupu (33.B attéls), bet

mildronata efekti devas 100 mg/kg un 200 mg/kg sava starpa neatskiras.

3.5.4. Mildronata ietekme uz Zurku prieks$éjo un pakaléjo kepu

sensori-motoro funkciju

ParvietoSanas pa laipu tests tika izmantots, lai novertétu zurku prieks€jo un
pakalgjo kepu sensori-motoros traucjumus peéc VCAO. Kontroles grupas
dzivniekiem ir palielinats nepareizi noieto solu skaits gan priekSkepam, gan
pakalkepam, salidzinot ar viltus operéto dzivnieku grupu, attiecigi 25% un 23%, Sie
rezultati biitiski neatskiras (5. tabula). P&c mildronata ievadiSsanas 100 un 200 mg/kg
devas nenovéroja bitiski uzlabotu sensori-motoro funkciju visa pecoperacijas perioda,

salidzinot ar kontroles grupu (5. tabula).

5. tabula. Mildronata (100 un 200 mg/kg) ietekme uz Zurku sensori-motoro

funkciju parvieto§anas pa laipu testa (kladu skaits, %)

Priekskepas Pakalkepas
Grupas
3. diena 7. diena 14. diena | 3. diena 7. diena 14.diena

Viltus 744 18+4 1743 1943 1843 1843
operetas

Kontrole 25+6 23+4 20+3 2346 2443 1943
Mildronats 25415 21+4 1543 2445 2342 1843
100 mg/kg

Mildronats 519 1843 17+3 2 22+4 1643 1743
200 mg/kg

Zurku priekskepu un pakalkepu sensori-motorie traucgjumi péc VCAO. Okliizija veikta
90 min. legutie dati tika analiz@ti, izmantojot aprekinu: kliidu skaits/kop&jais solu skaits.
Vértibas tika izteiktas ka vid&jie lielumi = S.E.M. (n = 6-8); “p < 0,05 statistiski ticami,
salidzinot ar treSo p€coperacijas dienu attiecigaja grupa (viena veida ANOVA un sekojoSais

Newman—Keuls tests).
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Ka redzams 5. tabula, 200 mg/kg mildronata grupai novéroja statistiski ticamu
atveselosanas gaitu priekskepam [F(2,24) = 3,435, p < 0,05] (3. pret 14. pE&coperacijas
dienu), attiecigi kliidu skaits priekSkepam samazinajas no 25% lidz 17%. Deva 100

mg/kg mildronats neizraisija ticamu atveseloSanos (skatit 5. tabulu).

3.5.5. Mildronata ietekme uz Zurku kustibu koordinaciju

Zurku kustibu koordinacija tika novértéta ar rotgjosa stiena testu. Ka redzams
34. attela, viltus operétas grupas zurkam vidg€jais parvietoSanas laiks rotgjosa stiena
testa bija 266 = 10 sek. 3. pecoperacijas diena. Kontroles grupas dzivniekiem
samazinatu kustibu koordinaciju noveroja visa pecoperacijas perioda. Rezultati ticami
atskiras, salidzinot ar viltus operéto grupu, 3. [F(3,27) = 2,886, p < 0,05] un 14.
[F(3,27) = 2,573, p < 0,05] peécoperacijas diena, attiecigi 205 £ 19 sek. un 191 +
15 sek. Savukart 100 mg/kg un 200 mg/kg mildronata grupu dzivnieku rezultati
neatskiras no viltus operéto dzivnieku grupas, bija lidziga ar viltus operéto grupu

rezultatiem. Mildronata grupas no kontroles grupas neatskiras.

300 -

[y p— [ [ 3

4 n S n

< < < <
I I I I

Latentais periods, sek.

N
<
1

3 7 14

Dienas péc infarkta

OViltus operétas HMKontrole O Mildronats, 100mg/kg E Mildronats, 200mg/kg

34. attéls. Zurku kustibu koordinacijas un motoro funkciju novérté§ana rotéjosa
stiena testa péc mildronata injekcijam 100 un 200 mg/kg. Okluzija veikta 90 min.
Latentais periods (sek.) tika izteikts ka vidgjais lielums £ S.EM. (n = 6-8); p < 0,05
statistiski ticami, salidzinot ar viltus operéto grupu (viena veida ANOVA un sekojosais

Newman—Keuls tests).
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3.5.6. Dzivnieku svara izmainas péc insulta raditajiem bojajumiem

Dzivnieku svars tika registréts no 0. lidz 14. dienai peéc VCAO operacijas. Ka
redzams 35. att€la, svara samazinasanas bija nov€rojama visas grupas 1. diena péc
operacijas. Biitiskas svara pieauguma izmainas starp kontroles dzivnieku grupu un
100 un 200 mg/kg mildronata dzivnieku grupam nebija novérojamas. Mildronata
terapijas 200 mg/kg 14. diena dzivnieku svars sasniedza videji 311 g, savukart

kontroles dzivnieku grupa — 314 g.
110
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Dienas péc infarfta

—<— Viltus operetas Kontrole
—— Mildronats, 100mg/kg —5—Mildronats, 200mg/kg

35. attéls. Zurku svars pécoperacijas perioda. Okliizija veikta 90 min. Rezultati

att€loti ka vidgja vertiba = S.E.M. (n = 6-8).

Svara pieaugums no 2. dienas p&c operacijas bija novérojams visas dzivnieka
grupas, tacu vislielakais svara pieaugums lidz pat 14. dienai bija v€rojams viltus

operéto dzivnieku grupa.

3.5.7. Smadzenu insulta radito bojajumu histologiska atradne

Insulta vizualiz&Sanai izmantotie smadzenu audi p&c uznemtajam fotografijam
un veiktajiem aprékiniem lava noteikt insulta izmeéru ipsilateralaja smadzenu puslodé
salidzinajuma pret veselo audu daudzumu kontralateralaja puslodg.

14. diena péc VCAO visam dzivnieku grupam tika noteikts smadzenu insulta

radito bojajumu lielums. Kontroles grupa péc 90 min. VCAO insulta lielums bija 13 +
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4,6%. Savukart mildronata terapija (100 un 200 mg/kg) butiski neietekméja insulta

izmera lielumu, tas bija attiecigi 15 + 2,6% un 18 £+ 6,2%.

3.6. Mildronata ietekme uz smadzenu mitohondriju funkciju

normoksijas apstaklos un péc anoksijas-reoksigenacijas

3.6.1. Mildronata ietekme uz acil-karnitinu koncentraciju smadzenu

audos

Ta ka zinams, ka mildronata ievadiSanas rezultatd samazinas karnitina
koncentracija smadzenu audos, tika parbaudits, vai mildronats ietekmé acil-karnitinu
(C2-C18) koncentraciju audos.

6. tabula. Mildronata divu nedélu ievadiSanas ietekme uz acil-karnitina profilu un

acil-KoA koncentraciju smadzenu audos

Kontrole Mildronats
IskéZu acil-karnitini
Acetilkarnitins (C2), 1999 + 306 R14 4+ 162*
pmol/g smadzenu audu
Butiril-karnitins (C4), 1075 + 110 380 4 74%
pmol/g smadzenu audu
Vidéja garuma kedes
acil-karnitini
Heksanoil-karnitins  (C6), 5346 13 4 3%
pmol/g smadzenu audu
Dekanoil-karnitins  (C10), 54405 2.8 4 0.4%
pmol/g smadzenu audu ’ ’ ’ ’
Lauroil-karnitins (C12), 5244 35 4 3
pmol/g smadzenu audu
Garkeézu acil-karnitini
Miristoil-karnitins  (C14), 269 = 16 208 + 11*
pmol/g smadzenu audu
Palmitoil-karnitins  (C16), 533 408 500 + 38
pmol/g smadzenu audu
Stearoil-karnitins ~ (C18), 1341 10 + 1%
pmol/g smadzenu audu
AK:BK attieciba 9,7+ 1,0 9.8+1,0
Acil-KoA, 240+ 17 303 + 18
pmol/g smadzenu audu
Brivais KoA, 205 + 15 21921

pmol/g smadzenu audu
Mildronata efekts uz acil-karnitina profilu un acil-KoA koncentraciju smadzenu audos.

AK-acil-karnitins, BK-brivais karnitins. Vertibas tika izteiktas ka vidgjie lieclumi £ S.E.M. (n

=6); *p < 0,05 statistiski ticami, salidzinot ar kontroles grupu (Stjidenta 7-tests).
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P&c 14 dienu ilgas mildronata p.o. ievadiSanas deva 100 mg/kg C2-C18 acil-
karnitinu koncentracijas smadzenu audos bija ticami samazinatas (6. tabula).
Mildronata ievadiSanas rezultata ieverojami bija samazinajusas acetil-, butiril- un
heksanoil-karnitinu koncentracijas (par 59%, 64% un 76% attiecigi), kamér C12-C18
acil-karnitinu koncentracijas bija samazinatas vidgji tikai par 20%. Netika novérota
acil-karnitna un briva karnitina attiecibu (AK:BK) atskiriba starp kontroles un
mildronata grupam, bet acil-KoA koncentracija bija ticami paaugstinata par 27%

(6. tabula).

3.6.2. Mildronata ietekme uz karnitina acetiltransferazes un

palmitoiltransferazes 1 aktivitati smadzenu audos

Ta ka mildronata hroniskas ievadiSanas rezultata samazinas karnitina
koncentracija smadzenu audos, tika parbaudits, vai karnitina biopieejamibas
samazinajums ietekmé no karnitina atkarigo enzimu KrAt un KPT-1 aktivitati (36.
A,B attéls). KrAT aktivitate tika noteikta izoleétos Zurku smadzenu mitohondrijos,
normoksijas apstaklos péc 14 dienu mildronata vadiSanas p.o. (100 mg/kg). Ka
redzams 36. A attéla, KrAT aktivitate bija ticami palielinata par 15%, bet KPT-1

aktivitate nebija izmaintta, salidzinot ar kontroles grupu.

A.1'4_ % B.12-

g £

S 1.2 - 2.0 T
=1)] T =T)]

£ 1.0 - £

=) S 8-

2 0.8 i

= g 67

z 067 £,

= 0.4 - -

= <,

< 02 - =

~ M

0.0 : . 0 '

Kontrole  Mildronats Kontrole Mildronats

36. attels. Mildronata 14 dienu ievadiSanas ietekme wuz karnitina
acetiltransferazes (KrAT) aktivitati (A). Karnitina palmitotranferazes (KPT-1)
aktivitate péc mildronata 14 dienu ievadiSanas (B). Vértibas tika izteiktas ka vidgjie
lielumi + S.E.M. (n = 6); *p < 0,05 statistiski ticami, salidzinot ar kontroles grupu (Stjidenta

t-tests).
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3.6.3. Mildronata ietekme uz karnitina palmitoiltransferazes genu
ekspresiju smadzenu audos
Tika noteikts KPT-1 génu mRNS daudzums smadzenu audos pé€c karnitina
koncentracijas samazinajuma, izmantojot mildronata ievadiSanu. Ka redzams 37.A,B
attéla, tad hroniska mildronata ievadiSana neietekmé&ja KPT-1A un KPT-1C génu

mRNS daudzumu smadzenu audos.
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37. att€ls. Mildronata 14 dienu ievadiSanas ietekme wuwz Kkarnitina
palmitotranferazes genu ekspresiju smadzenu audos: A — KPT-1A (aknu tips) un (B) —
KPT-1C (smadzenu tips). Mé&rjjumu vértibas tika izteiktas ka vidgjie lielumi = S.E.M. (n =
5)

3.6.4. Mildronata ietekme uz Krebsa cikla enzimu aktivitati

smadzenu audos

Lai noteiktu, ka karnitina biopieejamibas samazinajums smadzenu audos
ietekmé mitohondriju katabolismu, tika veikti Krebsa cikla enzimu aktivitates
merijumi izolétos smadzenu mitohondrijos péc 14 dienu mildronata ievadiSanas deva
100 mg/kg. Mildronata ievadiSanas rezultata malatdehidrogenazes un citratsintazes
aktivitate smadzenu mitohondrijos bija ticami palielinata attiecigi par 24% un 13%,
salidzinot ar kontroli (38.A,B attels). Mildronata ievadiSana neietekmé&ja o-
ketoglutaratdehidrogenazes un sukcinil-KoA sintetazes aktivitati, ta bija vienada ar

kontroles grupas mérijumiem (38.C, D attéls).
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38. attéls. Mildronata 14 dienu ievadiSanas ietekme uz Krebsa cikla enzimu
aktivitati. A — citratsintaze (CS), B — malatdehidrogenazes (MDH), C - a-
ketoglutaratdehidrogenazes (aKGDH), D — sukcinil-KoA sintetaze (SKoAS). Vertibas tika
izteiktas ka vidgjie lielumi £ S.E.M. (n = 6); *p < 0,05 statistiski ticami, salidzinot ar

kontroles grupu (Stjudenta ¢-tests).

