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ANOTACIJA

Pasaulg palielinas cukura diab&ta pacientu skaits. Lielai dalai cukura diab&ta slimnieku
attistas komplikacijas, kuru dél pieaug invaliditate un mirstiba. P&€dgjo gadu pé&tijumi ir
pieradijusi, ka diabétisko komplikaciju patogenéze nozimigs ir ne tikai neadekvati kontrolets
glikozes Ilimenis, butiski ir arT vairaki genétiskie, biokTmiskie un vides faktori.
Hiperglikémijas izraisita audu bojajumu izcelsmé ir iesaistitas ka NO™ biosintézes intensitates
novirzes, ta ari glikozes trasportieru ekspresijas izmainas. Tapéc var sagaidit, ka So faktoru
modifikacija varétu biit izmantojama ka jauna pieeja diabétisko komplikaciju arstésanai.

St darba mérkis bija izpétit slapekla oksida metabolisma un glikozes transportieru
ekspresijas izmainu patogenétisko nozimi cukura diabéta un ta komplikaciju attistiba un

parbaudit mildronata un dazu 1,4-dihidropiridinu sp&ju normalizét tas.
Promocijas darba klinisko rezultatu sadala ir aprakstiti dati par NO  metabolisma

raditajiem 2. tipa cukura diabgta pacientiem. Siem pacientiem més konstatgjam paaugstinatu
NO' un ta metabolitu koncentraciju asinis, un paradijam, ka ta korele ar glomerularas

filtracijas atrumu, mikroalbuminiiriju un HbA1c%.
Diabétiskam zurkam NO biosintéze ir izteikti pastiprinata un to veicina slapekla

oksida sintazu un ksantina oksidoreduktazes paaugstinata aktivitate. Tapat Zurkam ar
eksperimentalu diab&tu ir pastiprinata GLUT1 ekspresija nieres, sird1 un aknas. Misu iegiitie

rezultati liecina ari par to, ka 1,4-dihidropiridinu grupas preparati sp&j samazinat patologisko
NO' parprodukciju vairakos diabétisko zurku organos, normalizéjot induc&jamas slapekla

oksida sintazes, ksantina oksidoreduktazes un GLUT1 ekspresiju nierés. Tapat ir paradita
mildronata sp&ja labveéligi ietekmét glikozes metabolismu Zurkam ar streptozotocina izraisito
eksperimentalo diabétu, ka ari samazinat ta izraisito GLUT1 hiperekspresiju nier€s, sirdi un
aknas.

Kopuma nemot, iegiitie rezultati norada uz to, ka glikozes transportieru ekspresijas un
NO’ biosintézes regulacija var kliit par nakotnes pieeju cukura diab&ta komplikaciju arstésana.
Mildronats un 1,4-dihidropiridini ir perspektivi preparati $im noliakam.

Atslegvardi: cukura diabéta komplikacijas, NO', GLUT1, 1,4-dihidropiridini, mildronats.



ANNOTATION

Number of patients with diabetes mellitus is rapidly increasing throughout the world.
Many patients develop complications, causing increased morbidity and mortality. Actually it
is evident, that besides inappropriate glycaemic control a number of genetic, biochemical and
environmental factors contribute to the pathogenesis of diabetic complications. Pathological
production of NO' and changes in glucose transporter expression are implicated in the
pathogenesis of hyperglycaemia mediated tissue injury, and modification of these factors
could be a novel approach in the treatment of diabetic complications.
The goal of this work was to study the pathogenetical role of changes in nitric oxide
metabolism and glucose transporter expression in development of diabetes and its
complications, as well as ability of mildronate and some 1,4-dihydropiridines to attenuate
these changes.

Our data demostrate increased concentration of NO" and its metabolites in the blood of
in type 2 diabetic subjects. Parameters of NO' metabolism correlated with glomerular
filtration rate, microalbuminuria and HbA1c%.

It was also shown that NO' production is increased in diabetic animals due to
enhanced activity of nitric oxide synthases and xantine oxidoreductase. GLUT1 expression is
increased in kidneys, liver and heart of diabetic rats. 1,4-dihydropyridines can decrease the
pathological NO* production in several organs of diabetic rats by normalization of the
expression of inducible nitric oxide synthase, xanthine oxidase and GLUTL1 in kidneys. Our
results demonstrate the ability of mildronate to affect beneficially glucose metabolism in rats
with experimental streptozotocin diabetes, as well as to decrease diabetes induced GLUT1
hyper expression in Kidneys, heart and liver.

In general, these results demonstrate applicability of regulation of glucose transporter
expression and NO' production for development of a novel approach for treatment of diabetic
complications. Mildronate and 1,4-dihydropyridines appear to be prospective candidate
compounds for this purpose.

Keywords: diabetic complications, NO', GLUT1, 1,4-dihydropyridines, mildronate.
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APZIMEJUMU SARAKSTS

0% superoksida radikalis

OH’ - hidroksilradikalis

0,9% NaCl — 0,9% natrija hlorida skidums

1,4-DHP — 1,4-dihidropiridinu grupas preparati
ABL — augsta bltivuma lipoproteidi

ADA — Amerikas Diab&ta asociacija

ADMA — asimetriskais dimetilarginins

AGE (advanced glycation end products) — paatrinatas glikoziléSanas gala produkti
AKEI — angiotenzina konvert&josa enzima inhibitori
ALAT - alanina transaminaze

AMG — aminoguanidins

AMP — adenozinmonofosfats

AMPK — AMP aktivéta proteinkinaze

ANG Il — angiotenzins II

ARB - angiotenzina II receptoru blokatori

ATF — adenozina trifosfats

BB zurka — bio-breeding diabétiska zurka

BLK (mutated B-lymphocyte tyrosin kinase) — mutgjusi B-limfocitu tirozinkinaze
BMI (body mass index) — kermena masas indekss
bp — bazu pari

CAMP - cikliskais 3’°, 5’-adenozinmonofosfats

CD - cukura diabéts

CEL — zultskabju atkariga lipaze

CGMP — cikliskais 3°, 5’-guanozinmonofosfats

CoQ — koenzims Q

CRB — cerebrokrasts

CREB (CAMP response element-binding protein) — c-AMF atbildes elementu saistosais proteins
CRO — C-reaktivais olbaltums

DAG - diacilglicerins

DDAH — dimetilarginina dimetilaminohidrolaze
DETC — dietiltiokarbamids

DMSO - dimetilsulfoksids

DNS - dezoksiribonukleinskabe

DPP-4 — dipeptidilpeptidaze-4

DTA — diastoliskais arterialais spiediens



EASD — (European Association of study of diabetes) Eiropas diabéta izp&tes asociacija
EGA — eritrocitu grim3anas atrums

eNOS - endoteliala slapekla oksida sintaze

EPR - elektronparamagnétiska rezonance

ER — endoplazmatiskais tikls

ET-1 — endotelins 1

ETF — etaftorons

FNF — fenofttorons

Foxo-1 — transkripcijas faktors

G6PDH — glikozes-6-fosfata dehidrogenaze

GBB — y-butirobetains

GdCl; — gadolinija hlorids

GFA — glomerularas filtracijas atrums

GK Zurka — Goto-Kakizaki zurka

Glib — glibenklamids

GLP-1 — glikagonam Iidzigais peptids-1

GLUT — glikozes transportétajproteins

H,0,— tidenraza peroksids

HAI — histologiskas aktivitates indekss

HbA1c — glikozétais hemoglobins

HK-2 — heksokinaze-2

HLA — cilvéka leikocttu antigéns

HMG CoA reduktaze — 3-hidroksi-3-metil-glutaril-koenzima A reduktaze
HNF-1-a (hepatocyte nuclear factor 1-a) — hepatocitu kodola factors 1 o
HNF-1-B (hepatocyte nuclear factor 1-B) — hepatocitu kodola factors 1-f8
HNF-4-a (hepatocyte nuclear factor 4-a) — hepatocitu kodola factors 4-a,
HS modelis — promocijas darba izmantotais eksperimentala diab&ta modelis, kurs izveidots, barojot
zurkas ar treknu baribu un zemas devas injicgjot STZ

i.p. — intraperitoneali

i.v. — intravenozi

IAPP — fiziologiskais salinu amiloida polipeptids

IGF-2 — insulinam lidzigais augSanas faktors-2

iINOS — inducgjama slapekla oksida sintaze

INS — insulina géns

INSR — insulina receptors

IPF-1 — insulina promotera faktors-1

IRS-2 — insulina receptora substrats-2

Jak/STAT — Janus kinaze (JAK) un signala parneses un transkripcijas aktivators (STAT)



KH — kopgjais holesterins

KLF11 (Kruppel-like factor 11) — transkripcijas faktors KLF11
KMI - kermena masas indekss

KSS — koronara sirds slimiba

LDL — zema blivuma lipoproteidi

Metf — metformins

MHC (major hystocompatibility complex) — galvenais audu saderibas komplekss
Mildr — mildronats

Mildr+glib — midronata un glibenkalmida kombinacija
Mildr+metf — mildronata un metformina kombinacija

MODY - (maturity onset diabetes of the young) MODY diabéts
MRNS — matrices ribonukleinskabe

NA — nikottnamids

NAD — nikotinamidadenindinukleotids

NADPH oksidaze — nikotinamidadenindinukleotidfosfata oksidaze
NADPH oksidaze — nikotinamidadenindinukleotidfosfata oksidaze
NeuroD1 (transcription factor of neurogenic differenciation 1) — neirologiskas diferenciacijas
transkripcijas faktors D1

NF-kB — kodola faktors kappa B

Nfr2 — transkripcijas faktors

NNOS — neironala slapekla oksida sintaze

NO’ — slapekla oksids

NO; — nitritjons

NO;™ — nitratjons

NOD pele — neaptaukojusies diabétiska pele

NOX4 — géns, kurs kode NADPH oksidazes NOX4 subvienibu
NRI — neprecizéta radiacijas ietekme

ONOQO" - peroksinitrits

p.o. — perorali

P38-MAPK — mitoggnaktiveta proteinkinaze p-38

PAH — primara arteriala hipertensija

PARP — poli-ADF-ribozes polimeraze

PAX4 (paired box gene-4) — transkripcijas faktors

Pdx-1 — aizkunga dziedzera un duodéna transkripcijas faktors-1
PKB — proteinkinaze B

PKC — proteinkinaze C

PPAR — peroksisomu proliferaciju aktivgjosais receptors

RAAS — renina-angiotenzina-aldosterona sist€ma

10



RAGE - paatrinatas glikoziléSanas gala produktu receptors
ROS (reactive oxygen species) — aktivétas skabekla formas
S.E.M. —vidgjas aritmétiskas vertibas standartkltida

SD — standartnovirze

SGLT — natrija-glikozes kotransporteri

STA — sistoliskais arterialais spiediens

STZ — streptozotocins

STZ modelis — eksperimentala diab&ta modelis, kurs$ veidots, injicgjot Zurkam STZ
TA — arterialais spiediens

TBS — TRIS-buferétais sals Skidums

TGFp — transformgjosais augSanas faktors-f3

TRIS — Tris[hidroksimetillJaminometana buferskidums
USG — ultrasonografija

XOR — ksantina oksidoreduktaze

ZBL — zema blivuma lipoproteidi
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IEVADS

P&c jaunako petijjumu datiem, adekvata cukura diab&ta kontrole pasarga pacientus no
cukura diab&ta komplikaciju attistibas tikai 11% gadijumu (Lachin et al., 2008). Tas nozimg,
ka $adu komplikaciju attistibu ietekmé arT citi genétiskie, bioktmiskie un vides faktori, kuru
izpete musdienas turpinas. Ir zinams, ka hiperglikémija veicina diabgtisko komplikaciju
attistibu caur dazadiem mehanismiem, ieskaitot poliolu cela aktivaciu, glikozes
autooksidaciju, pastiprinatu diacilglicerina veidoSanos un PKC aktivaciju, paatrinatas
glikozilésanas gala produktu veidosanos. Visi $ie mehanismi veicina oksidativa stresa
attistibu (Pacher et al., 2007).

ArT slapekla oksida paaugstinats [imenis veicina oksidativa stresa attistibu, tapec NO'
patogéna iedarbiba ir liela méra atbildiga par cukura diabéta komplikaciju attistibu. Anomala
augsta NO' koncentracija korelé ar cukura diab&tam raksturigo asinsvadu patologisko
izmainu, diabétiskas nefropatijas, retinopatijas, kardiopatijas un citu diab&tisko komplikaciju
attistibu (Yamagashi et al., 2011). Saskana ar pétijumu datiem tiek uzskatits, ka diab&ta
sakumposma notieck NO' biosintézes parlicka aktivacija, kas izraisa DNS bojajumus un
iekaisuma reakciju, par ko parsvara ir atbildigs peroksinitrits. (Pacher et al., 2007).

Dati par NOS' izoformu aktivitati diabétisko komplikaciju patogenézes gaita ir
pretrunigi: tiek zinots par iINOS, eNOS, nNOS vai visu So izoformu iesaistiSanos, ka arT par
NOS-neatkarigo NO" biosintézi (Veelken et al., 2000, Stadler et al., 2008, Yamagaschi et al.,

2011, Cantu-Medellin et al., 2013). Lidz $im NO’ koncentracijas izmainas eksperimentala
diabéta modelos antidiab&tisko medikamentu ietekmé ir maz pétitas.

Cukura diabéta un ta komplikaciju patogenézé nozimiga loma ir ari bojajumiem
glikozes transporta sistéma, kurus izraisa glikozes transportieru ekspresijas un aktivitates
izmainas. GLUT4, GLUTS5 un GLUT9 ekspresijas izmainas ir iesaistitas insulina rezistences
attisttba (Mueckler et al.,, 2013), bet paliclinatai GLUT1 ekspresijai ir nozime
mikroangiopatisko komplikaciju patogenézé (Carruthers et al., 2009).

Dazi GLUT1 géna polimorfismi tiek saistiti ar palielinatu diabétiskas nefropatijas risku
cilvékiem (Cui et al., 2012). Vairaki pétijjumi ar $tnu kultiram un in vivo, izmantojot
eksperimentalos diabéta modelus, norada uz to, ka GLUTI1 hiperekspresija ir saistita ar

ickaisuma un oksidativa stresa attistibu nieru audos un tiklené (Heilig et al., 2013). Tomér
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literatiras dati par GLUT1 ekspresijas izmainam cukura diab&ta eksperimentalajos cukura
diab&ta modelos un farmakologisko preparatu ietekme biezi vien ir pretrunigi.

Pedgjos gados intensivi tiek mekl&ti preparati, kas spétu vienlaikus uzlabot glikozes
metabolismu un kavét diabetisko komplikaciju attistibu. Paslaik Saja konteksta tiek aktivi
pétiti dipeptidilpeptidazes-4 inhibitori, glikagonam lidziga peptida-1 receptoru agonisti,
metformins un citi preparati.

Latvijas Organiskas sint€zes institlita raditajiem preparatiem — mildronatam un daziem
1,4-dihidropiridinu grupas savienojumiem — tika atklatas sp&jas uzlabot glikozes metabolismu
eksperimentalajos cukura diabéta modelos, ka arT tiem ir novérotas antioksidativas ipasibas in
vitro (Liepins et al., 2008, Liepins et al., 2011, Briede et al., 2007, Ryabokon et al., 2008).
Tomeér $o preparatu ietekme uz glikozes transportieru ekspresiju un NO produkciju attieciba
uz diabétiskam komplikacijam ir maz pétita.

S1 pétijuma rezultati sniedz jaunu informaciju par glikozes transportieru un NO' iesaisti
diabétisko komplikaciju, it Ppasi diab&tiskas nefropatijas patogenéze.

Promocijas darba eksperimentala dala izstradata Latvijas Universitates Mediciniskas

biokimijas katedra un Latvijas Organiskas sintézes institiita Biokimijas grupa.

DARBA MERKIS

Izpetit slapekla oksida metabolisma un glikozes transportieru ekspresijas izmainu
patogenétisko nozimi cukura diab&ta un ta komplikaciju attistiba un parbaudit mildronata un

dazu 1,4-DHP sp&ju normalizet tas.

DARBA UZDEVUMI

1.Izpetit NO" un ta metabolitu (NO2  un NOj’) koncentraciju pacientiem ar 2. tipa

cukura diab&tu un kontroles grupas pacientiem, ka ari to korelaciju ar mikroalbuminriju,

glomerularas filtracijas atrumu un glikolizéta hemoglobina saturu.
2. Izmantojot Zurku eksperimentala diab&ta modeli, raksturot NO" biosintézes izmainas
eksperimentala diabéta attistibas gaita, NO" koncentracijas izmainas dazados organos un NO'

produkciju modific€joSos mehanismus nierés.
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3. Noteikt 1,4-dihidropiridinu klases preparatu cerebrokrasta, etaftorona, fenoftorona,
AV153 (0,5 mg/kg, p.o., no 9. lidz 12. dienai p&c STZ injekcijas) ietekmi uz NO' biosintézi
un tas mehanismiem nierés zurkam ar 1. tipa (STZ) cukura diab&ta modeli.

4. Izmantojot zurku 1. tipa (STZ) un 2. tipa (HS) diabéta eksperimentalos diab&ta
modelus, raksturot glikozes transportieru GLUT1 un GLUT4 ekspresijas izmainas dazados
organos diabgta attistibas gaita.

5. Izpétit mildronata (100 mg/kg, p.o., 6 nedélas) un ta kombinacijas ar glibenklamidu
vai metforminu ietekmi uz oglhidratu un taukvielu metabolismu, ka arT glikozes transportieru
(GLUT1 un GLUT4) ekspresiju zurku 1. tipa (STZ) un 2. tipa (HS) diabéta eksperimentalajos

modelos.

DARBA HIPOTEZE

Diabétisko komplikaciju patogenézes sakumposma notiek glikozes transportieru
ekspresijas izmainas un veidojas slapek]a oksida parprodukcija. Sos procesus normalizgjot,

iesp&jams kavét diabétisko komplikaciju veidosanos.
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1. LITERATURAS APSKATS

1.1. Cukura diabéts - epidemiologija un Klasifikacija

Cukura diab&ta pacientu skaits visa pasaulé nemitigi picaug. P&c Starptautiskas Diabgta
federacijas datiem pasaulé 2013. gada bija 382 miljoni jeb 8,3 %, cilvéku ar cukura diabé&tu.
90% no tiem ir pacienti ar 2. tipa cukura diab&tu. Eiropa ir 55,5 miljoni diab&ta pacienti
(8.5%). Péc aplesém, 2030. gada pasaulé bas 552 miljoni cukura diab&ta pacientu
(International Diabetes Federation, Atlas of Diabetes, 6th edition, 2013). Latvija 2007. gada
bija 58534 pacienti ar cukura diab&tu, bet 2012. gada jau bija 79122 §adi slimnieki, no kuriem
ar 1. tipa cukura diab&tu slimoja 4371 cilvéks, bet 74247 - ar 2. tipa cukura diab&tu. Jasecina,
ka Latvija katru gadu diab&ta pacientu skaits pieaug par 5,2% (Latvijas veselibas apriipes
statistikas gadagramata 2012).

Cukura diabéts ir metabola slimiba, kuru raksturo paaugstinats glikozes Iimenis asinis
(hiperglikémija). Hiperglik€mija pie cukura diab&ta rodas insulina sekrécijas vai ta iedarbibas
defektu d€]. Abi Sie patofiziologiskie mehanismi var darboties arT vienlaicigi.

Ilgstosa hiperglikémija pie cukura diabéta izraisa dazadu organu bojajumus, it ipasi -
acu, nieru, nervu, sirds un asinsvadu bojajumus. Lielaka dala cukura diab&ta pacientu sirgst ar
2. tipa cukura diabétu, kura viens no c€lopiem ir periféro audu rezistence pret insulina
iedarbibu, kuru nesp&j kompensét endogena insulina sekrécijas pieaugums.

Otrs biezakais cukura diab&ta veids ir 1. tipa cukura diabéts, kas ir autoimina slimiba,
un ta ir saistita ar insulina deficitu aizkunga dziedzera salinu B-$inu bojaejas dél. Saméra
biezi sastop ar1 gestacijas cukura diab&tu, kur§ attistas griitniec€m un visbiezak izzid péc
dzemdibam. Retak ir sastopami specifiski cukura diabéta tipi. Tie var biit saistiti ar noteiktam
mutacijam tajos génos, kuri nodro$ina insulina sekréciju un darbibu (pieméram, MODI,
neonatalais cukura diabéts un citi).