3.6.5. Mildronata ietekme uz smadzenu mitohondriju elpoSanu
normoksija un péc anoksijas-reoksigenacijas
P&c hroniskas mildronata ievadiSanas tika noverota samazinata karnitina
koncentracija smadzenu audos, kas var ietekm& mitohondriju elpoSanas ké&des
funkcionéSanu, tapec tika veikti mitohondriju skabekla patérina eksperimenti
(39. attels). Mildronata ievadiSanas rezultata netika ietekméts stavoklis-3 neviena no
elposanas kompleksiem (39.A attéls). Tomér p&c mildronata ievadiSanas stavokli-4
normoksijas apstaklos skabekla paterins bija pieaudzis par 30%, ka rezultata nedaudz

pazeminajas EKK vertiba (39.B,C attéls).
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39. attéls. Mildronata 2 nedélu ievadiSanas ietekme uz izolétu smadzenu

mitohondriju elpoSanu. A — stavokla-3 (ADF stimuléta elpoSana) elpoSanas atrums
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normoksiska apstaklos. B — skabekla paterina atrums normoksijas apstaklos péc anoksijas-
reoksigenacijas un C — elpoSanas kontroles koeficents (EKK, stavoklis-3/stavokli-4)
normoksijas apstaklos pec anoksijas-reoksigenacijas (A-R). Veértibas tika izteiktas ka vidgjie
lielumi = S.E.M. (n = 6);*p < 0,05 statistiski ticami, salidzinot ar atbilstoSo kontroles grupu.
p < 0,05 statistiski ticami, salidzinot ar atbilsto§o normoksijas grupu (viena veida ANOVA

un sekojoSu Kruskal-Wallis testu).

Ka var redzét 39.B attéla, anoksija-reoksigenacija kontroles smadzenu
mitohondrijiem izraisija skabekla pateérina samazinajumu stavokli-3 par 2,8 reizém un
stavokli-4 skabekla paterinpa pieaugumu par 1,6 reiz€ém. Lidz ar to anoksijas-
reoksigenacijas rezultata tika 4,2 reizes samazinata EKK vertiba, salidzinot ar
normoksijas kontroli. P&c ilgstosas mildronata ievadiSanas deva 100 mg/kg tika ticami
samazinati anoksijas-reoksigenacijas izraisitie bojajumi stavokla-3 un stavokla-4
gadijuma. Ka redzams 39.B attéla, pec ankosijas-reoksigenacijas stavokla-3 skabek]a
patérin$ mildronata grupa bija ticami lielaks un stavokla-4 gadijuma ticami zemaks,
salidzinot ar kontroles grupas raditajiem. EKK vértiba p&c anoksijas-reoksigenacijas
bija gandriz 2 reizes lielaka mildronatu grupa, salidzinot ar kontroles grupu péc

anoksijas-reoksigenacijas, un ticami atskiras (39.C attéls).

3.6.7. Mildronata ietekme uz adenozina trifosfatu koncentraciju

Smadzenu audos un izolétos mitohondrijos normoksijas apstaklos ATF
koncentracija péc mildronata ilgstoSas lietoSanas nebija izmainita un bija lidziga ar
kontroles grupu (7. tabula). Peéc anoksijas-reoksigenacijas ATF koncentracija izoletos

mitohondrijos mildronata grupa neatSkiras no kontroles grupas (7. tabula).

7. tabula. ATF koncentracija smadzenu audos un izolétos mitohondrijos péc

mildronata 14 dienu ievadiSanas

Kontrole Mildronats

ATF,

umol/g smadzenu 12,6 +£2,1 13,0 +3,0

audu
Izoleti mitohondriji,

nmol/mg prot.

Normoksija 112+ 1 1275
P&c anoksijas- 454 3 5349

reoksigenacijas
Vertibas tika izteiktas ka vidgjie lielumi + S.E.M. (n = 4).
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4. DISKUSIJA

Promocijas darba pétita karnitina koncentracijas izmainu neirotropa ietekme,
ka farmakologisko agentu izmantojot karnitina biosint€zes un transporta inhibitoru
mildronatu. P&tjjuma tika raksturota karnitina koncentracijas izmainu ietekme uz
zurku tevingu seksualo aktivitati, atveseloSanas procesiem pec smadzenu iS€mijas un
smadzenu mitohondriju funkcionéSanu, ka ar1 pétiti mildronata iesp&jamie darbibas

mehanismi CNS.

4.1. Mildronata neirotropa darbiba akiitas ievadiSanas gadijuma

Petfjuma paraditi mildronata neirotropie efekti akiitas ievadiSanas gadijuma
PTZ izraistto krampju un alkohola induc€to smadzenu darbibas trauc&jumu pelu
eksperimentalajos modelos. Mildronatam novéroja pretkrampju efektu PTZ izraisitaja
krampju testa (17. attéls), ka arT samazinatu etanola izraisito ,,parvelSanas” refleksa
zudumu hipnotiskas darbibas testa (18. attéls). Turklat mildronats dalgji kaveja
etanola izraistto asins pliismas samazinajumu smadzenu garoza (19. attéls), ka ari
mazinaja Tslaicigas CCA okliizijas izraisita skabekla piesatinajuma un asigu plismu
izmainas (20. attgls).

Kimisko konvulsantu izmantoSanai eksperimentalajos dzivnieku modelos ir
nozimiga loma, lai izprastu epilepsijas mehanismus, c€lonus un sekas, ka art mekletu
lidzeklus tas arst€Sanai. Viens no kimiskajiem konvulsantiem ir PTZ, ko plasi izmanto
dazadu epilepsijas veidu modelesanai (Smeland et.al., 2012), ka ari lai parbauditu
potencialos zalu lidzeklus. PTZ darbibas mehanisms ir tikai dalgji noskaidrots.
Uzskata, ka PTZ ar piritokstnu konkure par saistiSanas vietam pie GASSa receptora
kompleksa (Huang et.al., 2001; Ramanjaneyulu un Ticku, 1984). Dzivniekiem, kam
krampiji izraisiti ar PTZ, var novérot izmainitu kairinamo, kavéjoso un/vai modulatoro
neirotransmiteru receptoru blivumu (Cremer et.al., 2009). PTZ ierosinato krampju
slicksnis tiek reguléts caur centralo o,—receptoru noradrenergisko aktivitati (Szot
et.al., 2004) un NO sintézi (Nidhi et.al., 1999). PTZ izraisoSaja krampju testa ir
paradita karnitina pretkrampju aktivitate 3 g/kg liela deva péc vienreiz€jas i.p.
injekcijas eksperimentalaja PTZ izraisoSaja krampju testa (Yu et.al., 1997). Karnitina
pretkrampju aktivitates mehanisms nav zinams, ir izteikti min&jumi par ta saistibu ar

GASS sistemu (Fariello un Shug, 1981). Tai pat laika klinika tiek plasi lietots natrija
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valproats, kas ir karnitina biosintézes inhibitors un kam art ir pieradita pretkrampju
aktivitate (Farkas et.al., 1996). Valproatu pacienti parasti lieto ilgstosi, bet tam ir ar1
pieradita akuta pretkrampju iedarbiba PTZ modeli (Luszczki et.al., 2006), ka ar1
zinams, ka akita valproata ievadiSana nesamazina karnitina daudzumu sirds, muskulu
un nieru audos (Rozas et.al., 1990). Ir zinams, ka karnitina koncentracija smadzengs
nemainas ar1 1 stundu pé&c mildronata ievadiSanas (nepubliceti dati), ka ar1 pec 24
stundam (skatit 15. att€lu), tapat mildronata ievadiSanas gadijuma nenovéro izmainitu
karnitina koncentraciju asins plazma un sirds audos péc 24 stundam (Liepinsh et al.,
2006). Miisu veiktajos eksperimentos mildronats atkariba no devas uzradija PTZ, bet
ne BIK izraisttu krampju samazinasanos. Ta ka ir zinams, ka bikukulins ir GASSA
receptora antagonists un PTZ darbiba tiek saistita ar dazadiem mehanismiem, taja
skaita GASS, tad varétu noradit, ka akiita mildronata pretkrampju darbiba tiesi
nerealiz&jas caur GASS signalceliem. Turklat PTZ izraisitaja krampju testa mildronats
bitiski palielinaja etanola pretkrampju darbibu, bet BIK izraisitaja krampju testa sada
mildronata aktivitate netika noverota, tapeéc var secinat, ka mildronata pretkrampju
aktivitate nav saistita ar GASS signalsistemu.

Glikoze ir galvenais smadzenu energijas avots (Peters, 2011), samazinats
glikozes Iimenis paaugstina epilepsijas krampju biezumu (Roulet-Perez ef al., 2008;
Reid et al., 2009). Loti biezi krampjus ietekmé traucéts glikozes transports caur
hematoencefalisko  barjeru, Sajos procesos nozimiga loma ir glikozes
transportprotetnam-1 (GLUTT1) (Suls et.al., 2009). Ir zinams, ka viens no epilepsijas
celoniem ir mutacijas GLUT1 géna, kas noved pie funkcionali mazaktiva proteina
(Suls et al., 2009; Roulet-Perez et al., 2008). Lai gan epilepsijas pacientiem glikozes
koncentracija asinis, meérot gan tuk$a diisa, gan pagdusa stavokli, no kontroles grupas
neatskiras, tomér epilepsijas pacientiem tuksa dusa (zems glikozes limenis) pieaug
legkmju biezums (Badawy et.al., 2013), tapéc iesaka uzturét stabilu glikozes
koncentraciju asinis. Ir zinams, ka PTZ izraisa izmainas energijas metabolisma,
samazinot glikozes patérinu (Smeland et al., 2012). P&tot acetilkarnitinu PTZ krampju
modeli, konstatéts, ka acetilkarnitins neietekmé glikozes metabolismu krampju laika,
lai gan ir griti spriest, vai paaugstinats glikozes saturs nozime kavetu tas patérinu, vai
ar1 iesp&jams, ka Krebsa ciklam tiek papildus piegadats acetil-fragments no
acetilkarnitina, nodrosinot to ar papildu energijas avotu (Smeland et al.,2012).
Iepriek§ ir paradits, ka ne akiitas, ne hroniskas mildronata ievadiSanas gadijuma

nenoveroja izmainttu glikozes uznemSanu smadzen€s veselam pelém, ka ari tas
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neietekméja glikozes daudzumu asinis (Vilskersts et al., 2009). Hroniska mildronata
ievadiSana neizmainija svarigako glikozes metabolisma iesaistito gé€nu transkripciju
galvas smadzengs, tai skaita GLUT1 veselam pelem (Vilskeérsts et al., 2009). Varétu
domat, ka mildronata pretkrampju darbiba nav saistita ar glikozes metabolisma
veicinasanu smadzenu audos.

Iepriek§ ir atrasta mildronata akiitas ievadiSanas ietekme uz NO un
adrenoreceptorajam sisttmam (Dzintare et al., 2002; Sizova et al., 2002). Abas
sistémas ir iesaistitas PTZ izraisito krampju sliekSna modulacija (Nidhi et.al., 1999;
Szot et.al., 2004), tatad mildronata pretkrampju aktivitate PTZ inducgto krampju testa
varétu bit saistita ar vienu vai abam S$Tm sistémam. Lai noskaidrotu mildronata
darbibas mehanismu PTZ izraisitaja krampju testa, tika izmantots NO sintazes
inhibitors L-NAME un a,-adrenoreceptora antagonists johimbins. Ieprieks publicétie
dati liecina, ka ap-adrenoreceptora agonisti parada pretkrampju (guanfacins,
albuterols), savukart antagonisti parada krampjus pastiprinoSo (prazosins) aktivitati
PTZ krampju eksperimentalaja dzivnieku modeli. a,-adrenoreceptoru presinaptiskais
apakstips medi€é endogéna norepinefrina pretkrampju  darbibu, savukart
postsinaptiskais apakstips — krampju pastiprinoSo darbibu (Szot et al., 2004). Turklat
NO ir zinams ka krampju modulators, pieméram, NO sintazes inhibitoram ir krampjus
pastiprinoSa darbiba (Tsuda et.al., 1997), savukart, NG-monomethil-L-argintTnam
(NMMA) specifiskajam NO sintazes inhibitoram un NO donoram L-argintnam ir
zinama pretkrampju darbiba (De Sarro et al., 1991; Nidhi et al, 1999) dazados
krampju modelos. M&s izmantojam zemas L-NAME (10 mg/kg) un johimbina
(2 mg/kg) koncentracijas, kas paSas par sevi neietekm&ja PTZ izraisoSo krampju
slieksni (Homayoun et.al., 2002; Riazi et.al., 2006). NO sintazes inhibitora L-NAME
un op-adrenoreceptora antagonista johimbina klatbutné mildronata pretkrampju
aktivitate netika novérota. Sie dati norada uz mildronata PTZ krampju sliek3na
modulgjoso aktivitati, kas saistiti ar NO un adrenergisko celu.

Mildronats, atkariba no devas lieluma, kavéja etanola izraisito gulésanas laiku.
Iesp&jams, ka mildronata un etanola darbiba ir saistita ar lidzigiem CNS procesiem.
PTZ krampju testa mildronats paaugstindja etanola pretkrampju darbibu. Turklat
mildronata akiita ievadiSana mazin3ja etanola izraisitas izmainas smadzenu garozas
asins plusma. Savukart mildronatam nenovéroja antihipnotisko ietekmi etanola testa
L-NAME un johimbina klatbiitne, kas ir pret€ji PTZ testa rezultatiem. Literatiira

atrodamas norades par etanola atSkirigo ietekmi uz dzivnieku aktivitati — etanola
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injicéSana i.p. mazas devas izraisa paaugstinatu aktivitati “atvérta lauka” testa,
savukart etanols lielas devas noved pie kustibu koordinacijas trikuma un izraisa
narkozi — miegainibas efektu (Draski un Deitrich, 1993). Savukart peéc akita
mildronata ievadiSanas devas 30, 100 un 300 mg/kg netika noverotas izmainas
“atverta lauka” testa. Musu pétjjuma mildronata akiita ievadiSana izraisija atSkirigus,
ar etanola saistitus CNS efektus: mildronats samazinaja etanola hipnotisko darbibu,
etanolu pretkrampju darbiba mildronata klatbutné pastiprinajas. legiitie rezultati
vélreiz norada uz etanola iedarbibas komplekso dabu, vienlaicigi arT uz iesp&amiem,
ar karnittnu saistitiem mehanismiem, ko ietekmé& mildronats.

Tradicionali karnittnam smadzenu audos piedévé noteiktas aizsargfunkcijas,
tostarp tas 800 mg/kg deva samazina lipidu peroksidaciju dazados smadzenu regionos
dzivniekiem, kas paklauti hipobariskai hipoksijai (Koudelova et.al., 1994). Tapat ir
zinots par to, ka karnitins nover$ neironu virsmas ladinu zudumu (Maresova et.al.,
2001), ka ari nodroSinasana energétisko metabolitu homeostazi péc iS€mijas
(Matsuoka un Igisu, 1992). Iepriek$ publicétie rezultati liecina, ka p&c karnitina
injicéSanas deva 50 mg/kg novéro samazinatu izp&tes un parvietoSanas aktivitati
pelem atklata lauka testa (Moraes E Luz EW et.al., 2013). Tas skaidrots ar samazinatu
acetilholina koncentraciju, kas butu pemams vera, lietojot lielas karnitina devas
ikdienas wuztura. Savukart mildronata ievadiSana (lidz pat 300 mgkg deva)
neizmainija izp&tes aktivitati, novert&jot to péc 30, 60 un 120 min. Acetilkarnitis 1,5
g akiti ievadits i.v. uzlaboja smadzenu garozas asins plismu pacientiem ar hronisku
insultu (Postiglione et.al., 1991). Miisu iegiitie rezultati liecina, ka arT mildronats (200
mg/kg) aizkavé CCA okliizijas izraisitas smadzenu garozas asins pliismas un skabekla
piesatinajuma izmainas. Tadejadi petfjums liecina, ka akiita mildronata ievadiSana
organisma var aizsargat smadzenes pret akiitiem smadzenu asinsrites traucgjumiem.

Misu pétijums demonstré mildronata pretkrampju aktivitati eksperimentala
modeli uz toniskajiem-kloniskajiem krampjiem, ka ar1 prethipnotisko efektu etanola
izraisitaja ,,parvelSanas” refleksa zuduma testa. Turklat mildronata terapija samazinaja
péc tslaicigas CCA okliizijas izraisitas smadzenu garozas un skabekla piesatinajuma
izmainas. Musu rezultati norada uz iesp&jamu mildronata lietoSanas paplasinasanu

krampju un akitas alkohola intoksikacijas gadijuma.
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4.2. Karnitina daudzuma samazinasanas ietekme uz seksualo
funkciju

Asinsvadu slimibas ir viens no visbiezak sastopamajiem seksualajas
disfunkcijas, tai skaita erekcijas problému, iemesliem, kas samazina virieSu dzives
kvalitati (Jackson et.al., 2006). Tapec, arstgjot asinsvadu slimibas, iesp&jama arl
seksualas funkcijas uzlaboSanas. Mildronata ilgstoSas ievadiSanas ietekmei Zurku
tevinu seksualas uzvedibas testa tika izv€letas 3 devas: 30, 100 un 300 mg/kg, kas
aptver devu intervalu, kura tiek ietekméta karnitina un GBB koncentracija zurku asins
plazma un Ilidz §im pétitajos organos — sird1 un aknas (Liepinsh et al., 2006, 2009). Ta
ka zinams, ka mildronata ievadiSana izraisa karnitina koncentracijas samazinasanos
dazados audos, bet karnitina atvasinajumus iesaka lietot ar vecumu saistitas seksualas
disfunkcijas arstéSanai (Cavallini et.al., 2004a), Saja pétjuma tika noskaidroti
mildronata efekti uz seksualo aktivitati zurku tévinu uzvedibas testa, ka arT novertéta
mildronata ietekme uz reproduktivajiem organiem.

Ka redzams rezultatu kopsavilkuma tabula, mildronata ilgstoSa (14 dienas,
p.o.) ievadiSana nesamazinaja zurku te€vinu seksualo aktivitati uzvedibas testa (skatit
2. tabulu), bet atseviskos raditajos to uzlaboja. Piemé&ram, aktivitates raditajs
,parosanas efektivitate” bija vienads kontroles grupai un mildronata grupam (ap 90%
visas grupas). Raditajs tuvu 100% liecina, ka zurku t€viniem ir bijusi laba seksuala
motivacija un potence (Agmo, 1997). Par zurku teévinu palielinato seksualo aktivitati
liecina arT mildronata ietekme uz kop€jo intromisiju skaitu (2. tabula), jo intromisiju
skaita palielinaSanas liecina par uzlabotu ejakulacijas refleksu aktivaciju (Agmo,
1997). Nesens pétijums parada, ka péc 90 dienu mildronata ievadiSanas JorksSiras
kuiliem novéro uzlabotu seksualo darbibu, palielinas ejakulaciju skaits (Bruveris
et.al., 2013). Kopuma var secinat, ka mildronats uzlabo tévinu seksualo funkciju.

Vairakos pétijumos ir paradits, ka, karnitinu lietojot ikdienas uztura, virieSiem
uzlabojas spermas kvalitate, kustigums, koncentracija, morfologija (Balercia et.al.,
2005; Cavallini et.al., 2004b; Lenzi et.al., 2004; Ross et.al., 2010). Tai pasa laika ir
pétijums, kura paradits, ka pec 24 ned€lu karnitina lietoSanas nenovéro nozimigu
ietekmi uz spermatozoidu kustigumu vai kop€jo kustigo spermatozoidu daudzumu
(Sigman et.al., 2006). Savukart ir zinams, ka mildronats samazina karnitina
koncentraciju zurku asins plazma, un ar1 $aja p&tjjuma mildronats jau deva 30 mg/kg

ticami samazinaja karnitina koncentraciju samazinasanos asins plazma (14.A attels).
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Jau ieprieks ir aprakstits mildronata efekts uz karnitina koncentraciju dazados audos,
piemeram, sirdi un aknas (Hayashi et al., 2000; Liepinsh et al., 2006, 2009). Agrakie
eksperimenti rada, ka nozimiga karnitina koncentracijas pazeminasanas sirds un aknas
audos tika nov@rota tikai pé€c 10 dienu mildronata ievadiSanas 50 mg/kg deva
(Hayashi et al., 2000). Musu eksperimenta rezultati rada, ka mildronata lietoSanas
ietekme karnitina koncentracija zurku tévinu sekliniekos samazinas, bet butisks efekts
ir novérojams tikai 100 un 300 mg/kg devas (14.B. attéls). So efektu var skaidrot ar
pastiprinatu  karnitina atpakal uzpemSanu un transportsisttmas darbibu
reproduktivajos organos, kas nover§ mildronata efektu seklinieku audos. Citu autoru
publikacijas aprakstits, ka 800 mg/kg mildronata ievadiSanas gadijuma karnitina
koncentracija bija samazinata zurku sirds audos, savukart no zurku sirdim izol&tajos
mitohondrijos, kam pirms tam bija ievadits mildronats, kop&ja karnitina daudzums
bija lielaks neka kontroles zurku sirds mitohondrijos (Degrace et.al., 2004). Varetu
domat, ka arT zurku tevinu s€kliniekos adaptiva transporta sist€éma palidz uzturet
optimalu karnitina koncentraciju.