Cukura diabéts var attistities arT sekundari - citu patologiju konteksta: pieméram,
hroniska pankreatita gadijuma vai pie endokrinopatijam (akromegalija, feohromocitoma,
Kusinga sindroms u.c.). Tapat cukura diabéta veidoSanos var provocét ari medikamenti:
glikokortikoidi, y-interferons, diazoksids, B-adrenoreceptoru agonisti un citi. Dazu genétisko
sindromu gadijuma arT attistas cukura diabéts (pieméram, pie Dauna sindroma, Klainfeltera
sindroma, Prader-Villi sindroma, porfirijas un citiem) (ADA position statement: Diagnosis

and classification of diabetes mellitus, 2010).
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1.1. tabula. Cukura diabéta etiologiska klasifikacija

I. 1.tipa cukura diab@ts (parasti noved pie pilniga insulina deficita):
A. Autoimiins  B.Idiopatisks

I1. 2.tipa cukura diabéets

I11. Gestacijas cukura diabéts

IV. Citi specifiski diabetaveidi

1.p-Stinu funkcijas genétiski defekti 5. Medikamentu vai Kimisku savienojumu
izraisits

1.1. 12. hromosoma, HNF-1-a (MODY3) 5.1.Alfa-interferons

1.2. 7 hromosoma, glikokinaze (MODY2) 5.2. Atipiskie antopsihotiki

1.3. 20. hromosoma, HNF-4-o. (MODY1) 5.3. B-adrenoreceptoru agonisti

1.4. 13. hromosoma, insulina promotera faktors-1 | 5.4. Diazoksids

(IPF1; MODY4)

1.5. 7. hromosoma, HNF-1-B- (MODY?5) 5.5 Dilantins

1.6. 2. hromosoma, NeuroD1 (MODY®6) 5.6. Glikokortikoidi

1.7. 7. hromosoma, KLF11 (MODY7) 5.8 Augstas aktivitates antiretrovirala terapija
(HAART)

1.8. 2. hromosoma, CEL (MODY8) 5.9. HMG-CoA-reduktazes inhibitori (statini)

1.9. 7. hromosoma, PAX4 (MODY9) 5.10. Nikotinskabe

1.10. 11. hromosoma, INS (MODY10) 5.11. Pentamidins

1.11. 8. hromosoma, BLK (MODY11) 5.12. Tiazidi

1.12. Mitohondrialais DNS 5.13. Tiroksins

1.13. Pastavigais neonatalais cukura diabéts 5.14. Citi

1.14. Tranzitorais neonatalais cukura diabéts 6. Infekcijas

1.15. Citi 6.1.Iedzimtas masalinas

2.Gengtiski defekti p-Stinu darbiba 6.2. Citomegaloviruss

2.1.Leprehaunisms 6.3. Citi

2.2.Lipoatrofiskais diabgts 7. Retas autoimina diabéta formas

2.3.Rabsona-Mendelhala sindroms 7.1. Anti-insulina receptora antivielas

2.4.A-tipa insulina rezistence 7.2.,,Stiff man” sindroms

2.5.Citi 7.3.Citi

3.Eksokrinas aizkunga dziedzera dalas 8. Citi genétiski sindromi, kas daZreiz

slimibas asoci€jas ar diabétu

3.1.Cistiska fibroze 8.1. Dauna sindroms

3.2.Fibrokalkulozais pankreatits 8.2. Fridriha ataksija

3.3.Hemohromatoze 8.3. Hantingtona horeja

3.4 Neoplazija 8.4.Klainfeltera sindroms

3.5.Pankreatits 8.5. Porfirija

3.6.Trauma/pankreatektomija 8.6. Miotoniska distrofija

3.7.Citi 8.7.Prader-Villi sindroms

4.Endokrinopatijas 8.8. Ternera sindroms

4.1. Akromegalija 8.9. Volframa sindroms

4.2.Aldosteronoma 8.10. Citi

4.3.Kusinga sindroms

4.4.Glukagonoma

4.5.Hipertireoze

4.6.Feohromocitoma

4.7.Somatostatinoma un citi

Adaptéts no: Canadian Diabetes Association 2013 Clinical Practice Guidelines for the
Prevention and Management of Diabetes in CanadaCan J Diabetes 37 (2013), Appendix 1, S197.

Papildinats no http://ghr.nIm.nih.gov/, www.moldiag.com
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1. tabula ir atspogulota cukura diabéta klasifikacija. Talak atseviski apskatisim 1. un 2.

tipa cukura diabgta etiologiju, patogenezi, kliniskas izpausmes un arstésanas iespgjas.

1.1.1. 1.tipa cukura diabéts - epidemiologija, patogenéze, kliniska aina un terapijas
iespé€jas.

1. tipa cukura diabéts ir autoimiina slimiba, kas rodas mijiedarbojoties genétiskiem un
vides faktoriem. Sai slimibai ir raksturigs aizkunga dziedzera Langerhansa salipu B-§tinu
funkcionétspéjas zudums, kas noved pie absoliita insulina deficita. Lidz XX gadsimta 20.
gadiem, kad tika atklats insulins un bija uzsakta eksogéna insulina ievadiSana 1. tipa cukura
diabéta pacientiem, $1 bija navgjosa slimiba. Saslim$anas biezums ar 1. tipa cukura diab&tu
krasi atSkiras dazadas valstis — no 0,1 Venecuela lidz 64 uz 100000 iedzivotajiem gada Somija
(DIAMOND Project Group, 2006).

XX gadsimta otraja pus€, un it ipaSi - pédejas desmitgades, 1. tipa cukura diabéta
izplatiba pieaug visa pasaule (Egro et al., 2013; Knip et al., 2012). 1. tipa cukura diab&ta
patofiziologija nav pilniba izpétita, tomér neparprotama ir iedzimtibas loma §is slimibas
izcelsmé (Hyttinen et al., 2003, Ziegler et al., 2010). No identificétiem géniem lielu dalu riska
nosaka cilvéka leikocitu antigéna (human leukocyte antigen-HLA) géni. Nemot véra
daudzveidigas HLA génu funkcijas T Stnu selekcija, antigénu prezentacija un imiinajas
atbildés, ir daudz iesp&jamo variantu, ka HLA ictekmé saslimSanas risku un diabéta
progreséSanu. HLA DR un HLA DQ Il Klases lokusi ir prognostiski visnoderigakas
parmantota riska determinantes.

1. tipa cukura diabéta risks var pieaugt no 0,3 lidz 30% atkariba no vina/vinas HLA II
klases genotipa. Pieméram, HLA DRB1*03,*04; DQB1*0302 genotips, kur§ nosaka
visaugstako CD1 risku, ir atrodams 2,3% ASV dzimuSiem baltajiem bérniem, un 39% tadu
pacientu, kuriem attistas 1. tipa CD pirms 20 gadu vecuma (apkopojis Ziegler et al., 2010).

Ne tikai genctiskie faktori nosaka 1. tipa CD risku. Ir paradita 1. tipa cukura diab&ta
saslimstibas saistiba ar tadiem vides faktoriem ka parmeérigs higi€nas Iimenis (tai skaita
salidzino8i retakas helmintozes bérniem), virusu slimibas (enteroviruss, masalu viruss,
masalinu Viruss, rotaviruss un citomegaloviruss), D vitamina deficits, nepietickama krts
barosana zidaina vecuma un citi faktori (Egro et al., 2013).

1. tipa cukura diabéta patogenézes pamata ir autoimiins process, kur§ tiek iniciéts
aktivejoso faktoru ietekmé un rezult&jas B-Stnu dekstrukcija, Langerhansa salinu autoiminaja
iekaisuma (insulitd). So procesu pavada auto-antivielu paradidanas, pakapeniska B-§inu

funkcijas izsikSana un slimibas klniskas izpausmes. 1. tipa cukura diab&ta autoimiino dabu
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apstiprina ar1 ta bieza koincidence ar citam autoimiinam slimibam, pieméram, autoimiino
tircoiditu (Huber et al., 2008).

1. tipa cukura diab&ta kliniskie simptomi izriet no hiperglik€mijas un tas raditiem
osmotiskas regulacijas trauc€jumiem: slapes, hipotensija, nespeks, polilirija, redzes
traucgjumi, parestezijas. Slimibai parasti ir akiits sakums. Aktta 1. tipa cukura diabéta
komplikacija ir ketoacidotiska koma — smaga insulina deficita rezultats un ta veidojas tapéc,
ka notiek atra energijas krajumu mobilizacija no muskuliem un taukaudiem, kas noved pie
paliclinata aminoskabju piepliduma aknam ar sekojoSu glikoneogengzi vai ketonvielu
(acetoacetata, B-hidroksibutirata, acetona) veidoSanos aknas no taukskabém. Ta rezultata
palielinas plazmas osmolaritate, notiek dehidratacija, pazeminas plazmas pH, kas kopuma
izraisa nervu sistémas nomakumu, kardiovaskularas sisteémas kolapsu un komu (Greenspan
FS, Gardner DG. Basic and Clinical Endocrinology, 2004).

1. tipa cukura diab&ta arstéSana nav iedomajama bez insulina eksogénas pievades.
Misdienas to var panakt ar dazadu veidu insulina injekcijam un insulina siikniem. Dazas
valstis tiek veikta aizkunga dziedzera vai Langerhansa salinu, B-Stnu vai cilmes S$tnu

transplantacija (Dufrane et al., 2012).

1.1.2. 2. tipa cukura diabéts - epidemiologija, patogenéze, kliniska aina un terapijas
iespejas

2. tipa diabéta tips veido 90-95% visu cukura diabéta gadijumu. So diabéta tipu parsvara
raksturo insulina rezistence perifeérajos insulinatkarigajos audos (pamata skeleta muskulos,
taukaudos un aknas), ka ar7 insulina sekrécijas deficits — visbiezak relativs. 2. tipa cukura
diabéta izplatiba atSkiras dazadas populacijas: no 5-10% Eiropas populacijas, 15-20% spanu
izcelsmes amerikaniem, un vairak neka 50% - Pima indianiem (King et al., 1993).

2. tipa cukura diabgta etiologiskie faktori nav lidz galam izpétiti, tomér epidemiologisku
pétjjumu gaita ir kluvis skaidrs, ka §is slimibas izcelsmé nozimigi ir genétiskie un vides
faktori. 2. tipa cukura diab&ts biezi izpauzas vienas gimenes locekliem, un ta sastopamiba
monozigotiem dviniem (~70%) ir daudz augstaka, salidzinot to ar dizigotiem dvigiem (20—
30%).

Tapat tiek uzskatits, ka etniskas atSkiribas 2. tipa CD parsvara varétu tikt izskaidrotas ar
genétiskiem faktoriem. P&d€jo gadu laika, pateicoties Genome Wide Association Study
(GWAS), tika identificéti 58 saslimSanu ar 2. tipa diab&tu veicinoS§i genétiskie lokusi, no
kuriem 39 tika identificéti Eiropas populacijas un 19 Azijas populacijas. Lielaka dala

iesaistito génu ietekmé aizkunga dziedzera -Stnu funkciju (apkopojis Qi et al., 2012).
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Vienlaikus ar 2. tipa cukura diab&tu biezi attistas aptaukosanas un metabolais sindroms,
kuri abi ir uzskatami par riska faktoriem 2. tipa cukura diab&ta nelabvéligakai attistibai (Beck-
Nielsen et al., 1994, Carey et al., 1997). Ari zems fiziskas aktivitates ITmenis veicina noslieci
uz 2. tipa cukura diabgta attistibu (Perry et al., 2005).

2. tipa cukura diabé&ta patofiziologisko faktoru pamata ir periféro audu rezistence pret
insulinu, ka arT insulina sekrécijas defekts (sakotngji — relativs, vélak — absoluts). Glikémijas
picaugums notiek, kad asins plazma iepliistosas glikozes daudzums parsniedz glikozes
utilizacijas Itmeni periférajos audos. Tuksa dusa hiperglikémija diab&ta slimniekiem ir tiesa
veida saistita ar palielinatu glikoneogenézi (glikozes biosintézi aknas). Péc €Sanas glikozes
limena svarstibas notiek tapéc, ka glikoneogenéze netiek efektivi nomakta, ka ari tapéc, ka
nepietickamas insulina sekrécijas rezultata glikoze netiek pietiekoSi intensivi absorbéta
mérka audos, parsvara skeleta muskulos. Kad tiek parsniegts glikozes transporta maksimums
nieru kanaliSos, talako glik€mijas pieaugumu dalgji ierobezo glikoziirija.

Traucéta aizkunga dziedzera salinu funkcija ir galvena un vado$a un nepiecieSama 2.
tipa cukura diab&ta pazime. Agrinajos slimibas posmos insulina produkcija ir normala vai
palielinata, tomér ta ir neproporcionali zema attieciba pret insulina jutibas limeni, kur§ ir
butiski pazeminats. Turklat insulina kinétika, ka ar7 aizkunga dziedzera B-Stnu sp&ja sekretét
adekvatu hormona daudzumu picaugoSas glikémijas apstaklos, ir patologiski izmainita.
Funkcionala salinu mazspéja ir galvenais kvantitativais hiperglikémijas noteic€js un ar laiku
tas progrese.

Papildus, pie 2. tipa cukura diabéta aizkunga dziedzera alfa Stnas hipersekrete
glikagonu, talak veicinot glikozes veidoSanos aknas. Svarigi, ka salinu disfunkcija ne vienmér
ir neatgriezeniska. Uzlabojot insulina darbibu, tiek atvieglota B-Stnu sekretora nasta, ka ari
jebkura darbiba, kas samazina glikémiju — no uznemtas energijas daudzuma lidz bariatriskai
kirurgijai — var uzlabot B-stnu funkciju. Ne tik sen atklatie trauc&jumi inkretinu sistéma (kuru
parstav zarnu hormoni: glikagonam Ilidzigais peptids 1 (GLP-1) un glikozes atkarigais
insulinotropais peptids 1) ari pastav pie 2. tipa cukura diabéta, tomér nav skaidrs, vai tie
pieder pie primariem vai sekundariem defektiem.

2. tipa diabta pacientu parakumam, IpaSi pacientiem ar aptaukoSanos, insulina
rezistence mérka organos (aknas, muskuli, taukaudi, miokards) ir nozimiga pazime. Ta
veidojas ka glikozes parprodukcijas, ta ar1 tas nepietickamas utilizacijas dél. Turklat
palielinata taukskabju piepliide aknam veicina to oksidaciju, kas sekmé glikoneogenézi. Taja
pasa laika lipidu palielinata pieejamiba veicina hepatosteatozi (apkopojis Enzucchi et al.,
2013).
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Insulina rezistenci veicina arT iekaisums, kas attistas organisma, uzkrajoties taukiem
ektopiskajas vietas — visceralaja tauku slani un aknas (van Greevenbroek et al., 2013).
Peroralo antidiabgtisko lidzeklu darbiba pie 2.tipa cukura diabéta tick merketa uz vienu vai
vairakiem patofiziologiskiem defektiem, vai arm modificé fiziologiskos procesus, kas saistas
ar apetiti, baribas vielu uzstikSanu vai ekskréciju (apkopoja Enzucchi et al., 2013).

2. tipa cukura diab&tam ir raksturigi tadi klasiski diabéta simptomi ka slapes, poliiirija,
redzes trauc€jumi, parest€zijas un nogurums, kuri parasti attistas pakapeniski. Hroniska
hiperglikémija noved pie persistéjosas adas niezes, adas infekcijam vai sievietém — hroniska
vaginita. Pie 2. tipa cukura diab@ta un aptaukoSanas tauki visbiezak novietojas augs€jas
kermena dalas (kratis, veders, kakls, seja), ka ari visceralo tauku slani un aknas.
Laboratoriskajos izmekl€jumos konstaté hiperglik€miju, glikozliriju un biezi vien arl
dislipidémiju (Greenspan FS, Gardner DG. Basic and Clinical Endocrinology, 2004).

2. tipa cukura diabéta arstéSanu uzsak ar di€tas korekciju un fiziskas aktivitates
ievieSanu ikdienas reZima ar meérki samazinat svaru un tadéjadi samazinat insulina rezistenci.
Ja glikozes limeni neizdodas normalizét, tiek uzsakta hipoglikemiz&joSa arstésana.
Gadijjumos, kad insulina sekrécija nav butiski samazinata, to uzsak ar peroraliem
antidiabétiskiem lidzekliem: biguanidiem (metformins), sulfonilurinvielam, DPP-4
inhibitoriem, tiazolidindioniem, meglitinidiem, a-glikozidazes inhibitoriem, SGLT-2-
inhibitoriem. Pie izteiktas adipozitates apsverama arT arstéSana ar GLP-1 receptoru agonistiem
(injicEjami neinsulina preparati) vai bariatrisko kirurgiju. Ja nepiecieSams, terapijai tiek

pievienots insulins (apkopojis Inzucchi et al., 2013).

1.2. Cukura diabéta modeli dzivniekos

Eksperimentalie cukura diab&ta modeli dzivniekos lauj analizét §is slimibas izraisitas
biokimiskas, hormonalas un morfologiskas izmainas dzivnieka organisma (in vivo) un ari péc
ta naves. Sai stratégijai ir lielas priek$rocibas, tomér nedrikst aizmirst, ka neviens dzivnieku
cukura diabéta modelis  pilniba neatkarto cilvéka 1. wvai 2. tipa cukura diabéta
patofiziologiskos mehanismus.

XX un XXI gadsimta tika izgudroti un pielietoti vairaki dzivnieku cukura diabéta
modeli: B-$tnu kimiska destrukcija, B-$inu masas kirurgiska ekstirpacija vai pat dalgja
pankreatektomija, ventromediala hipotalama bojajums, baroSana ar modific€tiem baribas
veidiem (ar paaugstinatu tauku vai cukuru saturu), nepietickoS$a baroSana in utero, lielas

kontregulatoro hormonu - 1pasi glikokortikoidu — devas, ilgstosa paklausana
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hiperinsulinémijai. Liela dala no eksperimentalajiem cukura diab&ta modeliem balstas uz
transgén0 dzivnieku vai dzivnieku ar ,izslégtiem” (knock-out) g€niem izmantoSanu (Islas-

Andrade et al., 2000).

1.2.1. 1.tipa cukura diabéta modeli

1.2. tabula ir apkopoti 1. tipa cukura diab&ta modelu veidi.

1.2.tabula. 1.tipa diabéta modelu apkopojums

Ierosinasanas mehanisms Modelis
Kimiska ierosinasana Streptozotocins dazadas devas
Aloksans
Spontans autoimiins diabéts NOD peles
BB Zurkas

LEW.1.AR1/-iddm Zurkas

Gengtiski ierosinats diabéts AKITA peles

PERK —/— peles
Aizkunga dziedzera masas samazinasana Dzivnieki p&c pankreatektomijas
Virusu inducéts diabéts Koksaki B viruss

Encefalomiokardita viruss

Kilhama Zzurkas viruss

1.2.1.1. Kimiski ierosinati 1. tipa cukura diabéta modeli

Aloksana CD modelis. Aloksans kluva par pirmo diabetogéno vielu, kad, pé&tot
urinvielas atvasinajumu nefrotoksicitati, nejausi tika konstatéta Langerhansa salinu nekroze.
Aloksans ir hidrofila un nestabila viela, ta pussabruksanas periods pie neitrala pH un 37 °C ir
apméram 1,5 miniite, bet pie zemakam temperatiram — ilgaks. Tomer, lietojot diabetogéna
deva, aloksana farmakokingtiskie raditaji atlauj tam sasniegt aizkunga dziedzerim kaitigu
koncentraciju. Aloksans $kist ideni un tam piemit augsta afinitate pret tiola grupam un Zn*",
tas inhib&é heksokinazi un citus enzimus. In vitro aloksans uzrada specifisku citotoksisku un
inhib&josu iedarbibu uz B-Sunam. Aloksana darbibas mehanismi uz B-S§tinam ietver sevi
stabiliz€joso SH grupu oksidaciju insulina molekula, glikokinazes inhibiciju, brivo radikalu

generéSanu un S$inas kalcija homeostazes traucEjumus (Szkudelski et al., 2001). Dazu

21




pétnieku dati liecina par to, ka aloksans specifiska veida iedarbojas uz B-$iinu membranu,
izraisot $o Sunu nekrozi. Ir dati, kas liecina, ka DNS fragmentacija -Stnas var biit atbildiga
par aloksana diabetogeno iedarbibu, un to var izraisit superoksida vai hidroksilradikalu, ka art
H,0, akumulacija (Islas-Andrade et al., 2000). Dzivniekiem aloksana ievadiSana izraisa
smagu insulina deficttu ar ketozi. Aloksanu zemas devas joprojam izmanto CD ierosinasanai
dzivniekiem, un $im modelim ir raksturiga mérena hiperglikémija, daléjs insulina deficits un
insulina rezistence, tatu - bez ketozes. Tapat tika zinots, ka organisma jutiba pret So
savienojumu ir atkariga no dzivnieka sugas, dzimtas, vecuma, dzimuma un barojuma. Dazi
zinatnieki ir zinojusi par diab&tiska stavokla atgriezenisko raksturu pie aloksana inducéta
diabéta, ka ar1 par saméra lielu dzivnieku mirstibu. Cilvéka aizkunga dziedzera salipas ir
daudz vairak izturigas pret aloksanu neka peles vai Zzurkas salinas (Lenzen et al., 2008).
Visbiezak izmantota intravenoza aloksana deva zurkam ir 65 mg/kg, bet pie intraperitonealas
ievadiSanas efektivai devai jabiit ap 150 mg/kg, pie kam ne€dusi dzivnieki ir vairak uznémigi
pret aloksanu. Aloksana diab&tu izmanto ari eksperimentos ar lielajiem dzivniekiem — suniem,
primatiem, cikam (King et al., 2012).

Streptozotocina diabéta modelis. Streptozotocins (STZ) ir nitrozourinvielas
atvasinajums, kuru izol&ja no aktinomic&tu baktérijas S. Achromogenes (King et al., 2012).
Tas var izraisit smagu insulina deficita izraisitu diabétu grauz€jiem un citam sugam, ja to
ievada vai nu vienreiz&ji deva 50-100 mg/kg, vai atkartoti zemas devas; pedéja gadijuma
diabéts attistas 1eénak un tam ir vairak autoimuns, nevis toksisks izcelsmes mehanisms. Vienas
stretozotocina i/v vai i/p devas izraisits cukura diabéts ir dros$i vien vispopularakais cukura
diabéta modelis. Deva, kas neparsniedz 50-60% no maksimalas, STZ ietekmé insulina
produkcija kritas Iidz 10-30% no normalas, rezultata attistas hiperglik€mija, polidirija, svara
zudums un slapes, tomer visbiezak ketoze neattistas, un dzivnieki var izdzivot vairaku ned€lu
garuma bez insulina injekcijam. Pie lielakam insulina devam rodas pilnigs insulina deficits,
ketoze, un dzivnieki nespgj izdzivot bez insulina ievadiSanas.

STZ noklust B-Stnas ar glikozes transportiera GLUT2 palidzibu. STZ izraisa B-Stnu
nekrozi, bojajot to membranu un izraisot DNS parravumus, ka ari poli(ADP-ribozes)
polimerazes (PARP) aktivaciju un NAD resursu izsikumu. P&c literatiiras datiem, galvenais
STZ-izraisitais f-stinu naves iemesls ir DNS alkiléSana. STZ alkilgjosa aktivitate ir saistita ar
ta nitrozurinvielas atlikumu, Tpasi guaninu O° pozicija.

Iesp&jams, ka STZ ir NO' donors, un NO' varétu but iesaistits aizkunga dziedzera [3-
sunu destrukcija. Tika izteikta hipotéze, ka tiesi $T molekula - radikals veicina STZ-ierosinato
DNS bojajumu veidoSanos. NO iesaiste STZ citotoksiskas iedarbibas mehanisma tika

apstiprinata  eksperimentali, jo p&c STZ ievadiSanas [-$iinas konstat€ja palielinatu
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guanilatciklazes aktivitati un pastiprinatu cGMP veidosanos. Tomér pastav ari iesp&ja, ka STZ
nav NO’ donors, un NO* veidojas STZ inducéto metabolo procesu izmainu rezultata stinas,
no NOS neatkariga procesa rezultata (Szkudelski et al., 2001).

Ir paradits, ka NO' saistitaji var samazinat STZ-izraisitu DNS bojajumu.  Arl citi
brivie radikali, kuri veidojas STZ ietekmg, ir iesaistiti STZ-izraisitaja DNS fragmentacija:
superoksida anjons, kur§ veidojas mitohondrialas disfunkcijas un palielinatas ksantina
oksidazes aktivitates d€l, un veicina Gdenraza peroksida un hidroksilradikalu veidoSanos
(Islas-Andrade et al., 2000). Ksantina oksidoreduktazes kavésana ar allopurinolu sp&ja dal&ji
kupét STZ-izraisitu insulina sekrécijas samazinajumu, iesp&jams - pateicoties NO' un augsti
toksiska peroksinitrita veidoSanas kaveésanai. Varétu pienemt, ka intracelularie antioksidanti
un NO saistitaji liela méra sp&j novérst STZ citotoksisko efektu inhib&jot PARP. Sis
apgalvojums tika apstiprinats eksperimentos ar PARP inhibitoriem - 3-aminobenzamidu un
nikotinamidu. Ja $is vielas ievada dzivniekiem 1si pé€c STZ ievadiSanas, hiperglikeémijas
attistiba tiek dal€ji vai pilniba novérsta. Tad€jadi jasecina, ka DNS ribozilésana ir svarigs STZ
citotoksiska efekta mediators (Szkudelski et al., 2001).

STZ izraisito cukura diab&ta modeli raksturo diab&tiska stavokla stabilitate vairaku
nedélu garuma un saméra zema dzivnieku mirstiba. So diabéta modeli var pielietot ne tikai
diabétam lidzigu simptomu izraisiSanai grauz€jiem, bet art cikam un primatiem (Lenzen et

al., 2008).

1.2.1.2. Spontanie autoimiinie 1. tipa diabéta modeli

Visbiezak izmantojamie autoiminie 1. tipa cukura diab&ta modeli ir neaptaukojusies
diabgtiska pele (NOD mouse - non-obese diabetic mouse) un ,,Biovairota” (Bio-breeding, BB)
zurka. NOD pelém insulits attistas 3-4 ned€lu vecuma, un tam ir raksturiga CD4+ un CD8+
limfocitu, B-§Gnu un NK $iinu infiltracija. Sis process noved pie p-3iinu boja ejas, un diabgts
pilniba izpauzas 10-14 nedelu vecuma, kad jau ir nepiecie$sams uzsakt insulina injekcijas. Sis
ir dargs diab&ta modelis, jo NOD peles nepiecieSams uzturét sterilos apstaklos, ka art diabéta
izpausmes vecums tam vari€. Tiek pétitas NOD modela genétiskas un citas modifikacijas.
BB Zurkas tika selekciontas no Wistar Zurkam, atlasot kolonijas ar spontanu autoimiinu
diabetu. STm zurkam diabéts attistas péc dzimumbrieduma iestasanas (starp 8 un 16 vecuma
nedelu). BB Zurkam diabéts ir diezgan smags, tas attistas insulita d€l, un ta arstéSanai ir

nepiecieSamas insulina injekcijas. Tomer atskiriba no 1. tipa CD cilvékiem un NOD pelem,
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BB Zurkam novéro ari limfopéniju, kas nav vélama pazime 1. tipa CD patogenézes izpé&tes
konteksta.

Vel viens autoimiins 1. tipa cukura diab&ta modelis ir izveidots, lietojot LEW.1.AR1/-
iddm Zzurkas, kuras tika selekciongtas, izmantojot spontanas Lewis zurku kolonijas ar
noteiktu MHC haplotipu (LEW.1.AR1). Sim zurkam arT veidojas insulits, un smags diabéts
tam attistas 8-9 nedelu vecuma. Pretgji NOD peléem un BB zurkam, LEW-iddm Zzurkam
neattistas citas autoimiinas slimibas, tas labi izdzivo ar1 smaga diab&ta apstaklos un tadgjadi

tas var tikt izmantotas diabétisko komplikaciju izp&te (King et al., 2012).

1.2.1.3. Dzivnieku modeli ar endoplazmatiska tikla_stresa izraisitu pastiprinatu p-Sinu
apoptozi

Akita peles. Akita pelém ir spontana mutacija INS 2 géna, kura noved pie proinsulina 2
mutantas formas produkcijas, un izraisa agrinu diab&tu bez aptaukoSanas un ar samazinatu 3-
Sinu daudzumu (Masiello et al., 2006). Uzskata, ka B-Stinu daudzuma samazinaSanas notiek
ER stresa dgl, jo taja uzkrajas anomals proinsulins 2, kas izraisa S$unas disfunkciju un navi
(King et al., 2012). Lidziga situacija varétu rasties pie Volframa sindroma - retas cukura
diabéta genétiskas formas cilvékiem. Ar endoplazmatiska tikla stresu saistita B-$tiinu bojaeja
vérojama ari PERK —/— pelém un Wolcott—Rallison sindroma slimnickiem (diab&ts bérniba

ar agrinu aizkunga dziedzera B-$tiinu destrukciju un osteodistrofiju) (Rees et al., 2004).

1.2.1.4. Dzivnieku modeli ar samazinatu -Sinu masu péc pankreatektomijas

Lai izraisitu mérenu hiperglikémiju, dazadam sugam ir nepiecicSama atSkiriga apjoma
pankreatektomija: 50-75% cilvekam, 60—70% ctikam, vairak ka 80% zurkam (Masiello et al.,
2006). So diabeta modeli biezak izmanto lielajiem dzivniekiem — suniem, primatiem, ciikam.

Ja zurkam iznicina 95% pankreasa, attistas smaga hiperglikémija (Chen et al., 2005).
Dzivnieki péc pankreatektomijas ir labs modelis, lai pétitu atlikuSo B-$iinu adaptacijas

mehanismus (King et al., 2012).

1.2.1.5. Virusu izraisiti 1. tipa cukura diabéta modeli

Virusu loma 1. tipa cukura diab&ta patogenézé tiek plasi pétita, veidojot diabéta

modelus, kuros virusi izraisa p-§inu destrukciju. Sie bojajumi sakas vai nu tiesas virusa
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iedarbibas rezultata, vai ari ka autoimiinas atbildes pret virusa-inficgto p-§inu sekas. Siem
mérkiem tiek izmantoti Koksaki B viruss, encefalomiokardita viruss, Kilham zurkas viruss un
transgénie virusa modeli, kuros viralais antigéns tiek ekspresséts zurkas insulina promoterT.
Stm zurkam B-$anu destrukcija nesakas spontani, bet to var inducgt, injic&jot zurkam virusu
antigénus un ierosinot imiino krustenisko reakciju, kura tiek versta pret B-Sinam. Diab&ta
attistibas atrumu un efektivitati ir gruti paredz€t, jo ta ir atkariga no virusa replic€Sanas

efektivitates B-stnas (King et al., 2012).

1.2.2. 2. tipa cukura diabéta modeli

Dzivnieku 2. tipa cukura diabéta modelu apkopojums dots 1.3. tabula.

1.3.tabula. Apkopojums par 2.tipa diabéta modeliem

lerosinasanas mehanisms Modelis

Monoggnie aptaukoSanas modeli Lep ® peles
LEPR % peles
Zucker diabétiskas zurkas ar aptaukoSanos

Poligénie aptaukoSanas modeli KK peles

OLETF zurkas

NZO peles
TallyHo/Jng peles
NoncNZO10/LtJ peles

Modeli ar ierosinatu aptauko$anos Peles un zurkas, kuras sanem baribu ar
paaugstinatu tauku saturu

Tuksnesa smilSu peles - aptaukojas vivarija
standartapstak]os

Nila zales zurkas - aptaukojas vivarija
standartapstak]os

Modeli bez aptaukosanas Goto-Kakizaki zurkas

Dzivnieki ar samazinatu B-$tnu daudzumu, ko
izsaukusi aizkavéta intrauterina augSana
Streptozotocina nikotinamida diab&ta modelis

Gengtiski B-$tinu disfunkcijas modeli hIAPP peles
AKITA peles

1.2.2.1. 2. tipa cukura diab&éta modeli ar aptaukoSanos

2. tipa cukura diabeta monogénie modeli ar aptaukoSanos: Zucker diabétiskas Zurkas,

Lep " peles, LEPR %% peles

Zucker diabétiskas zurkas stipri aptaukojas leptina receptora genétiska defekta rezultata.

Zucker tuklas zurkas kompensg ar aptaukos$anos saistito insulina rezistenci, genergjot vairak
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B-stnu un palielinot insulina sekréciju. Ar selekcijas palidzibu izdevas izveidot diabétisko
tuklo Zucker zurku tévinu koloniju, kuram diab&ts attistas intensivakas [B-Stinu apoptozes
rezultata, ko izsauc kads cits genétisks defekts (Masiello et al., 2006). Sim Zurkam novéro
glikotoksicitates un lipotoksicitates izraisitu Pdx-1 nomakumu. Ar leptina deficitu ir saistiti

arT divi pelu aptaukosanas modeli - Lep®®

peles (ob/ob peles), kuram ir novérots leptina
deficits, un LEPR®™ peles (db/db peles), kuram ir raksturigs leptina receptora deficits (King

etal., 2012).

2. tipa cukura diabéta grauzéju poligénie modeli ar aptaukosanos: KK peles, OLETF
Zurkas, NZO peles, TallyHo/Jng peles, NoncNZO10/LtJ peles

Sie modeli tiek izmantoti 2. tipa CD patogenézes pétijumos, un tiem ir dazadi genotipi.
Tomer, pretéji monogeéniem modeliem, tiem nav atbilstoSo savvalas dzivnieku, kas biitu
nepieciesami adekvatu kontroles grupu veido$anai. Siem modeliem izmanto KK peles,
OLETF zurkas, Jaunzélandes tuklas peles (NZO pelea), TallyHo/Ing peles, NoncNZO10/LtJ
peles (King et al., 2012).

2. tipa cukura diabéta modeli ar ierosinatu grauzéju aptaukosanos

AptaukoSanos laboratorijas apstaklos ierosina, izmantojot baribu ar augstu tauku saturu.
Sada diéta grauzgjiem izsauc hiperinsulinémiju, aptauko$anos un izmaina glikozes
homeostazi, iespéjams tapéc, ka aizkunga dziedzera Langerhansa salinu kompensatoras
funkcijas nav pietiekamas. Standarta baribu (kuras energétisko vértibu nosaka apméram 26%
proteina, 63% oglhidratu un 11% tauku) Saja gadijuma aizvieto ar di€tu, kura tauku
ieguldijums energijas razoSanai ir ievérojami palielinats (parasti lidz 58%) (Chatzigeorgiou et
al., 2009). Lietojot So dictu vairakas ned&las, grauzgji aptaukojas, viniem attistas insulina
rezistence un glikozes tolerances trauc€jumi. BaroSanu ar trekno baribu dazkart kombing ar
streptozotocina injekcijam mazas devas (Zhang et al., 2008) vai palielinatu oglhidratu
(saharozes vai fruktozes) daudzumu bariba.

Spontans metabolais sindroms ir novérojams tuksne$a smilSu pelém un Nila zales
zurkam, kuram aptaukoSanas un hiperglikémija attistas, tas laboratorijas apstaklos ilgstosi

barojot ar standarta baribu, tacu Siem dzivniekim nenovéro hiperfagiju (King et al., 2012).
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Uzskata, ka Sie dzivnieki ir labs modelis ,,taupiga genotipa”(,,thrifty genotype™ ) izpétei (Chen
et al., 2005).

1.2.2.2. 2. tipa cukura diabéta modeli bez aptaukoSanas

Goto-Kakizaki (GK) Zurkas

Goto-Kakizaki (GK) zurkas ir spontani diab&tiskas, tas var tikt izmantotas, lai imitetu
genétiski izraisitu 2. tipa CD neaptaukojusos grauzéju modeli. ST zurku linija tika iegita
ilgstosas  merktiecigas selekcijas rezultata, atlasot Wistar Zurkas bez diab&ta, bet ar
samazinatu toleranci pret glikozi (Masiello et al., 2006). GK Zurkam prenatali ir samazinata
B-stnu proliferacija un pastiprinata apoptoze, jo tam ir traucéta jaunu Langerhansa salinu
veidoSanas. Ta rezultata Siem dzivniekiem B-$finu masa ir samazinata jau no dzim3anas. Sis
effekts, skiet, ir saistits ar traucétu IGF-2 biosintézi. Pieaugusajam GK Zurkam [-$tnu masa ir
samazinata par 50%. Tam novéro mérenu hiperglikémiju, samazinatu glikozes toleranci un

insulina sekréciju (King et al 2012).

2.tipa CD modelis ar samazinatu pB-§iinu daudzumu, ko izraisa aizkavéta

intrauterina augsana

CD modeli ar samazinatu B-Sinu daudzumu zurkam ierosina, lig€jot dzemdes
artérijas bilaterali 19. gritniecibas diena (3 dienas pirms dzemdibam). Tadgjadi tiek simuléta
nelabvéliga intrauterina vide, kas cilvékiem izraisa samazinatu jaundzimu$o masu, un vélak -
picauguso vecuma - palielina 2. tipa CD attistibas risku. Stm zurkam, salidzinot ar kontroli,
jaundzimuso masa ir mazaka, bet 26 nedélu vecuma to masa jau ir liclaka ka kontroles
dzivniekiem. Pieaugot, tas klust tuklas un hiperglikémiskas, ka ar tam ir Samazinata -Stnu
masa. Insulina sekrécijas trauc€jumus novero ari zurkam, kuras piedzimuSas matitém, kuras

barotas ar proteiniem nabadzigu baribu (Masiello et al., 2006).

Streptozotocina- nikotinamida (STZ-NA) diabéta modelis

STZ-NA modelim ir lidziba ar cilvéka 2. tipa CD ar samazinatu B-$inu masu. Sis
cukura diab&ta modelis tiek ierosinats, kombingjot STZ, kurs ir citotoksiks aizkunga dziedzera
B-Stnam, ar nikotinamidu, kur§ sp&j dal&ji aizsargat B-Stinas no STZ iedarbibas. Atkariba no
STZ wun nikotinamida devu attiecibam, S§is kombinacijas ievadiSanas rezultata

eksperimentalajiem dzivniekiem novéro nedaudz, méreni vai izteikti samazinatu insulina
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sekréciju (Szkudelski et al., 2013). STZ-NA dzivnieku B-$tinas ir tikai dal&ji bojatas un spgj
sekretét insulinu, reag€jot uz glikozi vai citiem stimuliem. Tadgjadi So modeli biezi vien
izmanto, lai testétu medikamentu vai endogeno vielu glikozes pazemino$o aktivitati, ka arT -

lai pétitu aizkunga dziedzera regeneracijas spéjas. (Masiello et al., 2006).

Dzivnieku modeli ar pastiprinatu p-Stinu apoptozi Langerhansa salinu amiloida

IAPP ietekme

Amiloida depoziti, kurus veido salinu amiloidais polipeptids (IAPP), kurs tiek sekretéts
kopa ar insulinu, tieck novéroti gandriz visiem pacientiem ar 2. tipa CD. IAPP amiloidu
izgulsnéSanas koreleé ar samazinatu p-Sinu masu. Tomér to loma cukura diabéta
patofiziologija tiek pretrunigi vértéta (Masiello et al., 2006).

Ir zinami dazi spontani radusies vai genétisku modifikaciju inducéti salipu amiloida
palielinatas produkcijas dzivnieku modeli. Primatiem ir novérots palielinats amiloida
nogul$nu daudzums salipas, un tas pozitivi koreleé ar B-Stnu bojaeju. Ari majas kakiem pie
diabéta attistibas novéro salinu IAPP deozitu (King et al., 2012). Grauzgjiem ar transgéno
IAPP ekspresiju novéro salinu amiloidozi tikai metabolo novirzu gadijumos, t.i ja dzivnieki
tiek baroti ar treknu baribu, vai arl grauzéju aptaukosSanas, insulina rezistences un B-Stnu
disfunkcijas modelos (pieméram, ob/ob peles) (Chen et al., 2005). 2004. gada tika ieguta
cilvéka IAPP transgénas zurkas, kuram spontani ar vecumu attistas diab&ts kopa ar salinu

amiloidozi un samazinatu B-stinu masu (Chatzigeorgiou et al., 2009).

1.2.3.  Transgénie un knockout cukura diabéta un diab&tiskas nefropatijas
modeli

Trangénie un knockout dzivnieki tiek izmantoti, lai veidotu specifiskus 1. un 2. tipa
cukura diab&ta modelus, lai varétu pétit noteiktu génu ietekmi uz glikozes metabolismu un
diab&ta patogenézi, ieskaitot aizkunga dziedzera attistiba iesaistito transkripcijas faktoru lomu
un insulina signalparvades celus. Sos modelus bieZi izmanto kombinacija ar izmainitu partiku
— pieméram, treknu baribu. Tabula 1.4. ir dots parskats par literatira visbiezak aprakstitajiem
transgénajiem un knockout cukura diab&ta modeliem, ka arT daziem diabétiskas nefropatijas

modeliem.
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1.4.tabula. Apkopojums par transg

éniem un knockout cukura diabéta un diabétiskas

nefropatijas modeliem

Ierosinasanas mehanisms

Modelis

Transgénas peles ar aizkunga dziedzera attistibai

nepiecieSamo faktoru deficitu

Pdx-1 +/— peles
HFN-10 —/— peles

Transgénas peles ar (-SGnu augSanu un

izdzivosanu ietekm&joso faktoru deficitu

Insulina receptora substrata-2 (IRS-2) —/— peles

Transgenas peles ar dominanti-negativo CREB (-

-Sunas

PKB-p —/—peles

Transgénie diab&tiskas nefropatijas modeli eNOS knockout peles
Nfr2 knockout peles

GLUT1 transgenas peles

1.2.3.1. Transgénas peles ar aizkunga dziedzera attistibai nepieciesamo faktoru deficitu

Pdx-1 +/— peles. Aizkunga dziedzera un divpadsmit pirkstu zarnas transkripcijas
faktors 1 (Pdx-1), pazistams ari ka cilvéku IPF-1, ir transkripcijas faktors, kas nepiecieSams
aizkunga dziedzera un citu prick$€jas zarnas struktiru attistibai. Cilvékiem un pelém, kuras
neekspresé Pdx-1, novéro neattistitu aizkunga dziedzeri un iedzimtu diabétu. Pdx-1/IPF-1
mutacijas heterozigota stavokli ir asociétas ar vienu no sesam MODY genétiskam formam —
MODY4 (maturity onset diabetes in the young). Pdx-1 sp€l¢ svarigu lomu ar1 vélaka B-$tnu
B-diferenciacija. Transgénam peléem Pdx-1+/—, pieaugot vecumam, B-$tnu apoptozes dgl
novéro glikozes tolerances pasliktinajumu, nepietiekamu insulina sekréciju, samazinatu [-
Stinu masu un Langerhansa salinu daudzumu. Iespé&jams, ka B-Stinu apoptoze $aja gadijuma ir
saistita ar IRS-2 (insulin receptor substrate 2) signalparneses celiem (Masiello et al., 2006).