Mes atradam, ka atkartoti ievadits mildronats ne tikai samazina briva karnitina
koncentraciju zurku asins plazma un s€kliniekos, bet ar1 ievérojami palielina GBB
koncentraciju (14. attéls). Iepriek$gjas publikacijas ir zipots, ka mildronata
ievadiSanas rezultata GBB palielinas zurku sirdis, aknas un plazma (Akahira et al.,
1997; Liepinsh et al., 2006, 2009). Piemeéram, zurku sirds audos p&c 10 dienu
mildronata ievadiSanas deva 100 mg/kg tika atrasts, ka GBB koncentracija bija 20
reizes lielaka neka kontroles grupas paraugos (Akahira et al., 1997). Turpretim Zurku
sekliniekos GBB koncentracija mildronata iedarbibas rezultata bija tikai tris reizes
augstaka neka kontroles dzivnieku audos. Tatad mildronats paaugstina GBB
koncentraciju gan sirds, gan s€klinieku audos, tomér seéklinickos GBB koncentracijas
pieaugums ir ievérojami mazaks. Sis novérojums bija negaidits, jo mildronats ir
pazistams ka GBB hidroksilazes inhibitors, un Sis enzims ir atrodams s€kliniekos, bet
nav ekspreséts sirds audos (Carter et.al., 1987). Ja s€kliniekos mildronats blok&tu
GBB transformaciju par karnitinu, tadgjadi bitu saglabats ta paaugstinats
koncentracijas limenis. Mildronata K; GBB hidroksilazes gadijuma ir mikromolara
diapazona (Simkhovich et.al, 1988), kas lieck domat, ka augstai mildronata
koncentracijai vajadzetu kavet karnitina biosintézi, nomacot GBB hidroksilazi. Miisu
eksperimenti pierada, ka mildronata koncentracija sékliniekos pieauga atkariba no ta

ievadiSanas devas lieluma un sasniedza apméram 140 nmol/g audos mildronata deva
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300 mg/kg. lesp&jams, ka mildronata koncentracija tomér nesasniedza pietiekami
augstu ltmeni, lai blokeétu GBB hidroksilazes darbibu, un tapéc GBB netika uzkrats,
un sekliniekos novérotais GBB limena pieaugums nebija tik izteikts ka sirds audos.
Turklat jagpem vera arT nozimigad karnitina transportsistémas loma gan sirds, gan
s€klinieku audos.

Karnitina koncentracija virieSu reproduktivajos organos tiek reguléta ar
karnitina transportproteina kompleksu (Maeda et.al., 2007). Sis ir pirmais pétijums,
kas parada, ka mildronats ietekmé karnitina koncentraciju Zurku sekliniekos.
Mildronata K; konstante karnitina transportproteiniem dazados audos vél nav precizi
noteikta, savukart misu dati liek domat, ka mildronats varétu kavét karnitina
transportu caur asins-s€klinieku barjeru. Karnitina transportéSana un atpakal
uznemsana no asinim uz s€kliniekiem var&tu biit iesaistits OKTN2, kas tiek ekspresets
ar1 s€klinieku audos. Lidz $im Grube ar kol€giem ir aprakstijis, ka sirdi karnitina
uznems$anu no asinim nodroSina OKTN2 un ka mildronats kavé OKTN2 aktivitati
sird1 (Grube et.al., 2006). Tom@r jaunakie p&tjjumi lauj secinat, ka mildronats pilniba
kaveé karnitina atpakal uznemSanu muskulu $tnas, savukart sirds $tinas kavésana ir
tikai dal€ja, tomer mildronats ka karnitina atpaka] uznemsanas inhibitors darbojas gan
muskulu, gan sirds Stnas (Rigault et.al., 2008). Misu eksperimenta, ievadot 100
mg/kg mildronata, tas izraisfja butisku karnitina koncentracijas samazinasanos par
36% sekliniekos, un tas lauj domat, ka mildronats arT Sajos audos ietekmé karnitina
transportproteinu aktivitati, ka rezultata tiek samazinata karnitina koncentracija
sekliniekos.

Imunoblota audu analizes negaiditi paradija, ka mildronata zurku tévinu
sekliniekos KPT-1B proteinu ekspresija saglabajas nemainiga. Tas varétu liecinat, ka
pétljuma izmantoto mildronata devu efekts uz karnitina koncentraciju nav tik izteikts,
lai to vajadz&tu kompensét ar KPT-1B proteinu ekspresijas palielinasanos. Vairakas
publikacijas ir aprakstita palielinata KPT-1 aktivitate, proteina daudzums un génu
ekspresija (mRNS) sirds un aknu audos, lietojot mildronatu 200 mg/kg deva pelem
(21 diena) un 800 mg/kg zurkam (10 dienas) (Degrace et.al., 2004; Degrace et.al.,
2007; Liepinsh et.al., 2008). Savukart pec 2 ned€lu ilgas mildronata (100 mg/kg)
lietoSanas netika noverotas KPT-1A un KPT-1B mRNS ekspresijas izmainas sirds
mitohondrijos (Kuka ef al, 2012). Savos eksperimentos més neizmantojam loti

augstas mildronata devas, bet iesp&jams, ka kompensatorai KPT-1 mRNS un proteina
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daudzuma, ka arT aktivitates palielinasanai karnitina koncentracijas samazinajumam
jabiit loti izteiktam vai ilgstoSam.

Misu dati rada, ka 100 mg/kg mildronata grupa seklas pusliSa svars bija
butiski lielaks un mazak paraugos tika novérota aglutinacija. Savukart parametros
,spermatozoidu blivums” un ,spermatozoidu kustigums” nekonstatgjam atSkiribas,
salidzinot ar kontroles grupu paraugiem (4. tabula). Jaunaka pé&tjjuma ir paradits, ka
mildronata 40 dienu ievadiSana 2 g liela deva JorkSiras kuiliem ticami palielinaja
spermas kustigumu, kas saglabajas ar1 peéc 80 un 90 dienu mildronata lietoSanas
(Bruveris et al., 2013). Pé&c 90 dienu mildronata ievadiSanas dzimumorganu svars
Jorksiras kuiliem nebija izmainits (Bruveris et al., 2013). Rezultati lauj secinat, ka
samazinata karnitina koncentracija sékliniekos neizsauc nekadas nozimigas izmainas
dzimumorganu svara vai spermas kvalitates pasliktinaSanos.

IepriekS veikti pétfjumi par testosterona ietekmi uz karnitina koncentraciju,
kur izvirzita doma par karnittnu ka biokimisko auglibas markieri, kas biitu daudz
ticamaks raditajs neka loti svarstigas testosterona koncentracijas noteikSana asins
paraugos (Li etal., 2007; Ruiz-Pesini et.al., 2001). Tapéc tika parbauditas
testosterona koncentracijas izmainas mildronata ievadiSanas rezultatd, zinot, ka
mildronats samazina karnitina koncentraciju. Musu dati rada, ka mildronats devas 100
un 300 mg/kg neizraisa testosterona izmainas, salidzinot ar kontroles grupu (23.
attéls), tai pasa laika tika konstatéta karnitina koncentracijas samazinasanas asins
plazma. Turpretim p&c 90 dienu mildronata ievadiSanas kuiliem ir noverota ticami
paaugstinata testosterona koncentracija asins seruma (Bruveris ef al., 2013). Lai gan ir
publicéts pétijums, kas parada, ka palielinats s€klinieku svars korelé ar palielinatu
testosterona koncentraciju asins seruma, ko saista ar genétiski kontrolétu testosterona
biosinteézi (Lubritz et.al., 1991), tomer vairaki petjjumi liecina, ka testosterona
koncentraciju ietekmé dazadi endogénie un eksogénie faktori, pieméram, vecums
(Meyer un Korz, 2013; Wu et.al., 2010), diennakts ritms (Brambilla et.al., 2009),
ikdienas uzturs (Escobar et.al., 2009). Darba iegiitie rezultati liecina, ka samazinata
karnitina koncentracija neietekmé briva testosterona koncentraciju asins plazma, ja
mildronats lietots devas 100 un 300 mg/kg. Miisu rezultati liek arT domat, ka dietas
vai zalu lietoSanas rezultatd izmainitd asins plazmas karnitina koncentracija var&tu
radit maldigus secinajumus par virieSa auglibu, un karnitins tomér nebiitu piemerots

biomarkieris, lai veiktu viennozimigus secinajumus par tévinu auglibu.
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Kliika mildronats tiek izmantots ka antii$émisks un S$linas energijas
metabolismu regulgjos$s medikaments, kas izmantojams sirds un CNS saslimS$anu
gadfjumos (Dambrova et al., 2002; Sjakste et al., 2005). Papildus karnitina
koncentraciju samazinosajam efektam, kas tiek noverots péc mildronata uznemsanas,
ir konstatéta paaugstinata slapekla oksida koncentracija zurku audos (Dzintare et.al.,
2002). Interesanti, ka vienlaicigas mildronata un GBB ievadiSanas rezultata tiek
paaugstinata NO koncentracija ar1 s€kliniekos (Dzintare, 2004). Mildronata
ievadiSanas rezultata palielinata seksuala aktivitate miisu eksperimentos vartu biit
saistita ar pieauguSo GBB un mildronata koncentraciju Zzurku sekliniekos un abu
savienojumu ietekmi uz NO koncentraciju. Literatiira ir aprakstitas lidzigas izmainas
zurku seksualaja uzvediba péc L-arginina (dabiskais substrats slapekla oksida
sint€zei) i.p. ievadiSsanas (Benelli et.al., 1995). P&c hroniskas L-NAME ievadiSanas
zurku teviniem attistas erekcijas disfunkcija, tadgjadi pieckartigi samazinot
»parosanas efektivitati” (Ferraz et.al., 2003). Ari iepriek§ veiktie petfjumi ar
mildronatu pielauj, ka GBB saturoSus farmaceitiskos preparatus varétu izmantot
seksualas aktivitates un potences stimulésanai (Kalvinsh et.al., 2003). M&s nevaram
izslégt iespgjamibu, ka miisu eksperimenta rezultati varétu bt saistita gan ar karnitina
koncentracijas samazinasanos, gan ar1 ar pasa mildronata farmakologisko darbibu, kas
saistita ar citam signalsistémam.

Kopuma jasecina, ka mildronats kardioprotektivaja deva 100 mg/kg, ka art
300 mg/kg deva p.o. samazina briva karnitina koncentraciju zurku sékliniekos. Tomér
Sis efekts nesamazina zurku tévinu spermas kvalitati un seksualo aktivitati, bet pat to
viegli stimulé. ST informacija ir nozimiga ari klinika, virieSiem ilgstodi lietojot

mildronatu kardioprotektivo un antii$€misko efektu sasniegSanai.

4.3. Sensori-motoras darbibas un atminas traucéjumi péc 90 un

120 minaSu parejosas videjas cerebralas arterijas okliizijas Zurkas
Parejosas vidgjas cerebralas artérijas okliizijas eksperimentalais modelis tiek
plasi izmantots insulta moduléSanai un jaunu zalu mekleSanai, bet Iidz §im nebija
salidzinats 90 un 120 min. garas okliizijas neirologisko traucg€jumu Ilimenis. Vairakos
pétijumos ir paradita pasliktinata taktila un proprioceptiva funkcija divas ned&las péc
120 min. VCAO kepu novietosanas testa (Jolkkonen et.al., 2000; Makinen et.al.,

2006; Puurunen et.al., 2001), bet literatiira nav datu par pakalgjo un prieksgjo kepu
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taktilo un proprioceptivo stimulu izmainu izveért€Sanu péc 90 min. VCAO. Misu
iegltie rezultati rada, ka taktila un proprioceptiva funkcija ir samazinata kepu
novietoSanas testa péc smadzenu bojajuma. Kepu novietoSanas tests ir izmantojams,
lai parbauditu dzivnieku pakal€jo un priek$gjo kepu taktilo un proprioceptivo stimulu
izmainu gan péc 90, gan pec 120 min. VCA okliizijas Wistar linijas zurkam.