HFN-1a —/— peles. Transgénas peles ar izgrieztu hepatocitu nuklearo faktoru 1a (HFN-
la) atkarto MODY-3 gadijuma novéroto mutaciju. HFN-1la —/— pelém, tapat ka MODY-3
pacientiem, novero defektivi sekretoro atbildi uz glikozes un arginina stimulaciju, tomér p-
Sinu masa neatskiras no kontroles dzivniekiem. Tadgjadi skiet, ka HFN-1a vairak ir iesaistits

B-stnu diferenciacija, nevis to masas regulacija (Masiello et al., 2006).
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1.2.3.2. Transgenas peles ar B-Siinu augSanu un izdzivoSanu ietekméjosu faktoru
deficitu

Insulina receptora substrata-2 (IRS-2) —/— peles. Insulina substrata-1 (IRS-1) vai
IRS-2 géna izgrieSana izraisa smagu insulina rezistenci, kas bija sagaidams, nemot véra §is
molekulas lomu insulina signalparvades celos insulina mérkaudos. Tomér IRS-1-/— peles
neklast diabétiskas, jo pieaug B-$iinu masa, kas kompensé insulina rezistenci. Pret&ji tam,
IRS-2 —/— pelém 12-16 ned€lu vecuma attistas smags diab&ts ar progreséjosu hiperglikémiju -
lidz pat 400 mg/dl, jo So dzivnieku B-SGnu masa nespgj kompensatori palielinaties un ir
paklautas pastiprinatai apoptozei. Pdx-1 ekspresija nav izmainita IRS-1 —/— pelém, bet ir
samazinata IRS-2—/—pelém, domajams, transkripcijas faktora Foxo-1 inhibgjosas iedarbibas
del, kas, pateicoties traucEjumiem IRS-2 signalparvades celos, netiek fosforiléts un paliek
kodola (Chen et al., 2005, Masiello et al., 2006).

Transgenas peles ar dominanti-negativo CREB B-Siinas. CREB fosforilésana, kuru
ierosina glikagonam lidzigais peptids 1 (GLP-1) vai citi CAMP agonisti, veicina insulina un
IRS-2 géna ekspresiju. Trasgénam pelém, kuras B-stnas ekspresé dominanti-negativo CREB
inhibitoru A-CREB, IRS-2 ekspresija ir traucéta, un palielinatas apoptozes rezultata tam
noveéro samazinatu B-$tinu masu, ar sekojosu seruma glikozes koncentracijas pieaugumu un
insulina limena samazinajumu (Chatzigeorgiou et al., 2009, Masiello et al., 2006).

PKB—/—peles. B-sunu izdzivosanai svariga ir IRS-2 kontroléto signalparvades celu
aktivacija. PKB-B—/—pelém novéro periféro insulina rezistenci, mérenu hiperglikémiju un
bazalo hiperinsulin€miju, ka ar1 palielinatu -siinu masu. Ar1 PKB substrati ietekmé B-Stnu
daudzumu, replicéSanos, izdzivoSanu un diferenciaciju. To ablacijas rezultata dzivniekiem

novéro zemu glikozes toleranci un samazinatu B-$tinu masu (King et al., 2012).

1.2.3.3. Diabétiskas nefropatijas modeli dzivniekos

Saja darba uzsvars ir likts uz diabgtisko komplikaciju, it pasi diabétiskas nefropatijas,
patogenézes izpéti. Tadgjadi apskatisim diabétiskas nefropatijas modelus dzivniekos.

Diabetiska nefropatija ir diab€ta izraisits nieru bojajums. Cilvékiem ta izpauZas ka
klinisks sindroms, kuru veido albuminirija, progresgjoss glomerulu filtracijas atruma
samazinajums un palielinats kardiovaskularo slimibu risks. Dzivnieku diab&tiskas nefropatijas

modeli lautu labak izprast §is diab&ta komplikacijas iemeslus un attistibas faktorus.

30



Laba diabgétiskas nefropatijas modela izveidoSanu ierobezo vairaki faktori. Pirmkart,
cilveékiem diabetiska nefropatija ir v€lina cukura diab&ta komplikacija, tacu dzivnieku
modelos izmaksu un laika trilkuma d€] izmanto jaunus dzivniekus ar svaigi ierosinatu cukura
diab&tu. Tadgjadi, Siem dzivniekiem nav nieru mazspgjas.

Biezi vien pretruniga ir arT nieru funkcijas novertéSana dzivniekiem. Problematiska ir
gan seruma kreatinina novert€Sanas metozu adaptacija dzivnieku fiziologijai, glomerulu
filtracijas atruma noveértéSanas metodes, albuminiirijas krit€riji un nieru histologisko izmainu
izverteéSana. Diabétisko nefropatiju péta uz daudziem no augstak aprakstitiem cukura diab&ta
modeliem, vadoties péc principa, ka diabéts un hiperglik€mija per se ir galvenie So sindromu
izraisoSie un veicinoSie faktori. Tomer pastav ar1 specifiski diabétiskas nefropatijas modeli
(Breyer et al., 2005).

Defekti endotelialaja slapekla oksida sintaze. eNOS knock-out peles ir viens no
labakajiem diabétiskas nefropatijas modeliem — dzivniekiem ar dazadu genétisko pamatu un
eksperiementala diab&ta iemesliem. Péc daziem literatiiras datiem hiperglikémijas apstaklos
palielinas endotelialo $inu membranu caurlaidiba. Uzskata, ka tas samazina eNOS diméru
veidosanos un fosforilésanu (mRNS vai proteina ekspresijas izmainas netika konstatétas). Ja
izdodas to novérst, samazinas nieru histologiskas izmainas un oksidativa stresa pazimes.

Tadgjadi, Sie dati norada uz eNOS funkcijas izmainam diab&ta un hiperglikémijas
apstaklos. Turklat eNOS diméra atslégSsanas (uncoupling) pie diabéta tick uzskatita par
svarigu slimibas progresijas faktoru un oksidativa stresa iemeslu nierés (Brosius et al., 2013).

Leptina deficits vai leptina receptora mutacijas. Diabé&tiskas nefropatijas konteksta
daudz pétijumu veltiti db/db un ob/ob pelém, 1pasSi to specifiskam linijam, jo Siem
dzivniekiem glomerulu izmainas un albumintrija attistas diezgan agrina vecuma (Breyer et
al., 2005).

Nieru antioksidativas aizsardzibas modulésana. Nemot v&ra oksidativa stresa
postuléto lomu diabétiskas nefropatijas patogenéze, tick pétita NADPH oksidazes NOX4
subvienibas aktivitates izmainas pie diab&tiskas nefropatijas. NOX4 tiek ekspreséta nieres, un
tas aktivitate palielinas dzivniekiem ar eksperimentalo diab&tisko nefropatiju. P&tijumos
pielieto NOX4 inhibitorus. Oksidativa stresa teorijas konteksta tick pétitas Nfr2 knockout
peles (Nfi2 regulé vairaku antioksidanto enzimu ekspresiju) (Brosius et al., 2013).

GLUT1 ekspresijas un aktivitates moduléSana. P&c literatiiras datiem GLUTI
palielinata ekspresija nieru S§unas var veicinat glikozes iepladi SGnas ar tai sekojoSu
glikotoksicitati, iespgjams ROS veidosanas d€l. Pétijumos tiek izmantotas ari GLUT1
transgénas peles. GLUTI transgénam pelém ar normalu glikozes limeni nierés novéro

mezangija izplatiSanos un albuminiiriju, bet GLUT1 antisence transgéniem dzivniekiem sadas
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izmainas nenovéro, kaut ari hiperglikémiju §is génu manipulacijas nenovers (Breyer et al.,

2005; Gnudi et al., 2007).

1.3. Oksidativais stress un NO' biosintéze cukura diabéta apstaklos

1.3.1. Oksidativais stress un diabétisko komplikaciju attistiba

Oksidativais stress (jeb oksidantu izraisitais audu bojajums) rodas tad, ja oksidantu un
brivo radikalu (reactive oxygen species, ROS) veidosanas parsniedz lokalo antioksidativas
aizsardzibas kapacitati. Ja tas notiek, tiek oksidetas svarigas makromolekulas, ieskaitot
proteinus, lipidus, oglhidratus un DNS, kas noved pie audu bojajumiem un to funkciju
trauc&jumiem (Giacco et al., 2010). Hiperglikémija veicina oksidativo stresu vairaku iemeslu
del (1.1. att.), ieskaitot poliolu cela aktivaciju, glikozes autooksidaciju, Stinas oksidantu-
antioksidantu lidzsvara izmainas, pastiprinatu diacilglicerinu veidoSanos un proteinkinazes C
aktivaciju un paatrinatas glikozilésanas gala produktu (AGE) veidoSanos (Pacher et al.,
2007).

Mitohondriju disfunkcija ka oksidativa stresa avots. Superoksida (O, ) produkcija
mitohondriju disfunkcijas dé| tika postuléta ka batiskaka novirze diabétisko komplikaciju
attistibai. Mitohondrijos vairak par 90% skabekla tiek patéréts oksidativaja fosforilésana, kad
glikozes un citos metaboliskajos procesos tiek generéti elektroni, kas reducé molekularo

skabekli, un iegtita energija tiek uzkrata galvenokart ATF forma.
Fiziologiskos apstaklos apméram 1% skabekla tiek reducéts dalgji - lidz O, ", nevis

tdenim. Mitohondrijos ir vismaz divi fermenti, kas ir iesaistiti superoksida veidosana —
NADH dehidrogenaze (komplekss I) un elposanas fermentu kopums starp koenzimu Q
(CoQ) un 11 kompleksu. Ir postuléts, ka diabétisko komplikaciju patogenézé mitohondriala
disfunkcija ar palielinatu superoksida un tidenraza peroksida veidoSanos notiek intensivak
neka normalos apstaklos.

Vairakos pétijumos hipotéze par mitohondrialo disfunkciju tados audos, kuri ir paklauti
izmainam, attistoties diabétiskajam komplikacijam, tika apstiprinata. Tapat arT merktieciga
mitohondriala superoksida produkcijas inhibicijai (pieméram, ar idebenonu, kuru izmanto ar
elpoSanas k&des trauc€jumiem saistitu slimibu arsteéSana), bija labvéliga ietekme uz slimibas

gaitu dzivnieku diabétisko komplikaciju modelos (Forbes et al., 2013).

32



TAGE

- | TSorbitols
THeksozamtu cel§
=

: iperglikémija

Glikozes autooksidacija TPKC
Mitohondriju elposanas kede TStresa signilceli (NF-«B, p38 MAPK, Jak/STAT)
Poliolu cela aktivacija
Neenzimatiski gliketana (AGE) iNOS Angll NAD(P)H oksidizes aktivitate
Ksanta oksidize eNOS ET-1
NAD(P)H oksidazes citokini
Ciklocksigenize
Atjigta NOS|
samazinita NO biopieejamiba
/ traucéta vazorelaksicija, TLDL oksidacija
N0
ONOO-
\

DNS bojajums —PARP aktivicija
Mitohondriju disfunkcija
L Nekroze, apoptoze ] @ | Enzimu inaktivicija

ekaisuma aktivicija

Yiabéta komplikacijas

1.1.att. Hiperglikémijas izraisita oksidativa stresa veidoSanas mehanismi un NO' iesaistiSanas

tajos: superoksida un peroksinitrita ietekme. Hiperglikémija palielina superoksida anjona (O2+—)
produkciju, aktivgjot vairakus celus, ieskaitot ksantina un NADPH oksidazes, NOS atjiigsanu u.c.
Superoksids aktivé AGE, proteinkinazi C (PKC) un stresa signaltransdukcijas celus, kuri veicina
turpmaku superoksida produkciju caur vairakiem mehanismiem. Ari NO produkcija tiek veicinata.
Superoksids var saistit NO, samazinot ta biopieejamibu, bet vienlaikus veidojot peroksinitritu (ONOO"
), kas veicina $tinas bojajumu, izraisot lipidu peroksidéSanu, enzimu inaktivaciju u.c. (Adaptéts no

Pacher et al., 2007).

Citosola ROS avoti: NADPH, G6PDH un sorbitola-poliolu cels. NADPH produkcija
leikocTtos ir iesaistita imiinas atbildes reakcijas, kur imankompetento $tinu generétais
superoksids palidz cinities ar patogéniem organismiem, tostarp veicinot fagocitozi. Tomér
NADPH subvienibas tiek producétas ari citos audos (pieméram, NOX4 nieres), un tur tas var
klit par superoksida avotu, kas veicina oksidativo stresu diabétiskam komplikacijam
paklautajos audos (Forbes et al., 2008).

Glikozes-6-fosfatdehidrogenaze (G6PDH) ir enzims, kas ir iesaistits pentozu fosfatu
biosintézes cela, kura papildus veidojas reducgjosie faktori - NADPH, glutationa reduktaze un
aldozes reduktaze. Tapéc G6PDH aktivitates izmainas veicina oksidativo stresu. Grauzgjiem
ar eksperimentalo diabétisko nefropatiju tika novérota palielinata GOPDH aktivitate.

Hiperglikeémijas apstaklos tiek aktivéts sorbitola-poliolu cel§, jo citosola enzims -
aldozes reduktaze augstas intracelularas glikozes koncentracijas gadijuma transformé glikozi
par sorbitolu, izmantojot NADPH ka kofaktoru. Tadéjadi hroniskas hiperglikémijas apstaklos
§1 reakcija Stinas var izsmelt reducéta glutationa krajumus, kas samazina $iinas antioksidativo

aizsardzibu. Savukart sorbitols tiek oksidets lidz fruktozei, un Saja reakcija NAD+ tiek
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reducéts lidz NADH, veidojot substratu mitohondriju elpoSanas k&des I kompleksam, kur§
tiek uzskatits par ROS avotu diab&ta apstaklos. Tapéc Sie papildus elektroni var vél vairak
palielinat mitohondrialo ROS veidosanos. Tomér, neskatoties uz vairakiem petifjumiem ar
aldozes reduktazes inhibitoriem, kliniskos p&tfjumos joprojam nav izdevies apstiprinat to
nozimi diab&tisko komplikaciju izcelsmé (Forbes et al., 2013; Giacco et al., 2010) .

Paatrinatas glikozilésanas gala produkti (advanced glycation end products, AGE).
Paatrinatas glikozilésana reakcija ir neenzimatiska proteinu un aminoskabju aminogrupu
glikoziledana, tas ir, aminogrupu glikozilésana jeb glikozes atlikuma pievienogana. Sis
process notiek ari vesela organisma, un paatrinatas glikozilésanas produkti (AGE) ar vecumu
uzkrajas audos. Cukura diabéta gadijuma §is process klist ipasi intensivs.

AGE savu patologisko iedarbibu Tsteno dazados veidos. Pirmkart, tie neenzimatiski
saistas ar olbaltumu un aminoskabju brivajam aminogrupam (Malarda reakcija — Maillard
reaction). Sadi notiek protenu péctranslacijas modifikacijas. AGE veido$anas procesa dazadu
reakciju gaita pastiprinati veidojas ari ROS. AGE sintéze arpus Stnas ietekmé Stnu
mijiedarbibu vai Siinas un ekstracelulara matriksa miejiedarbibu, tadg€jadi modific€jot Stinu
adhézijas procesus.

AGE modificé proteinus, izmainot to funkcijas, tadéjadi ietekméjot dazadu diab&ta
komplikaciju patogenézi. AGEs mijiedarbojas ar $iinas receptoriem, no kuriem visizpétitakais
ir RAGE. AGE saistisanas ar RAGE izraisa ROS veidoSanos. AGE saistoties pie RAGE
dazados audos, tiek izraisita iekaisuma reakcija, kuru izsauc NF-kB aktivacija, kas veicina
fibrozi un diabétisko komplikaciju attistibu, pieméram, nierés (apkopoja Forbes et al., 2008;
Sharma et al., 2012; Davel et al., 2011).

Diacilglicerina pastiprinata veidoSanas un proteinkinazes C (PKC) aktivacija. PKC
ir enzimu grupa ar vismaz 11 izoformam, kas ir plasi izplatita ziditaju audos. Enzims fosforile
vairakus mérka proteinus. PKC aktivitate ir atkariga no kalcija un fosfatidilserina, un to
veicina diacilglicerini (DAG). Hiperglikémijas apstaklos DAG tiek pastiprinati sintez&ts no
glikozes caur triozes fosfatu, kura pieejamiba ir paliclinata, jo oksidativa stresa dg] tiek
inhibéts glikolizes enzims GAPDH. Aktiveta PKC iesaistas vairakos ar diabétisko
komplikaciju patogenézi saistitos signalparvades celos, kas ir saistiti ar oksidativo stresu

(Pitocco et al., 2010)
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1.3.2. NO' loma diabétisko komplikaciju patogenéeze

1.3.2.1. NO' veidosanas un metabolisms

NO" veidosanas fiziologiskos apstaklos ir nepiecieS$ama daudzu audu normalai

funkcionésanai: NO" nodroSina vazorelaksaciju asinsvados, piedalas gremosSanas trakta
motorikas procesos un glotadas aizsardziba. Nervu sistéma tas piedalas atminas procesos un

signalparnesé. NO' ir svarigs faktors fagocitozes procesa un citas imiinaizsardzibas reakcijas.

NO'’ sintéze notiek ar specifiska fermenta slapekla oksida sintazes (nitric oxide synthase

— NOS) palidzibu (1.2. att.). Ir tris NOS izoformas: eNOS (endoteliala NOS, kas tiek

ekpreséta parsvara endoteliocitos), nNOS (neironala NOS, kas tiek ekspreséta parsvara
neironos), iINOS (inducgjama NOS, kas tick ckspreséta parsvara makrofagos). NO
pussabruksanas periods ir 6-30 sekundes, un tas tick metaboliz&ts par nitritjonu un talak par

nitratjonu (1.3. att.). NO' var izmérit in situ ar amperometriskiem elektrodu sensoriem vai
izmantojot EPR spektroskopiju, fikséjot NO™ ar in vivo radikalu kéraju palidzibu. Izmérot NO’
metabolitu NO;~ un NOjz kop&jo daudzumu, var iegit netieSu informaciju ari par NO

biosintézes efektivitati (Sun et al., 2003). Tomér janem véra, ka NO™ oksidé$ana nav vienigais

nitritu un nitratu avots organisma, jo tos var uzpemt arl ar partiku vai tie var veidoties,

metaboliz€joties medikamentiem.

HN NH, HN ,N—OH O\\ NH,
ﬂ> ? ?
v v p
CH
Cl:Hz 1 NADPH C|:H2 0,5 NADPH R .N=0
?HZ 02 C|:H2 O2 ?HZ
. . r
+.CH +.CH +CH,
HN ~coo-  HN' "COO- HN "COO-
L-arginins Ne-hidroksi-L-arginins L-citrulins  Slapekla oksids

1.2.att. NO' sinteze no arginina NOS ietekmé
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NO + Oy — ONOy + H* — NOs + H*

slapakls olksids nitrdts

ZNO + O — N2;0s4 + HHO — NOy + NOs5
slapekls oksids nitrits

NO + NO;— N20; + HO — 2NO~x
slapekls oksids nitrits

1.3.att. Nitrata un nitrita veidoSanas no slapekla oksida in vivo

Ir dati arT par to, ka NO’ var tikt resintezets arT no sava metabolita nitritjona iS€mijas,
zema pH un hiperglikémijas apstaklos no NOS atkariga vai neatkariga cela (1.4. att.). Sada
gadijuma NO' sint€zi kataliz€ citi hému saturosi proteini — tadi ka ksantina oksidoreduktaze,
mioglobins vai hemoglobins, aldehida oksidaze vai citohroms C (Zweier et al., 2010, Alef et
al., 2011). Sie dati norada uz to, ka NO, /NO3™ var uzskatit arT par NO* depo organisma, un

NO; /NO3™ konversija par NO' izmainas tadu slimibu gadijuma, kuram raksturiga endoteliala

disfunkciju (Alef et al., 2012).

NOS, XOR, Mgh, Hgh
reducesanas

NO;y ~ NO
J pH, i8&mija, hiperglikémija

l.4.att. NO' sintéze no nitrita. NOS — slapekla oksida sintaze, XOR — ksantina

oksidoreduktaze, Mgb — mioglobins, Hgb — hemoglobins.

1.3.2.2. NO’ loma slimibu patogenéze

NO' parprodukcija ir iesaistita vairaku slimibu patogenézé. No akiitiem stavokliem

visvairak ir izpétits septiskais Soks, kura laika NO' izraisa dzivibai bistamo hipotensiju. NO"

ir iesaistits arl daudzu hronisku degenerativu un iekaisuma slimibu patogenézé (sk. 1.5.
tabulu).

NO' parprodukcijas patologiskos efektus parsvara izsauc peroksinitrits. Tas veidojas,

NO' reaggjot ar superoksidu vai ari nitritjonam — ar tdenraza peroksidu. Superoksida
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palielinata veidoSanas, savukart, ir saistita ar mitohondrialo elposanas kompleksu disfunkciju,

vai arT ar ta veidosanos Citosola un ar AGE saistitos procesos (Szabo et al., 2009).
Peroksinitrita hiperprodukcija var biit iesaistita art NOS, kura hiperglikémijas apstaklos

ta sauktas ,,NOS atjiigSanas” (atvienoSanas) rezultata sak sintezét nevis NO', bet superoksidu

un tdenraza peroksidu (1.5. att). Ir dati, ka NOS atvienosana diab&ta apstaklos notiek L-

arginina samazinatas pieejamibas dgl.

1.5.tabula. NO' un NOS iesaistisanas dazados fiziologiskos un patologiskos procesos

NO' efekti Fiziologiski Patologiski
Kardiovaskularie Ar eNOS starpniecibu: Ar iNOS starpniecibu:
un adaptivie vazorelaksacija, septiskais Soks (hipotensija)
mehanismi antitrombotiska iedarbiba,

erekcijas veicinasana,
nieru funkcijas izmainas,
gremoSanas procesu izmainas

Nervu sistéma Ar nNOS starpniecibu: Ar INOS, atvienotas eNOS, XOR
sekundara signalparnese, starpniecibu:
atminas procesi Alcheimera slimiba,

migréna, Parkinsona slimiba

Imiina sistéma Ar iNOS starpniecibu: Ar iINOS, atvienotas eNOS, XOR
fagocitoze starpniecibu:
apoptozes regulacija Cukura diabéts, bronhidla astma, Cilainais
kolits, reimatoidais artrits
kancerogengze
iNOS

NO sintéze no NO2”

Atjigta NOS ———» Oy  + NO —» "ONOO

superoksids slapekla oksids peroksinitrits

H.0: + NO;y——» ONOO + H.O

UdenraZaperoksids  nitrits peroksinitrits

1.5.att. Peroksinitrita veidoSanas reakcijas. NOS — slapekla oksida sintaze, iNOS -

inducéjama slapekla oksida sintaze

1.3.2.3. NO' veidoS$anas cukura diabéta apstaklos

Dati par NO' generésanu diabéta attistibas gaita nav viennozimigi. Péc veikto pétijumu
datiem s$kiet, ka diabéta sakumposma notiek NO™ parprodukcija, ar sekojosSu DNS bojajumu
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un iekaisuma celu aktivaciju, ko parsvara izsauc peroksinitrits. Savukart diab&tiskajam

komplikacijam progres€jot (pieméram, pacientiem ar diab&tiskas nefropatijas izraisitu
hronisku nieru mazspg€ju), tika novérots NO deficits.

Diabétiskas nefropatijas konteksta palielinata NO' koncentracija varétu veicinat
hiperfiltraciju, ko novéro pie agrinas diabgtiskas nefropatijas. Palielinats GFA, savukart,
veicina glomerularo §inu bojajumu, kas veicina diab&tiskas nefropatijas iniciaciju un
progresésanu. NO™ per se, ja ta koncentracija ir paaugstinata, veicina nitrozativo stresu, kas
izraisa bojajumus proteinos un DNS, ka ari veicina $tinu bojaeju (Sun et al., 2003).

Eksperimentala diabéta gadijuma eNOS eksperesija ir paliclinata glomerulu aferentas
arteriolas, bet eferentas arteriolas eNOS daudzums nemainas. Tas noved pie pastiprinatas
asinu iepliides glomerulos, bet neizmainitas izpliides, un tad€jadi palielina glomerulos
spiedienu un filtraciju (Mollsten et al., 2006). NO' pastiprinata produkcija nierés var veicinat
ar1 palielinatu kapilaru caurlaidibu glomerulos, un, tad€jadi, art albuminiiriju.

Diabéta eksperimentalos modelos tika paradits, ka eNOS un iINOS ekspresija nierés
pieaug 1 ned€lu péc diabéta ierosinasanas, un ar to ir saistiti nieru bojajumi (Chiarelli et al.,
2000). Savukart NOS inhibitoru un NO" kéraju ievadiSsana diabgtiskiem dzivniekiem novers

diabéta ierosinato endotelialo disfunkciju (Forbes et al., 2008). Tomér dati par NOS izoformu
aktivitati agrinas diabétiskas nefropatijas gadijuma paliek pretrunigi: tiek zinots art par INOS,
eNOS vai abu $o izoformu iesaisti (Veelken et al., 2000, Stadler et al., 2008).

No otras puses, petijumu rezultati par diabétisko komplikaciju talako attistibu, norada
uz NO’ deficitu. Ir zinojumi par NO' produkcijas samazinasanos un samazinatu NO' stabilo

metabolitu ekskréciju 2. tipa diabéta pacientiem ar diabétisku nefropatiju (Tessari et al.,
2010). Saja darba tika konstatéts, ka 2. tipa diabéta pacientiem ar nieru slimibu insulins

nestimulé NOS aktivitati - pret&ji tam, ka tas notiek veseliem cilvékiem.

Tiek uzskatits, ka hiperglikémija var izraisit NO' sintézes samazinasanos. Par to liecina
pétijumi, kuros paradits, ka hiperglikémija per se inhibé eNOS aktivitati glomerulos (ar
proteinkinazi C asoci€ts mehanisms), ka ari tas, ka paatrinatas glikozé$anas gala produkti
samazina NOS ekspresiju (apkopojis Tessari et al., 2010). Samazinatai NO' sintézei
progreséjosa diabéta gadijuma iesp&jami vairaki iemesli, un tie ir saistiti ar endotelialo
disfunkciju.

Pirmkart, eksperimentali ir pieradits, ka diabéta apstaklos samazinas NOS kofaktoru un

substrata biopieejamiba, tadgjadi NO' vieta NOS razo ‘0% Tapat ir novérots, ka eNOS
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aktivitate Ir nomakta oksidativa stresa apstaklos. eNOS ekspresiju ietekmé arT vairaki
signalparneses celi un taja iesaistitie savienojumi, kuru biosintéze aktiv&jas hiperglikémijas
apstaklos, pieméram, kaveolins-1 (Sharma et al., 2011).

eNOS saistiba ar samazinato NO' sintézi endotelialas $tinas progres¢jusa diab&ta
gadijuma tika apstiprinata ka kliniskajos, ta arT eksperimentalajos pétijjumos. V&l vairak, tika
novérota armT dazu eNOS g€na polimorfismu (ipasi eNOS Glu298Asp) loma diabétiskas
nefropatijas patogenézeé (Noiri et al., 2002, Chiarelli et al., 2000).

Ir dati par to, ka NO' un dazadi ar to saistitie brivie radikali un oksidanti sp&lé svarigu
lomu aizkunga dziedzera B-$inu bojaeja. Ta, pieméram, iNOS ir pastiprinati ekspreséts
diabétisko NOD pelu aizkupga dziedzeros, bet iINOS knockout peles ir rezistentas pret
streptozotocina pro-diabétisko iedarbibu. Paradits, ka NOS inhibitoriem piemit sp&ja noverst
diabgta attistibu streptozotocina, NOD un BB 1. tipa cukura diab&ta modelos.

INOS hiperekspresija aizkunga dziedzeru salinas varStu biit saistita ar iekaisuma

citokinu iedarbibu, tadu ka IL-1f, TNF-o un INF-y (Szabo et al., 2009). Insulina sekrécijas
trauc€jumi B-Stnas ir saistiti ar NOS hiperekspresiju un sekojosu NO', peroksinitrita un citu

brivo radikalu parprodukciju, DNS bojajumu un sekojosu PARP aktivaciju. PARP
hiperaktivitate, savukart, izsmel] Stinas ATP un NAD krajumus, kam seko $iinas apoptoze vai
nekroze. Lidzigi efekti tiek novéroti ar in vitro pétijjumos ar cilvéka un zurku Langerhansa

salinam (Pacher et al., 2007).

1.3.2.4. NO’, peroksinitrits un nitrozativais stress diabétisko komplikaciju attistiba

Vairaku pétfjumu rezultati norada uz endogéna peroksinitrita lomu diabétisko
kardiovaskularo komplikaciju patogenézé cilvékiem un dzivniekiem. Paaugstinata
nitrotirozina koncentracija tika konstatéta  diab&ta pacientu plazma un trombocitos.
Endotelialo stnu kulttiras hiperglikémija izraisija pastiprinatu, ar peroksinitritu saistitu, $tinu
apoptozi. Savukart, NOS inhibicija un brivo radikalu saistiSana lauj novérst patologiskas
izmainas kardiomiocitos, kuri tiek kultivéti augstas glikozes koncentracijas apstaklos. Tika
novérota ari nitrotirozina koncentracijas pieauguma audos saistiba ar $inu bojajuma pakapi
un navi.

Peroksinitrits izraisa DNS parravumus ar tiem sekojoSu enzima PARP (poli-ADP-
ribozes polimerazes) aktivaciju. PARP piesaistas pie DNS k&zu parravumu vietas un parnes
ribozi no koenzima NADH uz dazadiem kodola proteiniem (DNS polimerazi, histoniem u.c).
PARP hiperaktivitate izsme] Sinas NADH krajumus, ietekmé&jot Stinas metaboliskos resursus,

un tas var izsaukt Stinas boja eju. PARP ir iesaistits ar1 citos mehanismos, kuri veicina NFxB,
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poliola cela un aldozes reduktazes aktivaciju, izraisot pastiprinatu oksidativo stresu (Pacher et

al., 2007, Szabo et al., 2009, Pitocco et al., 2010).

1.4. Glikozes transports un glikozes transportetaji cukura diabéta attistibas gaita

Glikoze nevar ieklut Suna difuzijas cela. Glikozes transportu cauri §tnas
citoplazmatiskajai membranai nodrosina divu klasu glikozes transportproteini: atvieglota
transporta proteini (GLUT) un Na+/glikozes Kkotransportieri (sodium-glucose linked
transporter, SGLT). Glikozes transportieri spélé svarigu lomu normala glikozes limena
uzturéSana, nodro§inot glikozes uznemsanu §tnas, ka ar atbrivojot glikozi no aknam tad, kad
glikozes Iimenis asinis pazeminas. Sie transporta proteini ir atbildigi ari par glikozes

absorbciju no zarnam un reabsorbciju nieré€s.

1.4.1. Na'/glikozes kotransportieri

SGLTL nodro$ina glikozes absorbciju zarnas un reabsorbciju nierés un siekalu
dziedzeros. Kopa ar glikozi tiek transportéti ari natrija joni un tdens. Tapéc SGLT1 ir svarigs
tidens uzsiikSana.

SGLTI ir ekspres€ts parsvara zarnu epitélija lumena virsma, bet tas tika atrasts ari
nierés, aizauss un zemzokla siekalu dziedzeros, ka art sirdi. SGLTI1 ir raksturiga augsta
afinitate pret glikozi, bet zema glikozes transporta kapacitate, un to inhib€ florizins. Glikozes
absorbcija zarnas notiek parsvara divpadsmit pirkstu un likumainaja zarna. Caur SGLT1
glikoze ieklust enterocitos. No enterocita asinis glikozi transporte GLUTL.

SGLT?2 tiek ekspreséts parsvara nieru proksimalajos tubulos, kur tas nodros$ina glikozes
reabsorbciju no glomerulu filtrata. SGLT2 ir atrasts ar piena dziedzeros, aknas, plausas,
zarnas, skeleta muskulos un liesa. Nierés vairak neka 90% atfiltrétas glikozes tiek
reabsorbétas ar SGLT2 palidzibu. Nieru kanaliSu bazolateralaja membrana GLUT2 nodrosina
glikozes nonakSanu asinsrite.

SGLT un diabéts. Literatiira ir dati par to, ka SGLT1 ekspresija diab&ta pacientiem
divpazdsmit pirkstu zarnas limena virsma ir palielinata. SGLT2 un GLUT2 palielinatu
ekspresiju nierés noveéroja zurkam ar spontanu un kimiski inducétu diab&tu, un $1 palielinata
ekspresija ir ta mehanisma sastavdala, kur§ lauj samazinat glikozes zudumus. Nekontroléta
diabéta gadfjuma proksimalaja kanalina ir paaugstinata glikozes koncentracija, kura veicina
glomerulosklerozi un nefropatiju.

SGLT ekspresija siekalu dziedzeros diabéta apstaklos varetu biit iesaistita tadu diabéta

slimniekiem raksturigu mutes dobuma patologiju attistiba ka kserostomija, periodonta
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slimibas, kariesa palielinata izplatiba, zobu izkriSana un mutes kandidoze, kuri ir saistiti ar

sickalu samazinatu sekréciju (Bell et al., 2010).

1.4.2. GLUT un to ekspresijas izmainas, diabétam attistoties

GLUT transportieri nodroSina glikozes transportu S$tnas dazados audos. GLUT
parsvara ir =500 aminoskabju proteini ar 12 transmembranam alfa cilpam un vienu N-gala
saistitu oligosaharidu. Misdienas ir aprakstiti jau 14 GLUT tipa proteini (Thorens et al.,
2010).

GLUT1. GLUT1 ekspresse vairakums S$tnu: asins S$tnas, kardiomiociti,
hematoencefaliskas barjeras endotélijs, adipociti, astrociti un citas Stinas. GLUTI1 galvena
funkcija ir nodrosinat glikozes pieejamibu CNS §iinas.

Embriogengzes gaita progesterona ietekmé endometrija ir vérojama augsta GLUT1
ekspresija, tadéjadi veicinot embrija implantaciju. Embrijam augsta GLUT1 ekspresija
novérojama visos audos. P&c piedzimSanas visaugstakais GLUT1 Ilimenis saglabajas
smadzenés. 20-40% GLUT1 atrodas Stunas citoplazmatiskaja membrana, paréja dala —
endoplazmatiskaja tikla, Goldzi aparata un endosomas GLUT!1 paradisanos nodroSina ta
migracija uz §im organelam, kas ir atkariga no AMPK (Mueckler et al., 2013).

Kliniskaja medicina ir aprakstits GLUT1 nepictickamibas sindroms jeb De Vivo
slimiba. To izraisa ir autosomali dominanta mutacija GLUTI1 géna, kuras d€] defektivais
GLUTTI proteins nesp&j nodrosinat glikozes transportu smadzenés. Kops tas atklasanas 1991.
gada, ir konstatéti apméram 100 §is slimibas gadijumi. Kliniski slimibu raksturo krampju
Ickmes sakot no pirmajiem dzives méneSiem, samazinata smadzenu augSana, mikrocefalija,
gariga atpaliciba, spasticitate, ataksija, dizartrija, letargija, neapzinatas acu kustibas. De Vivo
slimibu diagnosticé, nosakot pazeminato glikozes un laktata Iimeni cerebrospinalaja
Skidruma, ka arl samazinatu glikozes uznemsSanu eritrocitos. ArstéSana tiek izmantota
ketogéna dicta, lai nodro$inatu nervu audus ar ketonvielam ka alternativo energijas avotu
(Carruthers et al., 2009).

Paaugstinata GLUT1 ekspresija ir aprakstita audz&jos. Tapéc GLUT1 ekspresijas
inhibicija tiek apspriesta ka viena no pretvéza terapijas iespéjam. Pie cukura diabéta GLUTI
ekspresija ka atbilde uz hiperglikémiju palielinas insulinneatkarigajos audos: tikleng€, nierés,
nervos un citos organos. Ir dati par to, ka oksidativais stress pie cukura diabéta pastiprina
GLUT1 ekspresiju (Carruthers et al., 2009). Tiesi GLUT1 pastiprinata ekspresija tiek saistita
ar glikotoksicitates fenomenu, jo ta veicina intracelularo hiperglikémiju ar tai sekojoSiem

metaboliem traucéjumiem. Tadejadi GLUT1 ekspresijas terapeitiska samazinasana atseviskos
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audos tiek uzskatita par daudzsolosu pieeju diab&tisko komplikaciju arstésana (Forbes et al.,
2008).

GLUTL1 ekspresijas izmainas dazados organos pie cukura diab&ta ir aprakstitas, un
publicéto pétljumu dati nav viennozimigi. Pieméram, GLUT1 ekspresijas pieaugumam
skeleta muskulos hipoinsulinémijas apstaklos varétu but labveligs efekts, jo tas palielinatu
glikozes uzpemsanu Sajos audos (Bouché et al., 2010). Patiesam, dazi autori pie diab&ta ir
novérojusi GLUT1 ekspresijas samazinasanos skeleta muskulos (Ciaraldi et al., 2005; Napoli
et al., 1995) un tas picaugumu hipoglikemiz&joSo vielu ievadiSanas rezultata, ko skaidro ar
hipoglikémijas nomacoso ietekmi uz GLUT1 veidoSanos (Ybarra et al., 1997, Tsiani et al.,
1995, Hundal et , 1992). Savukart, dazu autoru rezultati ir pret&ji, un tie liecina par GLUT1
ekspresijas  samazinaSanos hiperglikémijas ietekmé un tds normalizaciju péc
hipoglikemizgjoso vielu ievadisanas (Dimitrakoudis et al., 1992; Klip et al., 1994; Napoli et
al., 1996).

GLUTL ir ipasi pétits diabétiskas nefropatijas konteksta. GLUT1 ir augsti ekspreséts
nieru glomerulos, un ta ekspresija nieru audos hiperglikémijas apstaklos pieaug, veicinot
glikozes utilizaciju. Heilig ar lidzautoriem novéroja, ka GLUTI1 ekspresija palielinas
mezangija Stnu kulttira kopa ar ekstracelulara maktriksa proteinu ekspresijas pieaugumu,
zinama méra atgadinot ,,8Gnas diabétisko fenotipu” (Heilig et al., 1995). Inhibgjot GLUT1
mezangija $tnas in vitro, tika paradits, ka ta var samazinat glikozes uznems$anu un ar to
saistita ekstracelulara matriksa parmeérigu veidoSanos.

In vivo GLUTL1 antisensi-transgénas db/db pelés nenovéro diabétiskas nefropatijas
attistibu, ta¢u nediabétiskiem dzivniekiem ar GLUT-1 hiperekpresiju, glomerulos biezak
attistas glomeruloskleroze un albumindrija (Brosius et al.,, 2009). GLUT1 ekspresiju
glomerulu kapilaros veicina tadas molekulas, ka Angll un TGF-B-1. Ar1 fizikalie faktori
ietekmé GLUT1 ekspresiju glomerulos. Ir zinams, ka diab&tiskas nefropatijas gaita
hiperglikémijas ietekmé palielinas spiediens glomerulu kapilaros. So stavokli dévé par
glomerularo hipertensiju, un ta izraisiSana zinama nozime ir ari NO' parprodukcijai. Tas
izraisa glomerulu mehanisku stiepSanu. Eksperimentali tika apstiprinats, ka mehaniska
stiepSana veicina GLUT1 ekspresiju glomerulos in vitro (apkopojis Gnudi et al., 2007).
GLUT1 ekspresijas veicino$ie mehanismi ir paraditi 1.6.attela.

GLUT]1 tika pétits arT genétiska aspekta, jo dazi GLUTI polimorfismi tika saistiti ar
lielaku diabeétiskas nefropatijas risku. 2012. gada veiktajad metaanaliz€ tika ieklauti devini
kontroléti randomizéti pétijumi par GLUT1 polimorfismu asociaciju ar diabétisko nefropatiju.
Nozimigas mutaciju asociacijas ar palielinatu diabgtiskas nefropatijas risku tika konstatétas

visos genétiskajos modelos Xbal SNP (rs841853). Subgrupu analizé baltas rases populacijas
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1. tipa un 2. tipa cukura diab&ta pacientiem ar diab&tisko nefropatiju atklajas pozitivi rezultati
ari ar Enh2-1 SNP (rs841847), Enh2-2 SNP (rs841848) un Haelll SNP (rs1385129). Tomer
netika atrasta asociacija starp Xbal vai Enh2-2 SNP un diabgtiskas nefropatijas progresésanu
(Cuietal., 2012).

I I Mehaniska stiepsana ‘ [ 4~ Angiotenzins-2
| | |

| 4 GLUTL \

l

/" glikozes uznemsana stna |

|

[} ROS, 1" AGE,  p38-MAPK,  heksozaminu cefs, 1 poliolu cels |

TGF-B1

‘ 1 ekstracelulara matriksa veidodanas = nieru bojajums ‘

1.6.att. GLUT1 pastiprinatas ekspresijas iemesli un tas sekas diabétiskas nefropatijas patogencze

Sirdi GLUT1 ekspresija pie cukura diab€ta tika péetita saistiba ar diab€tiskas
kardiomiopatijas patogenézi. Saja joma literatiira ir atrodami pretrunigi uzskati un rezultati.
Dala zinatnieku doma, ka GLUT1 ekspresijas palielinajums miokarda varétu but potenciali
labveligs, 1pasi hipertensijas izraisitas sirds hipertrofijas konteksta.

Eksperimentos ar transgénam pelém ar GLUT1 hiperekspresiju tika paradits, ka
slaiciga GLUT1 hiperekspresija aizkavé patologisku miokarda remodelésanos, bet veicina
hipertrofiju, un tadéjadi nevar tikt uzskatita par parliecinosi labvéligu (Pereira et al., 2013).
Citi zinatnieki uzskata, ka hroniska pastiprinata glikozes uznems$ana miokarda izraisa
oksidativo stresu, kas samazina miokarda metabolo fleksibilitati un veicina kontraktilo
disfunkciju (Yan et al., 2009).

Tapat salidzino8i maz pétita ir GLUT1 ekspresijas izmainas pie cukura diab&ta aknas.
Ybarra un lidzautori novéroja GLUT1 ekspresijas pieaugumu hepatocitos 17 dienas péc
streptozotocina injekcijas (Ybarra et al.,1997). Salidzinot ar kontroles dzivniekiem, tika
novérota ari GLUT1 ekspresijas samazinasanas aknas Goto-Kakizaki Zzurkam un
streptozotocina izraisita eksperimentala diabéta zurkam (Jurysta et al., 2013).