Lai novertétu zurku sensori-motoro funkciju péc dazadiem oklizijas laikiem,
tika izmantots zurku Gsu kairinajuma izsauktais kepu novietosanas tests. Jau ieprieks
ir zinots, ka sensori-motoro funkciju trauc€jumi nav vérojami Wistar linijas zurkam
péc 60 un 75 min. VCAO zurku tisu kairinajuma izsauktaja kepu novietoSanas testa
(Encarnacion et.al., 2011). Musu dati paradija, ka 90 min. ilga VCAO ir pietieckama,
lai izraisttu sensori-motoro funkciju trauc&umus Wistar linijjas Zurkam. Tomér
jusanas funkcija bija ievérojami ietekm&ta 90 min. okluizijas grupai 3. p&coperacijas
diena, bet 7. un 14. pecoperacijas diena netika konstatéta biutiska atSkiriba starp
90 min. un viltus operéto grupu. Veicot neirologisko trauc&umu noveértéjumu, tika
aprékinats mazakais nepiecieSamais dzivnieku skaits, lai atSkiribas starp 90 min.
okliizijas un viltus operétas grupas dzivnickiem batu ticamas. Saja gadijuma
dzivnieku skaits grupa biitu japalielina no 8 uz 16. Wistar linijjas zurkam bitiski
samazinatu jusanas funkciju nov€roja visas pé&coperacijas dienas p&c 120 min.
okliizijas. Zurku tisu kairindjuma izsauktais kepu novietoanas tests ir izmantojams,
lai parbauditu dzivnieku sensori-motoro funkciju izmainu gan péc 90, gan péc
120 min. VCA okluzijas Wistar Iinijas zurkam.

Zurku priek§&jo un pakaléjo kepu sensori-motoro funkciju trauc&jumu
izvertéSanai p€c VCAO dazados laikos tika izmantots parvietoSanas pa laipu tests.
legtitie dati skaidri paradija, ka ir nepiecieSama 120 min. ilga VCA oklizija, lai
konstatétu sensori-motoro funkciju bojajumus parvietoSanas pa laipu testa, un tas ir
viens no nedaudzajiem testiem, lai noteiktu sensori-motoro funkciju trauc&jumus
pakalkepam.

Cilindra jeb zurku kepu izmantoSanas asimetrijas testu izmantoja, lai novertétu
motoras darbibas traucgjumus pec dazadiem okliizijas ilgumiem. Misu iegtie dati
skaidri paradija, ka Wistar linijjas zurkam p&c 120 min. VCAO Sis tests ir
piemérojams 2 ned€lu ilgiem pétjjumiem, noveértgjot sensori-motoro disfunkciju, bet
péc 90 min. okliizijas $is tests ir noderigs sensori-motoro disfunkcijas petijjumiem lidz
7 dienam pé&c operacijas. Dazada veida testi tiek izmantoti, lai izverteétu sensori-

motoros traucgjumus péc insulta. Piem€ram, kapnu tests, kas $aja pétfjuma nav
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ieklauts, tiek izmantots lidzigos apstaklos Wistar linijas zurkam p&c 90 un 120 min.
VCA okluzijas, ar1 izveértgjot sensori-motoro funkciju (Hudzik et.al., 2000). Tomér
Sis pétfjums paradija, ka pec pirmajam 3 nedélam pec VCAO nebija bitisku
traucgjumu un atskiribas starp viltus operétas un okluzijas grupas (Hudzik et.al.,
2000). Vienlaicigi Sprague-Dawley linijas zurkam S$aja pasa testa péc 60 min. VCA
okliizijas konstat&ja biitiski pasliktinatu sensori-motoro funkciju jau péc 2 nedélam
péc operacijas (Freret etal., 2006). Interesanti, ka ar1 Zurku tsu kairinajuma
izsauktaja kepu novietoSanas testa sensori-motoro funkciju bojajumi Sprague-Dawley
Iinijas zurkam ir izteiktaki par Wistar linijas zurkam (Encarnacion et.al., 2011).
Rotgjosa stiena tests ir viens no biezak izmantotajiem testiem motoro funkciju
bojajumu noteikSanai pec VCAOQO. Motorie traucgjumi tiek noveéroti, sakot ar 24
stundam lidz pat 2 nedélam péc VCAO gan Wistar, gan Sprague-Dawley linijas
zurkam (Ding et.al., 2004; Gupta et.al., 2002; Kim et.al., 2012). Tomér ar $1 testa
palidzibu var izvertet tikai motoras funkcijas, nevis sensori-motoras funkcijas péc
VCA okliizijas operacijam. Cilindra un parvietosanas pa laipu testi ir vienkarsaki par
kapnu testu, tapéc ir piemeroti sensori-motoro funkciju novérté€sanai ilgaka perioda
(vismaz 4 nedglas), jo 1pasi Wistar linijas zurkam.

Vairaki petjumi ir izvertgjusi VCAO ietekmi uz atmigas procesiem
(Borlongan et.al., 1995; Yoshioka et.al., 2002). Tomér, izmantojot PNR testu
eksperimenta, ir svarigi izveéleties pareizu nepiecieSamo p&das kairinajuma stravas
stiprumu. Ka liecina Gupta un vina kolégu pétijums, péc 120 min. VCAO zurkam
atbildes laiks 24 stundas p&c pedu kairinajuma sanemsanas, ka ar1 7. un 15. diena péc
kairinajuma sanpemsanas bija nemainigs — no 350 Iidz 400 sek. visas novérotajas
dienas (Gupta et.al., 2002). Musu pilotpétijumi ir paradijusi lidzigus rezultatus.
Atbildes reakcija, ja zurkas ir sanémusSas parak augstu elektrisko Soku, p&du
kairinajumu 0,6 mA/3 sek., bija augsta — ap 350 sek. gan p&c 24 stundam, gan p&c 6
dienam péc pédu kairinajuma sanemsanas. Atskiriba no viltus operétas grupas netika
novérota. Miisu dati liecina, ka PNR tests ir piem&rots, lai p&titu atminas procesus péc
120 min. VCA okliizijas, un ir svarigi izvéléties pareizo p&das kairinajuma elektriska
Soka stravas stiprumu.

Darbibas atminas novérté€Sanai izmantojam Y veida labirintu. Ka aprakstijusi
Save un Poucet (Save un Poucet, 2005), darbibas atmina ir istermina, kas lauj zurkam
atceréties, ka, pieméram, veicot konkrétu izméginajumu, merkis ir noteikta vieta.

Turklat arT PNR testa noveérojam, ka 1slaiciga atmina netiek traucéta péc 90 un 120
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min. VCAO, salidzinot ar viltus operétajam Zurkam. Rezultati liecina, ka vienigi
ilglaiciga atmina tiek ietekmeta ar VCAO izraisitajiem smadzenu audu bojajumiem.

Miusu pétijums paradija, ka Wistar linijjas zurkam, kuras bija paklautas
120 min. VCAO, tika noveérots lielaks bojato audu apjoms neka zurkam, kuras tika
paklautas 90 min. VCAO. Nesen tika paradits, ka, palielinot okliizijas laiku no
60 min. uz 75 min., tam nav nekadas ietekmes uz bojato audu apjomu Wistar linijas
zurkam. Turklat neirologisko funkciju trauc€jumi ar1 neatskiras starp 60 un 75 min.
VCAO grupam (Encarnacion et al., 2011). Miisu pétijuma dati liecina, ka 90 un
120 min. VCAO ilgums ir pietiekams, lai izraisitu dazadus uzvedibas un histologiskos
bojajumus.

90 un 120 miniites ir visbiezak lietotie zurku insulta modelu VCAO laiki, lai
péc tam analiz€tu funkcionalas izmainas ilgaka laika perioda (Carmichael, 2005;
Freret et.al., 2011; Ma et.al., 2006). Miisu pétijums liecina, ka okliizijas laiks (90 vai
120 min. VCAO) ir svarigs faktors, kas ietekm& gan atlabSanas procesu, gan
uzvedibas reakcijas. legiitie rezultati parliecinosi rada, ka sensori-motoro funkciju
bojajumi, ko novéro parvietosanas pa laipu un cilindra testa, visizteiktak novérojami
tieSi peéc 120 min., salidzinot ar 90 min. VCAO. Savukart salidzinot savstarpgji
taustes, sensori-motoras un proprioceptivas funkcijas ar kepu novietoSanas un tsu
kairinajuma izsaukto kepu novietoSanas testu netika novérotas butiskas, ar parejosu
VCAO laiku saistitas atSkiribas. Ilglaicigas atminas procesus bitiskak ietekméja
120 min. VCAO. Papildus nozimigam atSkiritbam uzvedibas testos, biitiskas atSkiribas
ir novérojamas ari starp infarktu izmeériem, kas izraisiti izmantojot dazadu 90 un

120 min. ilgu parejosu VCAO (8. tabula).
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8. tabula. VCAO ilguma ietekme uz Wistar linijas Zurku uzvedibu

90 min. VCAO 120 min. VCAO
TESTI (dienas) (dienas)
14. 3. 7. 14.
Kepu novietoSanas tests + + + + + +
Usu kall’lf’la]lfma izsauktais + ) ) + + +
kepu novietoSanas tests
ParvietoSanas pa laipu tests ) ) ) . ) )

(priekskepas)

ParvietoSands pa laipu tests
(pakalkepas)

Cilindra tests + + - + + + *

PNR
(islaicigd atmina, 7. diend)

PNR +
(ilgalaicigo atminu, 13. diend)

Y veida labirinta tests

(14. diena) B B
Infarkta izmérs (14. diena) + +, *

“4+” — ticami atSkiras rezultati no viltus operétiem un VCAO grupas dzivniekiem
attiecigaja diena;

“*” _ ticami atSkiras rezultati starp 90 un 120 min. VCAO grupam attiecigaja diena.

Kopuma var secinat, ka gan 90, gan 120 miniiSu okliizijas modeli izraisa
bitiskus sensori-motoro, taktilo un proprioceptivo funkciju trauc€jumus, savukart
bitiski atmingas trauc€jumi ir novérojami tikai pec 120 min. okliizijas. Gan kepu
novietoSanas, gan Tsu kairinajuma izsaukto kepu novietoSanas testu var izmantot
neirologisko funkciju trauc€jumu noveértésanai gan peéc 90, gan 120 min. VCAO 14
dienu atlabSanas perioda. Tacu cilindra un parvietoSanas pa laipu testi ir piemérotaki
péc 120 miniisu VCAO neirologisko funkciju bojajumu noteikSanai. Masu pétijjuma
rezultati lauj spriest par piemérotako uzvedibas testu izvéli, veicot garaku vai 1saku

VCA okliziju.
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4.4. Karnitina daudzuma samazinasanas ietekme uz smadzenu

audu iSémisko bojajumu

IS€misks insults ir viens no galvenajiem naves c€loniem pasaul€, un ta raditas
sekas ir iemesls paliekosai invaliditatei (Truelsen et.al., 2006), tadel iS€mijas
gadfjuma ir svarigi ne tikai samazinat smadzenés raditos bojajumus, bet ar1 uzlabot
atveseloSanas gaitu. Sis pétijums paradija, ka karnitina daudzumu samazinosa
mildronata terapija péc VCAO uzlaboja zurkam neirologiskas funkcijas dazados
sensori-motorajos uzvedibas testos, tacu mildronata ievadiSana neietekméja insulta
izméru smadzenu audos. Mildronata terapija uzlaboja taktilo un proprioceptivo
funkciju kepu novietoSanas testa (skatit 31. att€lu), priekSkepu sensori-motoras
funkcijas parvietosanas pa laipu testa (skatit 5. tabulu), un abu priekSkepu motoras
funkcijas cilindra testa (33. attéls). Zurkam, kuram péc VCAO tika injicéts
mildronats, motoro funkciju rezultati rot€josa stiena testa bija lidzigi ar viltus opereto
dzivnieku grupu (skatit 34. att€lu). Mildronata terapija (14 dienas) samazinaja
karnitina koncentraciju, savukart GBB un mildronata koncentracija pieauga, ka
paradija smadzeniSu audu paraugu UPLC/MS/MS analize (16. attgls).

Viens no bitiskiem zalu darbibas aizsardzibas mehanismiem ir atjaunot
smadzenu asinsriti p&c smadzenu infarkta (DeWitt un Prough, 2003; Jolkkonen et.al.,
2003). Ieprieks veikta eksperimenta esam paradijusi, ka péc akiitas mildronata i.p.
injicéSanas (200 mg/kg) zurkam tiek stabiliz€ta asins plisma un skabek]a
piesatinajums islaicigas a. carotis communis okliizijas gadijuma (Zvejniece et.al.,
2010). Kliniskajos pétijumos ir atklats, ka mildronata lietoSana uzlabo gan smadzenu
hemodinamiku (Vinichuk, 1991), gan neirologisko funkciju atjaunosanos péc akiita
iSémiska insulta (Zhu et.al., 2013). Tas var€tu biit viens no izskaidrojumiem, kapec
mildronata terapija sp€j pozitivi ietekmét neirologisko iznakumu péc insulta.

Mildronats ir antii$émisks lidzeklis, kura terapijas rezultata tiek pazeminata
briva karnitina koncentracija $tinas, parslédzot energijas metabolismu no taukskabju
oksidacijas uz is€mijas laika energétiski izdevigako glikozes oksidésanu (Dambrova
et al., 2002; Simkhovich et al., 1988). Vairakos petijumos ir paradits, ka preparati ar
mildronatam lidzigu darbibas mehanismu, regulgjot energijas metabolismu, ir
izmantojami pécinsulta terapija pacientiem. Piem@ram, trimetazidins (1-(2,3,4)
trimetobenzil) piperazina hidrohlorids (TMZ) ir aniti$€misks medikaments, kas ar1

parslédz sirds energijas metabolismu no taukskabju oksidacijas uz glikozes oksidaciju
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(Kantor et.al., 2000; Lopaschuk, 2001). TMZ aizsarga smadzenes no smadzenu
iSémijas-reperfiizijas bojajuma (Dhote un Balaraman, 2008). Vienreiz€ja TMZ
injekcija zurkam vienu stundu péc VCAO pasarga smadzenes, samazinot infarkta
apjomu un smadzenu tiisku; tomér 22 stundas pe€c reperfiizijas nebija noverojami
neirologiski uzlabojumi (Dhote un Balaraman, 2008). Lai gan p&éc akiitas mildronata
terapijas (Iidz 3. dienai p€&c VCAO) nebija novérojami neirologiski uzlabojumi
zurkam, tom@r hroniska 14 dienu mildronata terapija ievérojami uzlaboja
neirologiskos iznakumus, neizmainot infarkta izméra lielumu. TMZ terapija ari
nepasargaja no smadzenu bojajuma 21. diena p&c VCAO (Igbal et.al., 2002). TMZ
neiroprotekt€josa darbiba péc VCAO izraisitajiem smadzenu bojajumiem tiek
skaidrota ar antioksidanta un hipotermiskajiem efektiem un energijas Iidzsvara
saglabasanu mitohondrijos (Dhote un Balaraman, 2008). Mildronata un TMZ
pozitivos efektus, kas paraditi eksperimentalaja VCAO modeli dazados pétijumos,
varétu izmantot terapija, uzlabojot neirologisko funkcionalitati p&c iS€miskiem
bojajumiem smadzenu audos.

Ieprieks$gjie pétijumi ir atklajusi, ka mildronata terapija 100 mg/kg ievérojami
samazina karnitina koncentraciju sirds un aknu audos un ari asins plazma (Liepinsh et
al., 2009). Karnittnam ir nozimiga loma ka ko-faktoram $tinu energijas razosana sirds
un muskulu mitohondrialaja matriksa, ka ar1 tas kalpo ka izejviela neiromediatoru
sintézei, un ta esteri darbojas ka Siinu diferenciacijas faktori un apoptozes kavetaji
smadzengs (Berezowski et.al., 2004; Foster, 2004; Nalecz et.al., 1995). Sajﬁ petijjuma
mes konstatgjam, ka péc 14 dienu ilgas mildronata terapijas devas 100 un 200 mg/kg,
karnitina koncentracija smadzeniSu audos bija ievérojami samazinajusies, salidzinot
ar kontroles grupu (skatit 16. att€lu). Karnitina koncentracija p&c iS€miska insulta
neatskiras starp viltus operéto un kontroles dzivnieku grupu. Nemainiga karnitina
koncentracija VCAO un viltus oper&to dzivnieku grupa tika konstatéta art hipoksijas-
iSémijas eksperimentalaja modelt (Wainwright et.al, 2006). Turklat nebija
noverojamas atSkiribas karnitina koncentracija starp skarto un neskarto smadzenu
puslodi; karnitina terapija aizkav€ja iS€mijas izraisito acil-KoA:KoA proporcijas
izmainiSanos (Wainwright et.al., 2006). Karnitins tiek ieteikts, lai i§€mijas laika
saglabatu energijas metabolitu ITmeni smadzenu audos (Matsuoka un Igisu, 1992), ka
ar1 karnitina terapija p&c smadzenu hipoksijas kavé apoptozes attistibu, atjaunojot
nervu audu struktiru (Kuzin un Kolesnikova, 1999), un pasarga no neirodegeneracijas

dazadus smadzenu regionus, pieméram, hippocampus un striatum (Burda et.al.,
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2009). Turklat ir pieradits, ka karnitins samazina neironu degeneraciju mitohondriju
disfunkcijas eksperimentalaja modeli (Binienda et.al., 2005). Tomér Slivka un kolggi
sava petljuma atrada, ka karnitina lietoSana p&c insulta neizmainija ne infarkta izméeru,
ne arT ietekméja fiziologiskos parametrus (Slivka et.al., 1990). Misu pétijuma infarkta
izmérs starp kontroles un mildronata grupu (100 un 200 mg/kg) bija lidzigs, lai gan
karnitina koncentracija bija samazinata mildronata dzivnieku grupa, tapéc mes varam
secinat, ka karnitina koncentracijas izmainas pieaugusu zurku smadzen@s neietekmée
insulta izméru smadzenés.

Pentilen-tetrazola krampju modelt mildronatam paradijam pretkrampju darbibu
péc akitas ievadiSanas. ST aktivitate mildronatam ir atkariga no o-adrenergiskajiem
receptoriem un NO-mehanisma, jo ta pretkrampju darbibu kav€ja a,-adrenoceptora
antagonists johimbins un NO sintazes inhibitors L-NAME. Ir zinams, ka o;-
adrenoceptoru agonists deksmedetomidins uzlaboja neirologiskas funkcijas un
samazinaja infarkta lielumu p&c 30 mintSu ilgas iS€mijas (Hoffman et.al, 1991).
Tomér citi petfjumi liecina, ka zemas devas deksmedetomidins vai nu samazinaja, vai
ar1 neizmainjja infarkta izméra lielumu, salidzinot ar kontroles grupu, savukart
deksmedetomidina lielas devas palielinaja infarkta izm@ra lielumu (Kuhmonen et.al.,
2001; Nakano un Okamoto, 2009). Savukart péc 60 min. parejosas VCAO a2-
adrenoceptoru apakstipu (2™, o2z’ un opc”?) transgénajam pelém nenovéroja
neirologisko funkciju uzlabojumu, un infarkta izmérs bija lidzigs kontroles grupas
datiem (Brede et.al., 2011). Interesanti, ka arst€Sana ar visiem labi zinamu ;-
adrenoceptora agonistu klonidinu uzlabo neirologiskas funkcijas un samazina infarkta
izméru, to izraisot zurkam ar parejosu priek$€jo smadzenu dalas iS€miju (Zhang,
2004). NO un adrenoreceptoru sist€éma ietekmé uzvedibas reakcijas un infarkta
izméru smadzen@s péc iS€mijas; atbilde ir atkariga no laika un devas (DeWitt un
Prough, 2003). NO veicina smadzenu audu plasticitati, tadéjadi NO ievadiSanai p&c
insulta smadzen€s varétu bt terapeitisks efekts. Ir pieradits, ka NO ir iesaistits
neirogenézes regulacija pieaugoso smadzen€s un uzlabo funkcionalo rezultatu péc
insulta, lai gan pe& NO donora DETA/NONOate terapijas iS€miskie bojajumi
nesamazindjas (Bednar, 2008; Zhang et.al., 2001). Inhalgjot ar NO peles uzreiz péc
vidgjas cerebralas artérijas okliizijas, novéro samazinatu infarkta izmeéru, lai gan $is
efekts ir ,,U” veida un atkarigs no NO koncentracijas un inhaléSanas laika (Li et.al.,
2013), aizsargmehanisms tiek skaidrots ar NO spé&ju sintezet neironala slapekla oksida

sintazi (nNOS). Ir zinams, ka i$€mijas laika NO koncentracija audos samazinas, bet
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jau vienu stundu péc reperfuzijas atgriezas fiziologiskaja Iimeni un turpina pieaugt no
12 stundam lidz pat 8 dienam. NO ietekmé smadzenu bojajumu attistibu dazados laika
posmos péc traumas vai iS€mijas (Godinez-Rubi et.al., 2013; Iadecola et.al., 1997). Ir
zinams, ka NO klatbtuitné kodolu faktors-kB (NF-kB) atrodas stabila kompleksa ar
plkB citoplazma. Zema NO gadijuma komplekss disocié un NF-xB var ieklut kodola,
inducgjot ar iekaisumu procesiem saistito génu transkripciju (iNOS, TNF-a, IL-1B).
Augsta NO koncentracija §tina var izsaukt peroksinitrita (ONOQO") veidoSanos, kas
savukart var ierosinat plkB-NF-kB kompleksa disociaciju ar visam no ta izrietosajam
sekam. Izveloties fiziologiski piemérotu NO koncentraciju, ir iesp&jams regulét
iekaisuma procesus (Godinez-Rubi et.al., 2013). Endotelina-1 insulta izraisosaja
eksperimentalaja modelt Zurkam mildronata terapijai ir paradita neiroprotektiva
darbiba, samazinot bojato audu daudzumu, kas tiek skaidrota ar pretiekaisuma
aktivitati (Rumaks et al., 2013). Mildronatam novéro pretickaisuma darbibu sirds
audos, jo tiek samazinats NF-kB proteina daudzums sirds audu riska zona péc
iSémijas, veicinot PPARa/PGCla signalcelu aktivaciju (Liepinsh et.al., 2013). Pedgja
laika ar vien vairak public€ petijumus, kuros tiek raksturota un paradita peroksisomu
proliferaciju aktivéjosa receptoru (PPAR) nozime smadzenu iS€mija/reperfiizijas
bojajumu arstéSanai, rekomendgjot ka jaunu terapeitisku merki (Collino et.al., 2008).
Tomér nevar izslégt, ka adrenergiskie un NO signalceli ietekmé pozitivo mildronata
rezultatu neirologiskajos parametros pec insulta.

Kopuma jasecina, ka mildronats uzlabo motoras, taktilas un juSanas funkcijas
zurkam péc insulta, tad&adi eksperimentali apstiprinot mildronata efektivitati

smadzenu i§€miska insulta arst€Sanai.

4.5. Mildronata ietekme uz smadzenu mitohondriju funkciju

Vairakos pétijumos jau ieprieks ir paradits, ka karnitina ievadiSana aizsarga no
hipoksijas raditajiem bojajumiem (Rau et.al., 2012; Rauchova et.al., 2012). Saja
pétijuma més noskaidrojam, ka pazeminata karnitina koncentracija audos ietekmé
atseviskus mitohondriju energgtiskas vielmainas aspektus samazinatas skabekla
koncentracijas apstaklos. Pirmo reizi paradijam, ka mildronats var aizsargat smadzenu
mitohondrijus pret anoksiju un tai sekojoSas reperfuzijas laika izraisitajiem
bojajumiem.