GLUTT1 ekspresijas regulacija tiek pétita arT saistiba ar diabétisko retinopatiju. GLUT1
ir vienigais glikozes transportieris tikleng, tadéjadi pie hiperglikémijas tas transporte tiklenes
Stinas daudz vairak glikozes, un tas ir diabétiskas retinopatijas galvenais iemesls. GLUT]I
nomaksSana, intraokulari injicgjot siRNS (,,apklusinosas” RNS molekulas), lava samazinat
glikozes koncetraciju tiklené diabétiskam pelém. Tapat GLUT1 saistoSo vielu forskolina un

genisteina, kuri inhibé glikozes transportu, ievadiSana diabétiskam pelém, samazinaja
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glikozes koncentraciju tiklené lidz kontroles Iimenim. GLUT1 inhibitori samazinaja ari
glikozes un glikoziléta hemoglobina Iimeni eritrocitos, un to var izmantot ka biomarkieri §im
efektam. GLUT1 inhibicija lava nov@rst arT superoksida radikalu un citu diabgtiskas
retinopatijas markieru paradianos tiklenes audos (Lu et al., 2013). Sie rezultati ir loti
nozimigi, jo ir zinams, ka diab&tisko mikrovaskularo komplikaciju patogenézgé ir daudz
kopiga, un tie norada uz GLUT1 lomu ari diab&tiskas nefropatijas un neiropatijas patogencze
(Heilig et al., 2013).

GLUT?2 ir augsti ekspreséts aizkunga dziedzera salinu [-Stnas, ka ari aknu, nieru
kanalinu un tievo zarnu epit€lija bazolateralaja membrana. GLUT2 funkcijas ietver sevi
glikozes stimuléto insulina sekréciju, glikozes uzsikSanos zarnas, glikozes reabsorbciju
niers, glikozes uznemSanu aknas. Ir dati, ka augstas glikozes koncentacijas gadijuma nieru
kanalinu vai zarnu lumena, GLUT?2 var tikt ekspreséts ari epitélija apikalaja virsma.

GLUT2 ir noteico$a loma glikozes-stimulétas insulina sekrécijas procesa. GLUT2
ekspresija ir konstatéta ar periférajos audos un smadzengs, kur ta iedarbibu saista ar glikozes
,sajusanu” (sensing), kurai varétu but zinama ietekme pie partikas izvéles mehanismiem
cilvekiem, pasi karé péc saldumiem (Thorens et al., 2010).

GLUT2 varétu bat iesaistits nealkoholiska steatohepatita patogenézé (Regnel et al.,
2011), glikozes metabolisma trauc&jumos, kas ir saistiti ar B-Sanu disfunkciju un aknu
metabolisma traucéjumiem pie 2. tipa cukura diab&ta (Im et al., 2006). 1949. gada tika
aprakstits GLUT2 nepietickamibas jeb Fankoni-Bickel sindroms. To izraisa autosomali
recesiva mutacija GLUT2 géna. Pacientiem novero augSanas trauc€jumus, slapes,
aizcietéjumus, osteopéniju, mazu augumu, hepatomegaliju, tubularo nefropatiju ar glikozuriju,
fosfatiiriju, proteiniriju, hipofosfatémiju, hiperurikémiju. Sadiem pacientiem novéro arf aknu
infiltraciju ar glikogénu un taukiem. Kliniski pirms €Sanas novéro ketozi, hipoglikémiju, péc
¢Sanas - hiperglikémiju (Pascual et al., 2004).

GLUT4 ir visvairak pétitais glikozes transportieris. GLUT4 ir insulinatkarigais glikozes
transportieris, kur$ tiek ekspreséts atbildot uz insulina stimulaciju skeleta muskulos, sirdi un
taukaudos (Mueckler et al., 2013). GLUT4 ekspresijas izmainas tika plasi pétitas saistiba ar
insulina rezistenci, aptaukoSanos un 2. tipa cukura diab&ta patogengzi.

GLUT4 ekspresija skeleta muskulos un taukos ir nomakta 2. tipa cukura diab&ta
pacientiem, pie hipotireozes, treknas partikas lietoSanas gadijuma, pie aptaukoSanas, ka ar1
hroniska iekaisuma gadijumos (Thorens et al., 2010). Ir dati, ka GLUT4 hipoekspresija ir
saistita ar oksidativa stresa procesiem, Kkuri notiek ar AMP-aktivétas proteinkinazes

starpniecibu (Katz, 2007). Dazu aprit€é esoSu un potencialo antidiab&tisko medikamentu
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darbibas mehanismi tiek saistiti ar GLUT4 ekspresijas veicinaSanu insulinatkarigajos audos,
tadgjadi uzlabojot insulina sensitivitati (Giannarelli et al., 2003).

GLUTS ir vienigais GLUT transportieris ar augstu afinitati tiesi pret fruktozi. Tas tiek
galvenokart ekspreséts glotadas virsma tievajas zarnas, bet ir dati par ta veidosanos arT Citos
organos. Pedgja laika GLUTS tiek pétits saistiba ar insulina rezistenci, jo tika noverots, ka
augsts fruktozes patérin$ dzivniekiem un cilvékiem veicina insulina rezistences attistibu
(Thorens et al., 2010).

GLUT9 funkcijas ir uratu reabsorbcija un degradacijas procesi aknas. Tas tiek
ekspreséts aknas, nier€s, zarnas, hondrocitos. GLUT9 genétiskie varianti tiek saistiti ar
hiperurikémiju, podagru, nefropatiju, un tas tiek pétits saistiba ar insulina rezistenci (Thorens
et al., 2010).

Glikozes transportétaji GLUT3, GLUT6, GLUT7, GLUTS, GLUT10, GLUTI11,
GLUTI12, GLUTI13, GLUTI4 ir mazak pétiti, un tiem nav parliecino$i pieraditas lomas

diab&ta patogenéze.

1.5. Izmantojamas un nakotnes pieejas cukura diabéta komplikaciju novérsana un
arsteSana

Jaunu vielu mekl€jumi diab&tisko komplikaciju arsté€Sanai ir aktuals jautajums
miisdienas, jo tikai par daziem no izmantojamiem medikamentiem diab&ta un kardiovaskularo

slimibu arstéSana ir dati par to labvé&ligu ietekmi diab&tisko komplikaciju gadijuma.

1.5.1. Glikémijas kontrole, insulins un oralie antidiabetiskie Iidzekli

Pédéjo gadu lielos kliniskajos p&tijumos ir pieradits, ka neadekvata glikémijas kontrole
ir saistita ar palielinatu diabétisko komplikaciju risku (Forbes et al., 2013). Ir konstatéta
saistiba starp HbA1c% un diabétisko komplikaciju risku: 1. tipa diab&ta pacientiem,
samazinoties HbAlc par 2%, diabétiskas nefropatijas risks samazinas par 56% (DCCT/EDIC
izpetes grupa, 2011). Savukart 2. tipa diab&ta pacientiem, samazinoties HbAcl par 0,9%,
nefropatijas risks samazinas par 33% (Hermans et al., 2009). Secinats, ka, arst&jot diab&tu,
HbAlc mérka vértiba ir 7% (DCCT/EDIC Izpétes grupa, 2011).

Insulins. Dzivnieku modelos péc aizkunga dziedzera salipu transplantacijas
aizsardzibas limenis pret komplikaciju attistibu ir augstaks, neka ievadot eksogéno insulinu.
Tadgjadi jasecina, ka faktori, kuri saistiti ar insulina sekréciju, ir nozimigi diab&tisko

komplikaciju novérsanai (Bloch-Damti et al., 2005). Viens no Siem faktoriem var&tu but C-
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peptids, kas ir proinsulina molekulas dala, kas tiek atSkelta insulina sekr&cijas gaita (Forbes et
al., 2013).

Oralie antidiabétiskie IIdzekli. Dazi no 2. tipa diab&ta arst€Sana izmantojamiem
antidiabetiskiem lidzekliem uzradija aizsargajoso efektu ari pret diabétisko komplikaciju
attistibu. Tiazolodindioniem tika aprastita fibrozes attistibu aizkavéjosa iedarbiba, kurai
varétu but zinama nozime diab&tiskas nefropatijas arstésana.

Dati par metformina ietekmi uz diab&tisko komplikaciju attistibu ir pretrunigi. Daziem
pacientiem metformins izraisa diab&tiskas neiropatijas gaitas pasliktinasanas, iesp&jams,
veicinot B12 vitamina deficitu. No otras puses, ka tika paradits UKPDS pétfjuma, metformina
lictoSana samazina makrovaskularo komplikaciju - aterosklerozes, aterotrombozes un
miokarda infarkta risku. Tapat ir dati par metformina pozitivo efektu uz diabétisko nefropatiju
cilvekiem un dzivniekiem, un tie tiek saistiti ar metformina sp&ju samazinat dislipidémiju un
ickaisuma procesus, oksidativo un karbonil-stresu (karbonil-grupu izraisitu proteinu
modificésanu), ka arT atjaunot endotélija funkcijas asinsvados. Ari daziem DPP-4 inhibitoriem
kliniskos pétijjumos papildus glikozes pazemino$am ipasSibam tika aprakstita albuminiriju

samazinoSa ietekme, tomér to iedarbibas izp&te vél turpinas (Forbes et al., 2013).

1.5.2. Arteriala spiediena kontrole un renina-angiotenzina-aldosterona sistémas
(RAAS) inhibicija

Vairaku pétijumu dati norada uz to, ka asinsspiediena kontrole palénina diab&tiskas
nefropatijas progresiju (Parving et al, 1987). Vairakas valstis RAAS inhibicija tiek
rekomendéta ka diabétiskas nefropatijas terapijas sastavdala. Sim mérkim var izmantot
angiotenzinu konvertgjosa enzima inhibitorus (AKEI) vai angiotenzina receptoru blokatorus
(ARB). Péc dazu pétnieku uzskatiem v€lams izmantot ari aliskerénu (renina inhibitors) un
spironolaktonu (aldosterona antagonists). ST pieeja tick mérkéta uz sistémas arteriala
spiediena un intraglomerularas hipertensijas pazeminasanu, tadgjadi paléninot fibrotisko
parmainu attistibu nierés (Mauer et al., 2009; Ruggenenti et al., 2004, Forbes et al., 2013).

Citi antihipertensivie medikamenti. Ka perspektiva pieeja tiek pétita simpatiskas
nervu sist€émas inhibicija, blok&jot B-adrenoreceptorus vai veicot nieru denervaciju. Kalcija
kanalu antagonisti monoterapija nepieradija izteiktu efektivitati diab&tisko komplikaciju

arstésana diabéta pacientiem (Forbes et al., 2013).
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1.5.3. Lipidu limena kontrole, statini un fenofibrats

Pie cukura diabéta v@rojama dislipidémija ir saistita ar palielinatu mikro- un
makrovaskularo komplikaciju attistibu, jo ta ir saistita ar endotelialo disfunkciju (Forbes et
al., 2013).

Statini. Statmi ir 3-hidroksi-3-metilglutaril-CoA reduktazes (HMG-CoA) inhibitori, un
tie inhibe holesterina sintézi, bet to pretickaisuma iedarbiba vargtu biit saistita ar izoprenoidu
produkcijas samazinasanu (Forbes et al, 2008). Statini tiek rekomendéti diabétiskas
nefropatijas profilaksei un arstéSanai.

Fenofibrats. Fenofibrats ir PPARa agonists. Fenofibrata lietoSana tika saistita ar
mazaku apaks$¢jo ekstremitaSu amputacijas biezumu, ka arT pozitiviem efektiem pie

diabétiskas neiropatijas, nefropatijas un retinopatijas (Forbes et al., 2013).

1.5.4. Jaunas diabétisko komplikaciju terapijas pieejas, kas vérstas uz oksidativa stresa
samazinasanu un glikozes tranportetaju ekspresijas normalizeSanu

1.5.4.1. Jaunas arsteSanas pieejas, kuras verstas uz oksidativa stresa mazinasanu

Misdienas diabétisko komplikaciju un jaunu terapijas veidu izpete notiek loti aktivi.
Nemot véra to, ka liela méra diabéta komplikaciju attistiba ir saistita ar oksidativo stresu, ir
veikti petijumi par dazadu labi zinamu antioksidantu, ieskaitot alfa-tokoferolu, lietoSanu
diabéta pacientiem. Tomér to rezultati nav iepriecinosi, jo tikai a-liponskabei pie diabétiskas
polineiropatijas bija ietekme uz sapju samazinasanu un muskulu vajumu.

Tapéc tagad notieck mérktieciga antioksidantu terapijas izp&te tie$i nierés — méginot
blokét konkrétus ROS avotus meérkorganos, novérSot mitohondrialos bojajumus, blok&jot
NADPH oksidazi, ksantina oksidazi u.t.t. Pagaidam lielaka dala no Siem pé&tijjumiem ir tikai
eksperimentala Iimeni.

Tika istenoti méginajumi inhibét AGE veidoSanos eksperimentaliem dzivniekiem un
cilvékiem, un §im mérkim tika pielietots aminoguanidins, kurs ar1 blok& NO sintazi. Diemzel
kliniskajos pétjjumos, aminoguanidinam saistoties ar AGE starpproduktiem, daziem
pacientiem veidojas  agrak nezinami iminie kompleksi, kuri, nogulsngjoties nieré€s,
pasliktinaja to funkciju. Tadgjadi, kaut AGE samazinasana joprojam Skiet daudzsolosa pieeja

diabétisko komplikaciju terapijai, ir nepiecieSams biit piesardzigiem 1 principa izmanto$ana.
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AGE uzkrasanos audos iesp&jams modificét, izmainot glioksilazes-1 aktivitati, jo Sis
enzims ir atbildigs par AGE prieksteca metilglioksala konversiju un samazina AGEs
uzkrasanos audos, kam ir labvéliga ietekme uz audu strukttiru un funkciju pie neiropatijas un
retinopatijas. ST alternativa pieeja tiek aktivi izvértéta. Eksperimentos ar dzivniekiem tiek
pétitas art skistoSu RAGE vai RAGE-neitraliz€josu antivielu ievadiSana noluka aizkavét
diabétiskas komplikacijas (Forbes et al., 2013).

Daudzsolosa pieeja diabétiskas nefropatijas un retinopatijas arstéSana skiet arT
proteinkinazes C izoformu inhibicija. Viena no p&tamam vielam ir ruboksistaurins jeb
LY333531, kurs inhibé proteinkinazes C -1 un B-1I izoformas, bet §is potencialas zalu vielas

kliniskas efektivitates pétijumi vél turpinas (Giacco et al., 2010).
Saistiba ar to, ka pie diab&tiskas nefropatijas novéro patologisku NO" metabolismu, tiek

izstradati terapijas veidi, kas lautu piegadat NO™ donorus vai NOS substratus tiesi asinsvada
bojajuma vieta (piemeéram, glomerulos, progresejosas diab&tiskas nefropatijas gadijuma) (Alef
et al.,, 2012). Un gluzi otradi, tieck postuléts, ka lokalizéta NOS inhibitoru vai ksantina
oksidazes inhibitoru iedarbiba var€tu biit aizsargajosa diabétiskas nefropatijas sakumposma
glomerularas hiperfiltracijas fazé (Yamagishi et al., 2011). NOS atjligSanas samazinasanai
eksperimentos tika pielietos L-arginins, un tas lava samazinat miokarda fibrozi db/db pelem.

Asimetriskais dimetilarginins (ADMA) ir daba sastopama aminoskabe, kas ir NO’
biosintézes dabigais inhibitors. Ir dati, ka 1. un 2. tipa diabéta pacientiem ADMA
koncentracija asinis ir palielinata, un ta korel€¢ ar lielaku kardiovaskularo slimibu risku.

ADMA koncentraciju ietekmé ari ZBL holesterina koncentracija, un tiek postuléts, ka augsts

ZBL holesterins veicina kardiovaskularas patologijas diabéta vélinajos posmos, ADMA
biosintézes aktivacijas rezultata samazinoties NO' koncentracijai. ADMA metabolizé

dimetilarginina  dimetilaminohidrolaze (DDAH). DDAH aktivitati savukart regulé
homocisteins. Tomér kliniskajos pétijumos, Kkuros, nolika samazinat homocisteina
koncentraciju, pacientiem ordingja B grupas vitaminus, novéroja paatrinatu nieru funkcijas
izsikSanu, ka ar7 asinsvadu slimibu riska palielinaSanos pacientiem ar nefropatiju. Tapat ari

folskabes lietosana nemazinaja kardiovaskularo notikumu risku (Forbes et al., 2013).
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1.5.4.2. Glikozes transportétaju ekspresijas modificéSana

Daziem no orali lietojamiem pretdiabéta lidzekliem tika konstatéta ietekme uz glikozes
transportétajiem (sk. sadalu ,,Diskusija”), un Siem efektiem var&tu but nozime gan glikozes
koncentracijas reguléSana, gan ar1 diabétisko komplikaciju profilakse.

GLUT!1 ekspresijas samazinaSana pie diab&tiskas nefropatijas un retinopatijas tiek
pétita, izmantojot siRNS vai GLUT1 saistosas vielas (Sk. sadalu ,,Glikozes transports un
glikozes transportétaji cukura diabéta attistibas gaita”) (Lu et al., 2013). Savukart GLUT4
ekspresijas modifikacija varétu bat svariga diabétisko kardiomiopatiju gadijuma (Forbes et
al., 2013). Tomér pagaidam visi Sie p&tijumi ir eksperimentalu izméginajumu stadija.

Latvijas Organiskas sintézes institiita raditajam kardioprotektivajam preparatam
mildronatam (3-(2,2,2-trimetilhidrazinija)propionata dihidratam), sk. 1.7.att., vairakos
eksperimentalos pétijumos ir konstatéta spéja uzlabot glikozes metabolismu 2. tipa cukura
diabéta un insulina rezistences modelos (Liepinsh et al., 2009, Liepinsh et al., 2011). Ir
paradita arT §1 savienojuma labvéliga ietekme eksperimentalas diabétiskas neiropatijas
gadfjuma (Liepinsh et al., 2009, Sokolovska et al., 2011), ka ari pie citam diab&ta
komplikacijam cilvékiem nelielos kliniskos p&tijumos (Statsenko et al., 2010; Botabekova et
al., 2004). Tomér mildronata efekti uz glikozes metabolismu ir nepictickami pé&titi diabéta

modelos ar izteiktu insulina deficitu, ka ar1 nav datu par ta ietekmi uz diab&tiskas nefropatijas

patogenézi.
OH
L
?H3 __CHz CH;— C
CH;—N—N 0
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CH,

1.6.att. Mildronata struktiiras formula

Daziem no Latvijas Organiskas sintézes institiita sintezétiem 1,4-dihidropiridiniem (sk.
1.8. att.) ieprieks veiktajos pétijumos ir konstatéta glikozes Iimeni pazeminos$a aktivitate, ka
arT antioksidativas un DNS reparaciju veicinosas ipasibas (Briede et al., 2007; Ryabokon et
al., 2008; Pupure et al., 2008b), kas varétu bt labvéligas, arstéjot vai novérsot diabétisko
komplikaciju, 1pasi nefropatijas, attistibu.
Kopuma, ir nepiecieSams iegit vairak datu par glikozes transportieru un NO' iesaisti

diabétisko komplikaciju patogenézé, ka ari detalizétak izpétit potencialo antidiab&tisko
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savienojumu - mildronata un 1,4-dihidropiridinu - ietekmi uz glikozes transportieru

ekspresiju un NO’ produkciju diabétisko komplikaciju patogenézes gaita.

1.7.att. Cerebrokrasta (A), fenoftorona (B), etaftorona (C) un AV-153 (D) struktiiras
formulas.
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2. MATERIALI UN METODES

Lielaka dala $1 promocijas darba tika izstradata eksperimentos ar zurkam, kuram tika
ierosinats eksperimentalais cukura diabéts. Nelielu dalu darba veido rezultati par NO’

metabolisma izmainam cilvékiem ar 2. tipa cukura diabgtu.

2.1. Laboratorijas dzivnieki

Darba ietvaros cukura diabéta modela veidoSanai tika izmantotas Wistar zurkas no
Rigas Stradina Universitates Eksperimentalo dzivnieku laboratorijas (Riga, Latvija). Visas
eksperimentalas procediiras tika veiktas saskana ar Eiropas Savieniba direktivas 2010/63/EU
vadlinijam un MK 2001. gada 23. oktobra noteikumiem Nr. 450 ,Eksperimentos un
zinatniskos nolikos izmantojamo dzivnieku tur€Sanas, izmantoSanas, tirdzniecibas un
nogalinasanas kartiba”, un tas tika apstiprinatas Partikas un veterinara dienesta Dzivnieku
aizsardzibas &tikas padomé (Riga, Latvija) (pielikums 9.1). Darba tika izmantoti balto Wistar
zurku teévini ar svaru 200-220 g.Eksperimentu laika dzivniekus izvietoja Organiskas sintézes
institiita Bioktmijas grupas dzivnieku vivarija telpas (2008.-2010. gada: Lielvardes iela 68,
korpuss 4; 2010.-2013. gada: Kronvalda bulvari 4). Péc dzivnieku piegades eksperimentu
veikSanas vieta tika ievérots 7 dienu adaptacijas periods, dzivnieki tika turéti laboratorijas
dzivnieku biros 22 + 0.5 "C temperatiira ar 12 stundu gaismas/tumsas ciklu.

Pirms eksperimentiem un to laikd dzivniekus baroja ar standarta laboratorijas baribu
(Tukuma Straume, Latvija) ad libitum ar brivu piecju dzeramajam tdenim, bet dazas
eksperimentalas grupas tika barotas ar R638 trekno baribu ar 33% tauku saturu pec svara
(Lantmédnnen, Malme, Zviedrija).