Smadzenu audos mildronats samazina Kkarnittha un acil-karnitina

koncentraciju, bet neietekmé acil-karnitina un briva karnitina attiecibu. Tas norada uz
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to, ka nav izmainits intramitohondrialais acil-KoA un briva KoA Iidzsvars
(Wainwright et al., 2006), Iidz ar to mildronats neietekmé smadzenu mitohondriju
energétisko vielmaingu. Papildus tam mildronata izraisitais karnitina samazinajums
attiecigi samazina arl acil-karnitina uzkrasanas risku, kas iepriek§ ir paradits ka
nevélams iS€miska-hipoksijas bojajuma smadzenés blakusefekts (Wainwright et al.,
2006). Uzkrajoties garo kézu taukskabeém, Stinas pieaug oksidativais stress, kas var
izraisit nervu Stnu bojaeju (Baarine et.al., 2012; Zarrouk et.al., 2012). Samazinats
briva karnitina daudzums noved pie samazinata acil-karnitina daudzuma, un péc
mildronata lietoSanas novéro paaugstinatu acil-KoA (acetil-KoA un garkézu acil-
KoA) koncentraciju audos. Ir zinams, ka acetil-KoA ir viens no galvenajiem
savienojumiem, kuru talak energijas ieguvé izmanto visas organisma $tinas. Vairak
neka 90% no acetil-KoA $iinas tiek izmantots tie$i energijas ieguvei mitohondrijos
(Szutowicz et.al., 2013). Tatad $1 metabolita pieejamiba mitohondrijos var but viens
no galvenajiem neironu dzivotsp&jas noteicosajiem faktoriem smadzenés.
Acetilkarnitina koncentracijas samazinajuma un sekojoSas kompensatoras
reakcijas, paaugstinatas KrAT aktivitates, rezultata palielinas acetil-KoA
koncentracija (Jones et.al., 2010). Ta ka substratu un produktu koncentracija ir
noteicoSie faktori Krebsa cikla enzimu regulacija (Bowtell et.al., 2007; Mullinax
etal., 1982), acetil-KoA koncentracijas izmainas var biit par iemeslu mildronata
izraisttai Krebsa cikla enzimu aktivitaSu modulacijai. Neskatoties uz acetil-KoA
izcelsmi (taukskabes wvai glikoze), citratsintaze to brivi ieklauj Krebsa cikla
(Szutowicz et al., 2013). P&c mildronata hroniskas ievadiSanas, lai gan karnitina
koncentracija ir samazinata, novéro paaugstinatu citratsintazes aktivitati un kopgjo
acil-KoA koncentraciju smadzenu audos, kas tadgadi nodrosina Krebsa cikla
funkcionéSanu. Badinatu Zurku modela gadijuma noveéro Krebsa cikla substratu
koncentraciju samazinajumu $ina un attiecigi ar1 pazeminatu cikla enzimu aktivitati,
kas savukart izraisa pazeminatus reducéto kofaktoru Iimenus mitohondrijos (Matecki
et.al., 2002). Papildus Matecki un kol€gi novéroja pazeminatu elektronu transporta
kédes aktivitati (Matecki et.al., 2002). Sis piemérs liecina par to, ka Krebsa cikla
aktivitate var noradit uz audu energttiskas vielmainas efektivitati. Misu
eksperimentos novérota Krebsa cikla aktivitates paaugstinasanas noved pie papildu
reducétajiem kofaktoriem (NADH un FADH,), ko pé&c hipoksijas nekav€joties

izmanto oksidativaja fosforiléSana, lai atjaunotu nepieciesamos ATF resursus audiem.
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Mildronats smadzenu audos izraisa 2,5 reizu acetilkarnitina samazinajumu.
Gan mildronatu, gan acetilkarnitinu iesaka ka potencialus farmaceitiskus agentus
Parkinsona slimibas vai insulta gadijumos (Jones et.al., 2010; Klusa et.al., 2010;
Svalbe et.al., 2011; Vinichuk, 1991). Ir paradita KrAT un holina acetiltransferazes
saistiba, lai sintez&tu acetilholinu, kam ka acetil grupas donors kalpo acetilkarnitins
(White un Scates, 1990). Hroniskas mildronata ievadiSanas rezultata zurku smadzengs
novérojam samazinatu acetilkarnitina koncentraciju, tacu kop&ja acil-KoA
koncentracija smadzenu audos palielinajas, kas netieSi varétu liecinat ar1 par
paaugstinatu acetil-KoA Iimeni smadzenu audos. Ka iesp&jamo neiroprotektivas
darbibas mehanismu var mingt acetil-KoA Itmena palielindjumu un tam sekojosu
holiergisko neirotransmiteru sintézes veicinasanu. Lidz ar to miisu rezultati liecina,
ka mildronata darbibas mehanisma pamata ir paaugstinata acil-KoA (taja skaita acetil-
KoA) pieejamiba un sekojosas izmainas mitohondriju funkcionalitaté, tapat nevar
izslégt arT mildronata efektus uz neirotransmiteru sintézi ka vienu no neiroprotektivas
aktivitates skaidrojumiem.

Ta ka peéc 14 dienu mildronata ievadiSsanas deva 100 mg/kg novéro
samazinatu karnitina koncentraciju smadzenu audos, tas varétu noradit uz to, ka tiks
ietekméta KPT-1 aktivitate, ka art KPT-1A un KPT-1C génu mRNS daudzums.
IepriekS veiktajos petijumos ir paradita KPT-1 mRNS ekspresijas un ari proteina
daudzuma palielinasanas ne tikai sirdi, bet arT aknu audos péc mildronata lietoSanas
izraisita karnitina samazinajuma audos (Degrace et.al., 2004; Degrace et.al., 2007,
Liepinsh et.al., 2008). Péc hroniskas un ilgstoSas (lidz pat 12 ned€lam) mildronatu
ievadiSanas 400 mg/kg picauga KPT-1 aktivitate sirds audos, bet nenovéroja izmainas
aknu audos (Liepinsh et.al., 2009a). Smadzenu audos pie samazinatas karnitina
koncentracijas nenovéroja izmainitu KPT-1A un KPT-1C génu mRNS daudzumu, ka
ar1 KPT-1 aktivitate smadzenu mitohondrijos pie audos atrodamam karnitina
koncentracijam nebija izmainita. Ir noskaidrots, ka KPT-1 enzima K, vertiba
smadzenés ir ~ 37 uM (Makrecka nepublicti dati). Mildronata lietoSana izraisa
bitisku karnitina koncentracijas samazinajumu smadzenés, tomér karnitina daudzums
audos V&l joprojam ir pietickams, lai nodros$inatu KPT-1 aktivitati. Lai notiktu
kompensatora KPT-1 mRNS daudzuma un aktivitates palielinasanas, nepiecieSams

ilgsto$s un loti izteikts karnitina koncentracijas samazinajums.

109



Pec anoksijas-reoksigenacijas palielinatais skabekla patérins stavokla-3 un
samazinatais skabekla patérins stavokla-4 gadfjuma norada uz efektivaku
mitohondriju funkcion&Sanu p&c hroniskas mildronata ievadiSanas. Uz mitohondriju
efektivaku darbibu mildronata grupa norada palielinata EKK veértiba péc anoksijas-
reoksigenacijas. Turklat ATF koncentracija mitohondrijos bija par 17% augstaka
hroniski vadita mildronata grupa p&c anoksijas-reoksigenacijas, salidzinot ar kontroles
grupu. Tas varétu liecinat par no mildronata atkarigu smadzenu mitohondriju funkciju
saglabasanu anoksijas-reoksigenacijas gadijuma (40. att€ls). Lidz ar to mildronata
hroniska lietoSana var uzlabot smadzenu mitohondriju toleranci anoksijas-
reoksigenacijas gadijjumos.

Misu pétjjuma rezultati paradija nedaudz pazeminatu EKK vértibu
normoksijas apstaklos p&c mildronata lietoSanas, kas liecina par daleéju oksidativas
fosforiléSanas atjigSanu. Tas var€tu bt par pamatu neironu $iinu aizsardzibai pret
hipoksijas izraisitajiem bojajumiem. Literatiira sastopami dati, ka ieprieks€ja
sagatavoSana stresa situacijai (preconditioning) uzlabo smadzenu un sirds audu
izturibu pret i§€miju, un Sie efekti ir saistiti ar dal&ju oksidativas fosforiléSanas
atjuigSanu (Dirnagl un Meisel, 2008; Sack, 2006). Vairakos pé€tijjumos paradits, ka
1slaiciga atjudz&ju terapija aizsarga no iS€mijas — reperflzijas izraisitajiem
bojajumiem sirds un smadzenu audos (Korde et.al., 2005; Minners et.al., 2000;
Pandya et.al., 2007). Mildronatam audos atrastaja koncentracija nav tieSas ietekmes
uz elposanas kedes sajigSanu (Pupure et.al., 2008), kas lieck mums secinat, ka
fosforilesanas atjiigSana no elektronu transporta kédes (uncoupling) ir inducta
netieSi. lesp€jamais novirzitds protonu plismas un oksidativas fosforilésanas
atjiigSanas iemesls var€tu biit specifisku atjudz&ju proteinu (SAP) induc&sana un (vai)
adentnu nukleotidu translokazu (ANT) aktivizéSana (Jastroch et.al, 2010).
Karboksiatraktilozids ir specifisks ANT inhibitors, attiecigi tas kavé ANT atjidzoso
darbibu (Parker et.al., 2008). Jau ieprieks zinots par garo k&zu taukskabju acil-KoA
sp&ju izraisit mitohondriju elektronu transporta k&des atjigSanu (Jastroch et.al.,
2010); mes uzskatam, ka arT mildronata ierosinata atjiigSana var noritet, pateicoties
paaugstinatai garo k&zu taukskabju acil-koA koncentracijai smadzenu audos.
Noverotais skabekla patérina pieaugums stavokli-4, specifiska ANT inhibitora,
karboksiatraktilozida, klatbutné norada uz to, ka mildronata lietoSanas gadijuma

oksidativas fosforilé$anas atjigsana nav saistita ar ANT aktivitati. Sis rezultats kopa
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ar noveéroto kop&jo acil-KoA koncentracijas picaugumu norada uz SAP lomu

mildronata ierosinataja elektronu transporta k&des atjligSana.
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40. attels. Mildronata izraisita karnitina koncentracijas samazinajuma
neiroprotektivais mehanisms. Ar bultam noraditi stimulgjosi efeki un koncentracijas

palielinasanas vai inhib&josa ietekme un koncentracijas samazinaSanas.

Petijums parada, ka mildronats izraisa dalgju elpoSanas kédes atjigSanu,
tadgjadi paaugstinot mitohondriju funkcionalo izturibu pret samazinatas skabekla
koncentracijas apstakliem. Iegiitie rezultati liecina, ka karnitina pieejamibas
reguléSana var tikt izmantota jaunu farmakologisku preparatu izstradei cerebralas

iS€mijas un saistito komplikaciju arstésana.
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5. SECINAJUMI

L-karnitina biosintézes inhibitors mildronats samazina briva L-karnitina
koncentraciju zurku s€kliniekos, bet viegli stimulé Zurku tevigu seksualo

aktivitati un uzlabo spermas kvalitati.

Akiita mildronata ievadiSana izraisa pretkrampju un antihipnotiskus efektus,
kas saistiti ar NO un adrenergisko celu regulaciju, ka arT mildronata terapija
samazina 1slaicigas CCA okluzijas izraisitas smadzenu garozas asins plismas

un skabekla piesatinajuma izmainas.

Mildronata terapija pec VCAO uzlabo neirologisko funkciju atjaunosanos, bet

nesamazina bojato audu apjomu zurku smadzengs.

Mildronata izraisttais L-karnitina pieejamibas samazinajums izraisa dalgju
elektrontransporta atjigSanu no ATF sint€zes mitohondriju membrana,

tadejadi paaugstinot mitohondriju funkcionalo izturibu hipoksijas apstak]os.
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6. AIZSTAVAMAS TEZES

L-karnitina samazinajums neietekmé virieSu seksualo funkciju. St informacija ir
nozimiga klinika, virieSiem ilgstosi lietojot mildronatu ta kardioprotektivo un anti-

iSémisko efektu sasniegSanai.

Mildronata terapija ir ieteicama pacientiem pé&cinsulta perioda, lai veicinatu

funkcionalo rehabilitaciju.

Misu rezultati norada uz iesp&jamu mildronata lietoSanas paplaSinasanu krampju

un akiitas alkohola intoksikacijas gadijuma.

L-karnitina biopieejamibas reguléSanu var izmantot jaunu farmakologisku

preparatu izstradei cerebralas iS€mijas un ar to saistito komplikaciju arsteésana.
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7. PUBLIKACIJAS UN ZINOJUMI PAR PETIJUMA TEMU

Publikacijas (zinatniskie raksti) par pétijjuma tému starptautiski recenzétos

izdevumos

1. Makrecka M, Svalbe B, Volska K, Sevostjanovs E, Liepins J, Grinberga S,
Pugovics O, Liepinsh E, Dambrova M, Mildronate, the inhibitor of L-carnitine
transport, induces brain mitochondrial uncoupling and protects against anoxia-
reoxygenation, Eur J Pharmacol, 2014, 723:55-61.

2. Zvejniece L., Svalbe B., Liepinsh E., Pulks E., Dambrova M. The sensorimotor
and cognitive deficits in rats following 90- and 120-min transient occlusion of
the middle cerebral artery, J Neurosci Methods. 2012, 208:197-204.

3. Svalbe B., Zvejniece L., Vavers E., Pugovichs O., Muceniece R., Liepinsh E.,
Dambrova M. Mildronate treatment improves functional recovery following
middle cerebral artery occlusion in rats, Behav Brain Res., 2011, 222:26-32.

4. Zvejniece L., Svalbe B., Makrecka M., Liepinsh E., Kalvinsh 1., Dambrova M.
Mildronate exerts acute anticonvulsant and antihypnotic effects, Behav
Pharmacol. 2010, 21:548-555.

5. Dambrova M., Cirule H., Svalbe B., Zvejniece L., Pugovichs O., Zorenko T.,
Kalvinsh I., Liepinsh E., Belozertseva I. Effect of inhibiting carnitine biosynthesis
on male rat sexual performance, Physiol. Behav., 2008, 95:341-347.

Konferencu tézes par pétijuma tému

1. Svalbe B., Zvejniece L., Vavers E., Kisis V., Dambrova M., Time-dependent
changes in the behavioral outcomes in rats after transient occlusion of the middle
cerebral artery, 45th meeting of the European Brain and Behaviour Society
(EBBS), Munich Germany, September 6-9, 2013, Abstract Nr.342.

2. Svalbe B., Makrecka M., Volska K., Cirule H., Dambrova M. The effects of L-
carnitine biosynthesis inhibitor on brain energetic metabolism, 45th meeting of the
European Brain and Behaviour Society (EBBS), Munich Germany, September 6-
9, 2013, Abstract Nr.186.

3. Svalbe B, Skapare E, Vavers E, Zvejniece L, Dambrova M. Investigation of
cognitive function and pain perception in animal models of obesity and type 2
diabetes mellitus, The International Nutrition and Brain Summer School,
Bordeaux, France, September 3-14, 2012. Abstract Nr.21

4. Svalbe B, Skapare E, Liepinsh E, Vilskersts R, Vavers E, Zvejniece L, Dambrova
M. Investigation of macro- and microvascular complications in animal models of
obesity and type 2 diabetes mellitus, 8th FENS forum of Neuroscience, Barcelona,
Spain, July 14-18, 2012. Abstract Nr.2295.

5. Svalbe B, Volska K, Skapare E, Makrecka M, Kuka J, Muceniece R, Dambrova
M, The effects of L-carnitine biosynthesis inhibitor on brain mitochondrial energy
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10.

11.

12.

pathways, International Conference in Pharmacology, Riga, Latvia, April 20-21,
2012, Abstract book, P.58.

Zvejniece L, Svalbe B, Pulks E, Liepinsh E,. Dambrova M, Mildronate treatment
improves functional recovery following ischemic stroke in rats, 7th International
Congress on Vascular Dementia, Riga, Latvia, October 20 — 23, 2011. Abstract
book, P. 377.

Svalbe B., Grinberga S., Veinberg G., Dambrova M., Zvejniece L., Comparative
pharmacological activity of optical isomers of phenotropil, 43rd European Brain
and Behaviour Society Meeting, Seville, Spain, 9—12 September, 2011, Abstract
book, P. 146

Svalbe B., Zvejniece L., Grinberga S., Liepinsh E., Dambrova M.,
Neuroprotective action of mildronate, an inhibitor of L-carnitine biosynthesis,
after acute and chronic administration in rats, The 8th IBRO World Congress,
Florence, Italy, 14—18 July, 2011, Abstract book, P. D443.

Svalbe B., Zvejniece L., Liepinsh E., Dambrova M., Acute and chronic CNS
effects of mildronate, an inhibitor of L-carnitine biosynthesis, //th Young
Scientist Forum and 36th FEBS Congress - Biochemistry for tomorrow's
medicine, Torino, Italy, 23-30 June, 2011, Abstract book, P. 481

Svalbe B, Muceniece R, Vavers E, Liepinsh E, Zvejniece L, The antihypnotic and
antihypoxic effects of mildronate, /6th World Congress of Basic and Clinical
Pharmacology, Copenhagen, Denmark, July 17-23, 2010, Abstract book, P. 598.

Svalbe B, Muceniece R, Liepinsh E, Dambrova M, Zvejniece L, L-carnitine
regulator - mildronate exerts acute anticonvulsant and antihypnotic effects, 35th
FEBS Congress - Molecules of life, Gothenburg, Sweden, June 26 — July 1, 2010,
Abstract book, P. 79.

Zvejniece L, Svalbe B, Dambrova M, Antihypotic action of an inhibitor of L-
carnitine biosynthesis, Satellite symposium ,,Oxygen in Health and Disease” of
COST Action , Hypoxia sensing, signalling and adaptation”, Smolenice,
Slovakia, June 15-18, 2010.

Zinojumi kongresos un konferences

1.

Svalbe B, Makrecka M, Volska K, Cirule H, Muceniece R, Dambrova M, L-
karnitina biosintézes inhibitora mildronata ietekme uz smadzenu mitohondriju
funkciju. LU 72. zinatniskd konference, Medicinas sekcija, Riga, Latvija, 14.
februaris 2014. gada. Tezes 22 — 23 Ipp.

Kisis V., Zvejniece L., Svalbe B., Vavers E., Liepins$ E., Maurina B., Dambrova
M., Sensorimotoras darbibas un atminas trauc€umi peéc 90 un 120 mintsu
parejosas videjas cerebralas artérijas okluzijas zurkas, RSU 2013. gada zinatniska
konference, Biologisko novecosanas procesu faktori un dzives kvalitate Latvijas
populdcija, Riga, Latvija, 21.-22. marts, 2013, T&zes, 35.1pp.

Svalbe B., OSeniece B., Muceniece R., Zvejniece L., L-karnitina koncentraciju
samazino$a agenta efekti iS€miska smadzenu insulta eksperimentalaja modeli in
vivo., LU 69. zinatniskd konference, Medicinas sekcija, Riga, Latvija, 3.febr.,
2011, 14 1pp.
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8. PATEICIBAS

Vardiem nav izsakama pateiciba manai lieliskajai zinatniska darba vaditajai
asoc. prof. Dr. pharm. Maijai Dambrovai par doto iesp&ju, atbalstu, palidzibu un
vertigiem padomiem promocijas darba tapSana, ka ar1 par neatslabstoSo interesi par
darba progresu. Es augsti noveért&ju to, ka, sakot jau ar pirmo publikaciju, tiku aktivi
iesaistita tas tapSanas procesa un vargju izteikt viedokli par iegiito rezultatu
atspogulosanu.

Liels paldies manai LU Medicinas fakultates promocijas darba vaditajai prof.
Dr. habil. biol. Rutai Muceniecei par padomiem, ieteikumiem un briniskigajam
atsauksmém.

Promocijas darbu nebiitu iesp&jams realizét bez lielisko kolégu lidzdalibas un
atbalsta. Pateicos dzivnieku uzvedibas un neirofiziologijas specialistei Ligai
Zvejniecei par metoZzu iemaciSanu, zinatniskajam diskusijam. Paldies Edgaram
Liepinam par pirmajiem soliem pipetéSanas apgiiSana un entuziasma uzturéSana, par
meistarigajam fotografijam. Pateicos: Helénai Cirulei un Ligitai Karinai par lielisko
sadarbibu un jautriem briziem, verojot zurku t@vigus sarkana apgaismojuma,
imunoblota un RT-PKR analizes specialistei Elinai Makarovai par pedantiski precizu
izpildijumu, Marinai Makreckai un Kristinei Volskai par teicamo smadzenu
mitohondriju elpinasanu, 106. istabas ,braliSiem” Reinim VilSkérstam par
uzmundrinoSiem vardiem un Janim Kikam par padomiem grafisko attélu
noforméSana, biokimisko reakciju entuziastam Edijam Vaveram par atbalstu,
izpalidzigajiem asistentiem Ridolfam Mezapukem, Olgai Zarkovai-Malkovai un
Raitai Brikmanei. Paldies mazajiem, pukainajiem draugiem grauzgjiem.

Paldies, analitikas meistariem Dr. chem. O. Pugovi¢am, Dr. chem. S.
Grinbergai un MSc. E. Sevostjanovam.

Pateicos Latvijas Organiskas sinte€zes institiita vadibai, 1pasi direktoram
Ivaram Kalvigpam par iesp&ju izstradat disertaciju.

Mil§ paldies maniem vecakiem un vecvecakiem, radiniekiem par audzinaSanu,
skolo$anu un atbalstu. Ipass paldies Janim par pacietibu un urkigajiem jautajumiem
par zinatni ar1 majas. Liels paldies manam biologijas skolotajam Gunaram Cakulam-
Strodam par lieliskajam biologijas stundam.

Paldies L'Oreal stipendijai "Sieviettm zinatng", UNESCO Latvijas
Nacionalajai komisijai un Latvijas Zinatgu akadémijai par finansialu atbalstu petfjuma
veikSanai. Materialu iegadi finans€ja Valsts petjumu programmas BIOMEDICINE
apaksprojekts ,,Diabéta komplikaciju izp&te un kardiovaskularo preparatu biologiska
aktivitate”. Promocijas darbs veikts ar Eiropas Sociala fonda projekta “Atbalsts

doktora studijam Latvijas Universitate” finansialu atbalstu.
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Izméginajumu dzivnieku lietotdajs (nosaukums, PVD registra nr.)

Reinis VilSkersts, PVD atlaujas nr.5
Par izmeéginajumu atbildiga persona (vards, uzvards, PVD atjaujas nr.)

Izméginajuma nosaukums

» Farmakologiskas un biologiskas vielu aktivitates parbaude kardiovaskularajos
izmeginajuma modelos Latvijas Organiskas sintézes institita”

[zm&ginajuma izmantojamie dzivnieki

700 peles un 2000 Zurkas/gada

(suga un skaits)

[zm&ginajumu norises vieta

Riga, Ratsupites iela 1, LV 1006

(faktiska adrese)
Atlaujas darbibas laiks no 01.01.2012.g. lidz 31.12.2016.g.
(dd. mm. gggg.) (dd. mm. gggg.)

Generaldirektora pienakumu izpilditajs

ED-2 (1 10 1) 02versiia

Partikas un veterinara dienesta atlauja dzivnieku izmantoS$anai izméginajumos.
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