Darba ar dzivniekiem tika izmantoti divi cukura diab&ta modeli: STZ 1. tipa cukura

diabéta modelis (Rakitien et al., 1963) un 2. tipa diab&ta HS modelis (Zhang et al., 2008).

2.1.1. STZ eksperimentala cukura diabéta ierosinasana

STZ diab&ta modeli (1. tipa cukura diabéta modeli) ierosinaja, zurkam péc 8-12 stundu
badosanas ar brivu pieeju tUdenim astes véna vienu reizi ievadot streptozotocinu (Sigma,
Vacija) deva 50 mg/kg. Preparatu atskaidija svaigi pagatavota 10 mM Na citrata bufer1 (pH
4,5), kopgjais i/v injekcijas apjoms bija 0,2-0,25 ml.
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Kontroles dzivniekiem astes véna ievadija 0,2 ml 10 mM citrata buferi (pH 4,5). Cukura
diab&ta esamibu dzivniekiem pieradija, merot glikozes koncentraciju venozajas asinis 48
stundas pec injekcijas. Zurkas ar glikozes Iimeni >13.89 mmol/I (250 mg/dl) uzskatija par
diab&tiskam. Uzreiz péc cukura diab&ta ierosinasanas dzivniekiem bija brivi pieejams tidens

un bariba. Glikozes limenis asinis STZ modela zurkam netika korigéts ar insulina injekcijam.

2.1.2. HS cukura diabéta mode]a ierosinasana

HS diab&ta modeli (2. tipa cukura diabéta modeli, péc Zhang et al., 2008). zurkam
ierosinaja, dzivniekus divas ned€las barojot ar trekno baribu R638 (33% tauku péc svara, sk. 1
tabulu). Péc tam, kad dzivniekiem 8-12 stundas tika liegta pieeja baribai (pieeja tidenim bija
briva), ar ned€las starplaiku tie sanéma divas I.p. streptozotocina injekcijas deva 30 mg/kg ,
un tika baroti ar trekno di€tu Iidz eksperimenta beigam. Kontroles dzivniekiem STZ vieta i.p.
ievadija 10 mM citrata buferi (pH 4,5).

2 nedg€las pé&c otras streptozotocina injekcijas dzivnieki ar glikozes Itmeni >7,8 mmol/l
tuksa dasa vai >11,1 mmol/l péc &Sanas tika ieklauti diabétisko dzivnieku grupa. Visu
eksperimenta laiku HS grupas dzivnieki tika baroti ar trekno R638 baribu, bet kontroles
grupas dzivnieki — ar standarta baribu. Visiem dzivniekiem tika nodroSinata briva pieeja

dzeramajam tdenim. Glikozes Iimenis asinis HS modela Zurkam netika korigéts ar insulina

injekcijam.
2.1. tabula. HF baribas R638 sastavs
Masas %o- kJ/100 g % no energétiskas vértibas
olbaltumvielas 18,0 279,01 17
tauki 33,0 979,67 58
skiedrvielas 8,5 24,78 1
oglhidrati 27,0 406,47 24

2.2. Eksperimentu planojums un vielu ievadi$ana

Visus medikamentus dzivnieki sanéma per 0s. Katra eksperimenta péc diabétiska

stavokla pieradiSanas, dzivnieki tika nejauSinati sadaliti pa grupam ta, lai, uzsakot preparatu
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ievadiSanu, vidg€jais svars un biokimiskie parametri starp grupam ar dazadu preparatu ievadi
neatskirtos nozimigi.

Pirms peroralas ievadiSanas mildronata pulveri atSkaidija destiléta tideni, glibenklamidu
atSkaidija DMSO, metforminu atSkaidija destiléta tdeni, 1,4-DHP grupas preparatus
atSkaidija NaCl 0,9% skiduma, kuram pievienoti dazi pilieni 0,6% Tween-80 un etanola.

Lai izpétitu mildronata ietekmi uz glikozes metabolisma parametriem un glikozes
transportieru ekspresiju diab&ta apstaklos, STZ un HS modela dzivniekiem, 6 ned&las sakot ar
hiperglikémijas pieradiSanas bridi, mildronatu ievadija per os katru dienu deva 100 mg/kg.

Lai salidzinatu mildronata hipoglik€misko efektu un ietekmi uz glikozes transportétaju
ekspresiju ar attiecigajiem glibenklamida efektiem, glibenklamidu (2 mg/kg) perorali STZ un
HS modelu dzivniekiem ievadija katru dienu 6 nedelas sakot ar hiperglik€mijas pieradisanas
bridi.

Lai salidzinatu mildronata hipoglik€misko efektu un ietekmi uz glikozes transportétaju
ekspresiju ar metformina efektiem, metforminu (100 mg/kg) perorali STZ un HS modelu
dzivniekiem ievadija katru dienu 6 nedelas, sakot ar hiperglikémijas pieradiSanas bridi.

Lai atklatu iesp&jamos aditivos efektus uz oglhidratu un lipidu vielmainu un glikozes
transportieru ekspresiju, STZ modela un HS modela dzivnickiem 6 nedélas katru dienu
perorali ievadija mildronatu (100 mg/kg) un metformimu (100 mg/kg), vai mildronatu (100
mg/kg) un glibenklamidu (2 mg/kg).

Lai pétitu dihidropiridinu grupas preparatu ietekmi uz slapekla oksida parprodukciju

pie cukura diabéta, STZ modela dzivniekiem perorali 3 dienas p&c kartas no 9. lidz 12. dienai
péc STZ injekcijas ievadija cerebrokrastu (0,5 mg/kg), etaftoronu (0,5 mg/kg), fenoftoronu
(0,5 mg/kg) v.ai AV-153 Kontroles dzivnieki sanéma per 0os 0,5 ml Gdeni vai 0,5 ml DMSO
(glibenklamida efektu eksperimentos).
Lai pétitu slapekla oksida biosintézes mehanismus nierés pie diabéta, STZ modela
dzivniekiem devinas dienas pe&c diabéta ierosinasanas ievadija vienu no slapekla oksida
sinté€zes inhibitoriem: aminoguanidinu 200 mg/kg i.p. 30 min pirms eitanazijas, allopurinolu
100 mg/kg i.p. 24 stundas pirms eitanazijas, GACl; 10 mg/kg 24 stundas pirms eitanazijas,
1400W 6 mg/Kkg i.p. 1 stundu pirms eitanazijas.

Kopuma tika izveidotas 47 dzivnieku grupas, katra grupa pa 8-15 dzivniekiem (sk. 2.2
tabulu): veselas zurkas (kuram ievaditi mildronats, glibenklamids, metformins, mildronata un
glibenklamida kombinacija, mildronata un metformina kombinacija, cerebrokrasts, etaftorons,
fenoftorons, placebo kontroles), zurkas ar STZ diab&ta modeli (kuram ievaditi mildronats,

glibenklamids, metformins, mildronata un glibenklamida kombinacija, mildronata un

metformina kombinacija, cerebrokrasts, etaftorons, fenoftorons, AV-153, NO biosintézes
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inhibitors aminoguanidins, allopurinols, 1400W un GdCls, placebo), zurkas ar HS diab&ta

modeli (kuram ievaditi mildronats, glibenklamids,metformins, mildronata un glibenklamida

kombinacija, mildronata un metformina kombinacija vai placebo).

2.2. tabula. Pétljuma izmantoto dzivnieku grupu raksturojums

Wistar Zurkas bez diabéta

Wistar Zurkas ar STZ diabéta

modeli

Wistar Zurkas ar HS diabéta

modeli

1.-4. Tira (placebo) kontrole

16-19. STZ kontrole

41.-42. HS kontrole-2 grupas

5.-6. Mildronats 100 mg/kg/d 6

nedg€las per 0s

20-21. STZ+mildronats
mg/kg/d 6 ned€las per 0s

100

43. HS+mildronats 100 mg/kg/d 6

nedgélas per 0s

7. Glibenklamids 2 mg/kg/d 6

ned€las per 0s

22. STZ+glibenklamids 2 mg/kg/d

6 nedglas per 0s

44 HS+glibenklamids 2 mg/kg/d 6

nedg€las per 0s

8. Metformins 100 mgkg/d 6

nedg€las per 0s

23. STZ+metformins 100 mg/kg/d

6 nedglas per 0s

45. HS+metformins 100 mg/kg/d 6

nedg€las per 0s

9. Mildronats+metformins 100+100

mg/kg/d 6 nedelas per o0s

24.  STZ+mildronats+metformins

100+100 mg/kg/d 6 ned€las per os

46. HS+mildronats+metformins
100+100 mg/kg/d 6 nedelas per 0S

10.
100+2 mg/kg/d 6 nedelas per 0s

Mildronats+glibenklamids

25. STZ+mildronats+glibenklam1ids
100+2 mg/kg/d 6 nedelas per 0s

47. HS+mildronats+glibenklamids
100+2 mg/kg/d 6 ned&las per 0s

11. Cerebrokrasts 0,5 mg/kg/d 3

dienas per os

26. STZ+cerebrokrasts 0,5 mg/kg/d

3 dienas per os

12-13. Etaftorons 0,5 mg/kg/d 3

dienas per os

27. STZ+etaftorons 0,5 mg/kg/d 3

dienas per os

14. Fenofttorons 0,5 mg/kg/d 3

dienas per os

28. STZ+fenofttorons 0,5 mg/kg/d

3 dienas per os

15. AV-153 0,5 mg/kg/d 3 dienas

per 0s

29. STZ+ aminoguanidins 200

mg/Kkg i.p. 30 min pirms eitanazijas

30.STZ+allopurinols 100 mg/kg

i.p. 24 stundas pirms eitanazijas

31.STZ+GdCl; 10 mg/kg 24

stundas pirms eitanazijas

32.STZ+1400W 6 mg/kg i.p. 1

stundu pirms eitanazijas

33.-39. STZ zurkas ar diabéta
ilgumu no 48 stundam Iidz 6

nedelam

40. STZ+AV-153 0,5 mg/kg/d 3

dienas per os

Atkariba no eksperimenta, arstéSanas laika zurkam noteica izmainas sekojosiem

raditajiem: svars; glikozes, trigliceridu, ketonvielu un HbAlc koncentracija asinis; kopg&ja
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holesterina un insulina koncentracija seruma. Papildus tam, oralajos glikozes tolerances testos
tika parbaudita glikozes tolerance.

Eksperimenta beigas zurkas tika nogalinatas, izmantojot dekapitacijas metodi, un
organu paraugi tika fikséti 10% formalina bufer turpmakajai imtinhistokimiskajai izp&tei, un
iesaldéti Skidraja slapekli turpmakajai NO™ koncentracijas noteik$anai un RNS izdaliSanai.

Zurku asins paraugi glikozes, trigliceridu un ketonvielu koncentracijas noteik3anai tika
iegliti, punktgjot astes vénu. Asins paraugu iegiiSanai no astes vénas dzivnieki tika uz laiku

imobiliz&ti, izmantojot eksperimentu vajadzibam paredzetos slazdus. Asins paraugi insulina,
kop€ja holesterina, ka ar1 NO koncentracijas noteikSanai tika ieglti eksperimentu beigas,
punkt&jot sirdi (ieprieks anestezétiem dzivniekiem).

Dzivnieku anestézijai, atkariba no eksperimenta, izmantoja ketaminu (100 mg/kg, i.p.)

un ksilazinu (10 mg/kg, i.p.), pentobarbitalu (40 mg/kg, i.p.) vai dietilétera inhalaciju.

2.3. Materiali

Reaktivi: glibenklamids, streptozotocins, dimetilsulfoksids (DMSO), natrija citrats,
citronskabe, guanidina tiocianats, fenola Skidums, glicins, guanidina hidrohlorids, ammonija
tiocianats, propanols-2 un TRIS natrija hlorida buferis tika iepirkti no Sigma-Aldrich Chemie
GmbH (Vacija, Taufkirchen), metformins - no Advanced Technology and Industrial Co (Tai
Kok Tsui, Honkonga, Kina). Mildronatu (3-(2,2,2-trimetilhidrazinij)propionata dihidratu)
nodroS§inaja A/S Grindeks (Riga, Latvija). Glikoze tika iepirkta no Chempur (Vacija,
Karlsruhe). Natrija dodecilsulfats (SDS) un etanols tika iepirkti no SIA Enola (Latvija).
Fiziologiskais $kidums (0,9% natrija hlorids ), ketamins, ksilazins un pentobarbitals tika
iepirkti no SIA Tamro (Riga, Latvija). Dietiléteris, dietiltiokarbamida natrija sals (DETC)un
dzelzs citrats tika iegadati no Sigma-Aldrich Chemie GmbH (Vacija, Taufkirchen). Parafins
un ksilols, citi reaktivi un materiali imtnhistokimijas eksperimentiem tika iepirkti no SIA
Diamedika (Latvija). Antivielas imunhistokimijas veikSanai tika iegadatas no Abcam
(Lielbritanija).

Darba izmantojam centrifigu Sigma 3-16K (Sigma Laborzentrifugen GmbH, Ostrode
am Harz, Vacija) un spektrofotometru Perkin Elmer Lambda 25 UV/UVIS (Perkin Elmer,
Waltham, ASV). Glikozes un ketonvielu Kkoncentraciju noteicam, izmantojot portativo
glikometru MediSense OptiumXceed (Abbott Diagnostics Ltd, Maidenhead, Apvienota
Karaliste) un attiecigas testa strémeles, trigliceridu koncentraciju — ar glikometru Accutrend

GCT (Hoffmann-La Roche Ltd., Bazele, Sveice), izmantojot attiecigas testa strémeles.
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HbA1c% noteicam ar aparatu Nycocard Reader (Axis —Shield, London, Apvienota Karaliste)
un Nycocard HbAlc testa komplektiem. Insulina koncentracijas noteik§anu veicam ar BioTek
Elx808 plasu lasitaju, izmantojot Gen5 programmu. Kopgja holesterina analizes un slapekla
oksida metabolitu noteikSanu veicam ar PerkinElmer Lambda 25 spektrofotometru.
Imtinhistokimijas eksperimentos preparatu izpétei izmantojam digitalo mikroskopu Motic un
programmu Motic Image (Motic Deutschland GmbH, Wetzlar, Vacija). Reala laika PCR
veicam ar aparatu StepOne™ Real-Time PCR System (Applied Biosystems, Foster City, CA,
ASV). RNS daudzumu un tiribas pakapi noteicam ar biofotometru Eppendorf 613126820
(Eppendorf, Hamburga, Vacija), RNS izdaliSanas metodé izmantojam hibridizacijas

inkubatoru GFL 7601 (Vacija).

2.4. Metodes

2.4.1. Biokimisko parametru noteik§ana dzivnieku paraugos

Glikozes un ketonvielu koncentraciju noteicam ar portativo glikometru MediSence
Optium Exceed un MediSence testa strémelém glikozes un ketonvielu noteikSanai.
Trigliceridu koncentraciju analiz€jam ar portativo glikometru Accutrend GCT un testa
strémelém  trigliceridu noteikSanai. Kop&ja holesterina koncentraciju noteicam ar
Instrumentation Laboratory Cholesterol determination Kit (Instrumentation Laboratory,
Bedford, MA, USA) spektrofotometriski. Insulina koncentraciju analizéjam ar Ultra Sensitive
Rat Insulin ELISA Kit palidzibu (Crystal Chem Inc., Downers Grove, IL, USA) un BioTek
EIx808 plasu lasitaju.

2.4.2. Orala glikozes tolerances testa veikSana

Sakotngjo glikozes koncentraciju zurkam noteicam tuks$a diasa pec nakts badosanas (0
min). P& tam dzivnieki sanéma per os glikozes $kidumu tdeni (2 g/kg per 0s). Turpmak
glikozes koncentraciju noteicam 15 min, 30 min, 60 min un 120 min p&c dektrozes
ievadisanas. Lai punktétu astes vénu, zurkas uz laiku imobiliz&jam, izmantojot eksperimentu

vajadzibam paredzetos slazdus.
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2.4.3. NO' koncentracijas noteikSana Zurku audos

NO" saturu eksperimentalo dzivniecku audos noteicam péc A.F. Vanina grupas

izstradatas metodes (Vanin, 1998). NO' koncentracijas izmainas analizéjam STZ modela

zurku smadzenu garoza, smadzenit€s, aknas, nier€s, asinis, abdominalas aortas sienina, taukos

un skeleta muskulos.
Lai sagatavotu zurku audu paraugus NO' noteikSanai, pirms eitanazijas Zurkam ka NO’

saistitaju ievadijam DETC Na sali (40 mg/kg, intraperitoneali, injekcijas tilpums 1-1,5 ml) un

dzelzs citratu (200 mg/kg, zem adas, injekcijas tilpums 1-1,5 ml), kura rezultata audos
veidojas stabils DETC-Fe-NO komplekss. NO™ daudzumu paraugos noteicam, analiz&jot $o

kompleksu EPR spektrus. Asins un audu paraugus iepildijam insulina §lircités, sasaldéjam
Skidraja slapekli, tad, atkausg€jot parauga ar€jo slani, izstimam ara, ieglistot 2 cm garus
cilindriskus paraugus ar diametru 4 mm. EPR spektri registréti 77°K temperatiira, izmantojot
spektrometru “Radiopan” SE/X2544 (Polija). EPR spektru tika ieguti pie seckojoSiem

parametriem: 25mW mikrovilpu jauda, 100kHz modulacijas frekvence, 5G modulacijas
amplitiida, pastiprindjums RG=0,5 x 10*, laika konstante 1 sekunde. Relativo NO" daudzumu,
kas 30 min laika bija veidojies un ticis saistits asinis, noteicam péc NO-DETC signala tresas
komponentes (g=2,031) augstuma. NO' koncentracija (ng/g audu) tika aprckinata, ka

aprakstits ieprieks (Vanin, 1998), izmantojot kalibracijas liknes.

2.4.4. RNS izdalisana un cDNS sagatavoSana

Darba GLUT1 ekspresiju noteicam nier€s, aknas un sirdi un skeleta muskulos, GLUT4
ekspresiju analiz&jam sirdi un skeleta muskulos, iNOS, eNOS un XOR ekspresiju mérijam
nieres.

Kopgja RNS tika izdalita no aknam, nierém, sirds un ciskas muskula, izmantojot TRI
reagentu (Sigma Aldrich, Taufkirchen, Vacija). Audus homogeniz&jam stikla homogenizatora
(ja RNS izdali§ana notika uzreiz péc dzivnieku eitanazijas) vai saberzgjam skidraja slapekli.
500 mg homogeniz&tu audu parnesam mégené ar TRI reagentu, samaisijam, inkubgjam pie
60°C 5-15 min. Homogenatu centrifugéjam pie 4500 g un +4°C 20 mindtes, atdalijam
neskistoSo materialu. Supernatantu parvietojam tira mégené, nostadinajam 5 min istabas

temperattira, pievienojam 0,2 ml hloroforma uz 1 ml TRI reagenta. Traucinu cie$i

57



aizvakojam, 15 s intensivi kratfjam un inkubg&am 2-15 min istabas temperatira. Talak
paraugu centrifugéjam 4,500 x g 25 min 4°C. P&c centrifugéSanas meégenes izveidojusos
augs¢jo slani parvietojam tira meégené, pievienojam propanolu-2 (0,5 ml uz 1 ml TRI
reagenta) Un inkub&jam istabas temperatiira 5-10 min. Péc tam paraugu centrifugg€jam pie
4500 x g un 4°C 20 min. Supernatantu noléjam un atmazgajam RNS nogulsnes, pievienojot 1
ml 75% etanola uz 1 ml TRI reagenta. Sakratijam m&geni un centrifugéjam pie 4500 x g un
4°C 20 min. RNS nogulsnes zavéjam gaisa plisma. Nogulsnes izskidinajam 150ul-300ul
DEPC tudent (Fermentas, Vilna, Lietuva)

RNS paraugi tika attiriti no DNS, izmantojot DNA-free reagentu komplektu (Ambion,
Austin, TX, AVS). RNS daudzumu un tiribas pakapi noteicam spektrofotometriski, RNS
molekulu integritati parbaudijam ar g€la elektroforézes metodi. Lai iegitu cDNS, ar RNS (2
ug) veicam reverso transkripciju, izmantojot nejausos heksaméra praimerus (RevertAid™
First Strand cDNA Synthesis Kit, Fermentas, Vilna, Lietuva).

2.4.1. Reala laika polimerazes kédes reakcija

GLUTI, GLUT4, iNOS, eNOS, XOR un references génu mRNS ekspresija tika
noteikta, izmantojot SYBR® Green PCR Master Mix (Applied Biosystems, Foster City, CA,
ASV). Amplifikacija un specifisko produktu noteikSana tika veikta ar aparatu StepOne™
Real-Time PCR System (Applied Biosystems, Foster City, CA, ASV), izmantojot sekojoSu
temperatiiras un laika profilu: viens cikls 95°C 10 mintites; 40 cikli 95°C 15 sekundes, 60°C
30 sekundes.

Lai parbauditu amplifikacijas produktu specifitati, tika izmantots disociacijas liknes
rezims (viens cikls 95° C 15 sekundes, 60° C 30 sekundes un 95° C 15 sekundes). Praimerus
dizaingja, izmantojot Primer3 programmu (Rozen et al., 2000). Praimerus pasitija Metabion
International AG, Martinsried, Vacija. Rezultatus analizéja ar 2T metodi (Applied
Biosystems StepOne programma, versija 2.1). Praimeru sekvences GLUT1 génam bija $adas:
tieSais praimeris 5'-ATGATGCGGGAGAAGAAGGT-3’ un atgriezeniskais praimeris 5'-
GAACAGCGACACCACAGTGA-3’, sagaidama produkta garums 228 bp; GLUT4 génam:
tieSais praimeris 5'-TGC CCG AAA GAG TCT AAA GC - 3" un atgriezeniskais praimeris
5- TGG ACG CTC TCT TTC CAA CT - 3°, sagaidama produkta garums 100 bp; iNOS
génam: tiesais praimeris 5’-GCTACACTTCCAACGCAACA-3’ un atgriezeniskais praimeris
5’- CATGGTGAACACGTTCTTGG-3’, sagaidama produkta garums 116 bp; eNOS génam:
tiesais praimeris 5’- GAACCTGAGGGTGCCCAG-3’ un atgriezeniskais praimeris 5’
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TCCGATTCAACAGTGTCTCCT-3’, sagaidama produkta garums 110 bp, XOR génam:
tieSais praimeris 5’-CGGACCCTGAAACAACACTT-3" un atgriezeniskais praimeris 5’-
CAAGCAGGCATTGACAGAAA-3’, sagadama produkta garums 164 bp. Ka references géni
tika izmantoti RNA-polimeraze II (tieSais praimeris 5’- GCCAGAGTCTCCCATGTGTT-
3’un atgriezeniskais praimeris 5’- GTCGGTGGGACTCTGTTTGT-3’, sagaidama produkta
garums 135 bp), P-aktins (tieSais praimeris 5’- AGCCATGTACGTAGCCATCC-3’ un
atgriezeniskais praimeris 5’- ACCCTCATAGATGGGCACAG-3’, sagaidama produkta
garums 115bp).

2.4.2. Audu histologiska un morfometriska izmekléSana

Histologiska materiala pagatavoSanai audus (aknas, nieres, sirds un muskulaudus) 48
stundas fiksgja 10% neitrali buferéta formalina, péc tam atlidenoja un ieguldindja parafina un
pagatavoja 4 um biezus griezumus, kurus krasoja ar hematoksilinu-eozinu.

Preparati tika analiz&ti, izmantojot digitalo mikroskopu Motic un datorprogrammas
Motic Image Advance 3.2 versiju.

Aknu audos péc 16 ballu sistémas tika novértéta audu bojajuma pakape, saskaitot
atseviSku procesu intensitates novertéjumu (modificétu histologiskas aktivitates indeksu,
HAI) péc Ishak, 1995: ickaisuma Stnu infiltracija - O - 4 balles; hepatocitu nekroze ap
centralo vénu — 0 - 4 balles; hepatocitu nekroze un apoptoze daivinu periferija — 0 - 4 balles;
portalo traktu ickaisuma parmainas - 0 - 4 balles.

Portalo traktu iekaisuma parmainas tika vertétas sadi:

1 balle: Minimalas parmainas. Portalo traktu iekaisuma pazimes nav izteiktas.
Hepatociti iet boja apoptozes cela reti. Parenhimas fibrozi nenovero.

2 balles: Vaji izteiktas parmainas. Parenhima ir atrodamas neliclas hepatocitu grupas,
kas iet boja apoptozes cela. Sadi parenhimas apvidi ir infiltréti ar limfocitiem un bojatas vietas
veidojas limfohistiocitara infiltracija. Portalo traktu iekaisums ir minimals. Retas
ekstramedularas hemopoé&zes pazimes.

3 balles: Mereni izteiktas parmainas. Dazas daivinas novérojama hepatocitu bojacja,
vietam lokaliz€jas fokalie un zonalie iekaisuma infiltrati. Portalie trakti paplasinati un ir
redzami peréklveida infiltrati ar limfocitiem un makrofagiem. Sadas zonas novéro zultsvadu
epitélija proliferaciju un ekstramedularas hemopoézes aktivacijas pazimes.

4 balles: Stipri izteiktas parmainas. Portalie trakti ir paplaSinati un satur iekaisuma
infiltratus. Daivinas atrodami fokali un peréklaini leikocitari un makrofagali infiltrati.

Sinusoidos biezi novero limfocitu k&dites un megakariocitus.
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Nieru audos vértgja kamolinu un kanalipu izmérus, ka ari stromas parmainas
(pilnasiniba, fibroze, ickaisuma Stnu infiltracija).

Sirds audos vértéja limfohistiocitaru infiltraciju (0-4 ballu skala, kur: 0O - nav
infiltracijas, 1 - infiltracija < 25%, 2 - no 25 - 50%, 3 - no 50% - 75%, 4 - miokarda
infiltracija >75% no miokarda), ka ari kardiomiocitu nekrotiskas izmainas, kuras izteica
procentos no kop€ja miokarda laukuma. Tika veértéti arT kodolu izméri.

Muskulu audos veértgja limfohistiocitaro infiltraciju (0-4 ballu skala, kur: 0 - nav
infiltracijas, 1 - infiltracija < 25%, 2 - infiltracija 25 - 50%, 3 - infiltacija 50% - 75%, bet 4 -
muskulaudu infiltracija > 75% no kop€jas audu masas), ka ar1 miocitu nekrotiskas izmainas,

kuru izteicam procentos no kop€ja muskulaudu laukuma. Tika vertéti art kodolu izméri.

2.4.3. Iminhistokimiska izmeklésana

Saja darba proteinu ekspresija audos tika noteikta, izmantojot imiinhistokimijas metodi.
Audu paraugi tika apstradati péc Di Stefano et al. (2000) protokola, GLUTI proteina
ekspresija STZ un HS diabéta modelu dzivniekiem tika pétita aknas, nieres, sirdi un skeleta
muskulos. GLUT4 proteina ekspresija STZ modela dzivnickiem tika analizéta sirdi un
muskulos. iNOS, XOR un eNOS proteina ekspresija STZ modela dzivniekiem tika noteikta
nieres.

Sakuma preparatus deparafiniz€jam, ievietojot tos attiecigajos Skidumos: ksilola — 15
min, 96° etanola 6 min, 70° etanola 4 min.

Antigéna demask&Sanai proteinu ekspresijas noteikSanas metodé izmantojam apstradi ar
mikrovilniem . Preparatus inkub&jam natrija citrata buferi pie pH=6.2 mikrovilpu krasni 15
minates pie jaudas 300W. Talak preparatus inkub&jam ar peroksidazes blokétajreagentu
10minates, tad skalojam TRIS buferéta sals skiduma (TBS). Péc tam veicam 1stundu ilgu
inkubaciju ar monoklonalajam GLUTI1, GLUT4, iNOS, eNOS, XOR antivielam (Abcam,
Lielbritanija).

Antivielas saistiS8anas audos paradijam, preparatus inkubgjot ar poliméru EnVision
(DAKO, Danija, Glostrup) 30 miniites istabas temperatira.

Vizualizacijas reakciju veica ar 3,3-diaminobenzidinu (DAB), kur§ iezim&ja antigéna-
antivielas saisti$anas vietas briina krasa.

Preparati tika analiz&éti, izmantojot Motic Image programmu. GLUT1, GLUT4, iNOS,
XOR un eNOS pozitivas Stinas tika skaititas divdesmit nejausi izveletos laukos ar
palielinajumu x 400. Rezultati tika izteikti ka stnu skaits uz kvadratmilimetru. Morfologiskas

izmekl€Sanas laika veicam tris atkartotus pozitivu Sinu merjjumus 10 nejausi izveletos
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slaidos, un rezultatu atkartojamiba tika novertéta ar izmekleSanas variacijas koeficientu un
izmeklésanas korelacijas koeficientu. lzmeklésanas variacijas koeficients bija 6 %,

izmeklésanas korelacijas koeficients bija 0,92.

2.5. Kliniskais pétijums

2.5.1. Pacientu raksturojums

Petijuma tika iesaistiti 42 pacienti, un visi dalibnieki parakstija informétas piekrisanas
formu. Pétfjums veikts saskana ar Helsinku deklaraciju, un ta atbilstibu bio&tikas normam
apstiprinaja Centrala medicinas &tikas komiteja (10.07.2013. atzinums Nr. 01-29.1/3, sk.
pielikumu 9.2.).

Petijuma grupu veidoja 26 pacienti ar diagnozi 2. tipa cukura diabéts, kuri iestajas
izmekl€Sanai vai terapijas korekcijai Paula Stradipa kliniskas universitates slimnicas
endokrinologijas nodala vai endokrinologijas nodalas dienas stacionara. Ieklausanas kritériji
Saja grupa bija: 2. tipa cukura diabéta diagnoze, diabéta stazs lielaks par 2 gadiem.

Kontroles grupu veidoja 16 pacienti bez iepriek$S diagnosticéta diabéta vai glikozes
tolerances traucgjumiem, kuri iestajuSies Paula Stradipa kliniskas universitates slimnicas
terapijas nodala planveida izmekleéSanai sakara ar arodslimibu vai neprecizé€tu radiacijas
ietekmi (Cernobila avarijas seku likvidetaji). Izslégsanas kritériji abas grupas bija akiita vai
hroniska urincelu infekcija, akiita iekaisuma pazimes (CRO>5 mg/l, paaugstinata kermena
temperatiira, paaugstinats EGA un leikocitoze), onkologiska saslim$ana, reimatologiska

profila slimiba.

2.5.2. Klinisko paraugu biokimiskas analizes

Pacientiem tika veiktas sekojoSas kliniskas analizes: pilna asins aina, EGA, asins
biokimija (HbA1c%, lipidogramma, kreatinins, ALAT, C-peptids), urina analize (ar
stripu+mikroskopija), mikroalbuminirija diennakts urina. Pilnu asins ainu, asins biokimiju un
urina analizi veica, izmantojot standartizétas metodes, PSKUS Apvienotaja laboratorija
(Pilsonu 13, Riga, Latvija), bet mikroalbuminirijas noteikSanu diennakts urina, izmantojot

standartizétas metodes — NMS laboratorija (Nacionalais Medicinas Serviss — Laboratorija,
Bikernieku 25A, Riga, Latvija). Pacientiem tika nemtas asinis slapekla oksida radikala (NO")

koncentracijas noteik$anai (stobrina ar heparinu) un nitratu/nitritu koncentracijas noteik$anai

(stobrina bez antikoagulanta).
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2.5.3. Slapekla oksida koncentracijas noteikSana pacientu asinis

Lai noteiktu NO’ saturu pacientu asins paraugos, apméram 30-60 min p&c asins parauga
nonemsanas, svaigas hepariniz&tas asinis inkubgja ar NO" saistitaju DETC Na sali (10 mg/ml)
30 mindtes. Turpmaka paraugu apstrade neatS$kiras no dzivnieku audu apstrades NO'

noteikSanai (sk. sadaJu “NO’ koncentracijas noteik$ana zurku audos”).

2.5.4. NO; un NO;3; summaras koncentracijas noteik§ana pacientu seruma

Lai sagatavotu seruma paraugus NO,  un NO; noteikSanai, tie tika deproteinizéti,
izmantojot Amicon Ultra filtrus cetrifugé€Sanai (kat. Nr UFC800324, Millipore Ireland Ltd,
Irija). NO,” un NOz  noteik3anai izmantoja reagentu komplektu Cayman’s Nitrate/Nitrite
Colorimetric Assay Kit (kat. Nr 780001, Cayman Chemical Compony, Ann Arbor, Minesota,
ASV) un Perkin Elmer Lambda 25 UV/UVIS spektrofotometru (Perkin Elmer, Waltham,
ASV). Nitritu koncentracija tika aprékinata, izmantojot standartlikni, kas tika uzpemta,

izmantojot reagentu komplekta NaNO; standartvielu.

2.6. Datu statistiska apstrade

Datu statistiskai analizei tika izmantotas programmas Microsoft Excel, SPSS un
GraphPad Prim5. Statistisko testu ticamiba tika noteikta pie p<0,05.

Dzivnieku eksperimentu rezultati grupas tika izteikti ka vid€jais + standartkluda
(S.E.M). Lai noteiktu, vai atSkiriba starp grupam ir batiska, tika izmantota vienfaktora
dispersijas analize (ANOVA) ar sekojoSu neatkarigo paraugu nepara t-testu, Newman-Keuls
testu, Tukey testu, Dunnet testu vai Mann-WhitneyU-testu (Mann-Whitney). Ja dati neatbilda
normalam sadalijumam, vairaku grupu salidzinaSanu veica ar Kruskal-Wallis testu ar sekojosu
Dunn’s péctestu vai Mann-WhitneyU-testu. Darba rezultatu sadala par pacientiem,
kvantitativie mainigie tika izteikti ka vid&jais aritmétiskais =+ standartnovirze (SD).
Nominaliem mainigiem tika pieskirts kods (piem&ram, primara arteriala hipertensija : ir=1,
nav=0). Dati, kuri neatbilda normalajam sadalijjumam, tika parveidoti un izteikti
logaritmiskaja skala. Lai noteiktu vid&ja aritmetiska atskiribas starp grupam, izmantoja nepara
t testu. Grupu raksturoSanai tika izmantots Hi-kvadrata tests. Divu kvantitativo faktoru
salidzinasanai izmantoja korelaciju analizi péc Pirsona vai Spirmana koeficienta un linearo

regresiju.
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3. REZULTATI

3.1. Ar streptozotocinu inducétu Zurku eksperimentala cukura diabéta modelu
metabolo parametru raksturojums un farmakologisko Iidzeklu ietekme uz tiem.

Petjuma meés izmantojam divus cukura diab&ta eksperimentalus modelus — STZ
inducéto (modelis ar izteiktu hiperglikémiju un smagu insulina deficitu, 1. tipa diab&ta
modelis) un HS inducéto (modelis ar mérenu hiperglikémiju, mérenu insulina deficitu un
hiperlipidémiju, 2. tipa diab&ta modelis).

Metabolisma raditaju atskiribas grupas tika noteiktas ar vienvirziena ANOVA testu un
sekojosu Newman-Keuls péctestu. Pagédusiem dzivniekiem ar STZ diab&ta modeli (STZ
grupa) 6 nedélas péc diabéta ierosinasanas un HS inducéta eksperimentala diabéta
dzivniekiem (HS grupa) 8 nedg€las péc diabéta ierosinasanas vid&jais glikozes limenis izteikti
parsniedza 5,48+0,45 mmol/l, - lielumu, kas bija raksturigs kontroles grupai. Ta - STZ grupa
glikozes koncentracija bija 58,11+5,53 mmol/l, bet HS grupa - 19,92 +0,77 mmol/l (F
(2,27)=70,7, p<0,0001). HS grupa glikozes Iimenis bija zemaks neka STZ grupa (p<0,0001).

Insulina Itmenis STZ un HS grupu dzivniekiem, Salidzinot ar kontroles grupu, bija
samazinats (kontrole: 1,2+0,12 ng/ml, STZ: 0,2+0,03 ng/ml, HS: 0,59+0,11 ng/ml;
F(2,27)=27,81, p<0,0001). Savukart STZ grupa insulina koncentracija bija zemaka neka HS
grupa (p<0,001).

Tapat HbA1c% STZ un HS grupas bija augstaks neka kontroles grupa, bet HS grupa
statistiski ticami zemaks neka STZ grupa (kontrole: 3,72+0,05%; STZ: 9,06+0,31%, HS:
7,67+0,29%; F(2,27)=126, p<0,0001).

Zurkam ar eksperimentalo diab&tu svara picaugums bija mazaks neka veseliem
dzivniekiem. Turklat HS grupa Zurkas bija smagakas (p<0,001) neka STZ grupa (kontrole:
358+16,85 g, STZ: 212+13,10 g, HS: 276+14,72 g, F (2,27)=23,82, p<0,0001).

Metabolismu raksturojosie biokimiskie parametri ir doti 3.1. attéla. HS Zurkam,
salidzinot ar kontroli un STZ grupu (p<0,01), trigliceridu koncentracija seruma bija
paaugstinata (kontrole: 1,46+0,09 mmol/l; STZ: 1,68+0,36 mmol/l, HS: 3,46+0,47 mmol/I;
F(2,27)=10,06, p<0,0001). Tapat HS zurkam, salidzinot ar kontroli un STZ grupu (p<0,0001),
noveéroja paaugstinatu kop&ja holesterina koncentraciju (kontrole: 1,6 +0,04 mmol/l, STZ:

1,4240,15 mmol/l, HS: 3,530,41 mmol/l; F(2,27)=21,36, p<0,0001).
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3.1.att. Metabolisma izmainas STZ un HS modelu Zurkam. A- glikozes koncentracija asinis
pagdusiem dzivniekiem; B — insulina koncentracija dzivniekiem tuksa dasa; C — glikoziléta
hemoglobina saturs; D — svars; E — trigliceridu koncentracija dzivniekiem tuksa dusa; F — kopgja
holesterina koncentracija dzivniekiem tuksa dasa. STZ — 1. tipa diab&ta modelis, HS — 2. Tipa diab&ta
modelis. *p<0,001, salidzinot ar kontroles grupu (Newman-Keuls tests), #p<0,001, salidzinot ar STZ
grupu (Newman-Keuls tests). Vértibas tika izteiktas ka vidéjais+S.E.M. no 8-15 dzivniekiem

3.1.1. Mildronata un ta kombinaciju ar metforminu vai glibenklamidu ietekme uz
metaboliem parametriem eksperimentala diabeta STZ modeli

Viens no darba uzdevumiem bija noskaidrot, vai mildronats un ta kombinacijas ar
metforminu vai glibenklamidu sp&j uzlabot oglhidratu un lipidu metabolismu abos izvélétajos
eksperimentalajos cukura diabéta modelos.

STZ modeli mildronats un ta kombinacija ar glibenklamidu péc 6 ned€las ilgas
arsteSanas statistiski ticami samazinaja HbA1c% (p<0,05), bet glibenklamida monoterapijai
HbA1c% pazeminoSo efektu nenovéroja (kontrole: 3,3+0,7%; STZ: 8,57 + 0,24%;
STZ+mildr: 7,81+ 0,28 %, STZ+glib: 8,31+ 0,44%, STZ+mildr+glib: 7,62 + 0,28%; F
(4,70)=26,13, p<0,0001) (3.2.att.).

STZ modeli mildronats uzradija metforminam Iidzigu HbA1c% samazinoSo efektu, bet
mildronata un metformina kombinacijai, salidzinajuma ar atseviski lietotiem preparatiem,
izteiktaku efektu nenovéroja (kontrole: 3,57+0,21%, STZ: 8,65+ 0,43%, STZ+mildr: 6,64+
0,41%, STZ+ metf: 7,00+ 0,34%; STZ+mildr+metf: 6,74+ 0,80 %; F (4,39)=21,63, p<0,0001
(3.3.att.).
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3.2.att. HbA1¢% dzivnieku grupas, kas arstétas ar mildronatu (100 mg/kg/d, 6 nedélas, per 0s),
glibenklamidu (2 mg/kg/d, 6 nedelas, per 0s), vai mildronata kombinaciju ar glibenklamidu
(100+2 mg/kg/d, 6 nedelas, per 0s). *p<0,05 , salidzinot ar kontroles grupu (Newman-Keuls tests),
#p<0,05, salidzinot ar STZ grupu (Newman-Keuls tests). Vertibas tika izteiktas ka videjais+S.E.M. no
8-15 dzivniekiem
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3.3.att. HbA1c¢% dzivnieku grupas, kas arstétas ar mildronatu (100 mg/kg/d, 6 nedélas, per 0s),
metforminu (100 mg/kg/d, 6 nedélas, per 0s), vai mildronata kombinaciju ar metforminu
(100+100 mg/kg/d, 6 nedglas, per 0s). *p<0,05, salidzinot ar kontroles grupu (Newman-Keuls tests),
#p<0,05, salidzinot ar STZ grupu (Newman-Keuls tests). Vertibas tika izteiktas ka vidjais+S.E.M. no
8-15 dzivniekiem

Glikozes koncentracijas samazinaSanos dzivniekiem tuksa diusa noveéroja mildronata,
metformina un mildronata+metformina grupa. Tacu preparatu vienlaiciga lietoSana, salidzinot
ar atseviski lietotiem preparatiem, papildus uzlabojumu nedeva (glikoze ne&duSiem
dzivniekiem kontrole: 4,31+0,17 mmol/l, STZ: 21,61+£3,56 mmol/l, STZ+mildr: 10,55+2,27
mmol/l, STZ+metf: 11,94+2,84 mmol/l, STZ+mildr+metf: 9,38+2,46 mmol/l, F(4,47)=6,159,
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=0,0005) (sk. 3.4. att.). Ar1paedusam STZ zurkam, kuras sanéma mildronatu, metforminu vai

to kombinacijas glikozes koncentracijas izmainas bija Iidzigas (sk. 3.6. att.).

301

T

glikoze, mmol/l

3.4.att. Glikozes koncentracija tuk$a dusa dzivniekiem, kas arstéti ar mildronatu (100 mg/kg/d,

6 nedelas, per 0s), metforminu (100 mg/kg/d, 6 nedelas, per 0s) vai mildronata kombinaciju ar
metforminu (100+100 mg/kg/d, 6 nedelas, per 0s) ievadiSanas. *p<0,05, salidzinot ar kontroles
grupu (Newman-Keuls tests), #p<0,05, salidzinot ar STZ grupu (Newman-Keuls tests). Vértibas tika

izteiktas ka vidgjais£S.E.M. no 8-15 dzivniekiem

Salidzinot ar STZ grupu, statistiski ticamu glikozes pazeminosu efektu (sk. 3.5. att.)
novéroja ar1 glibenklamidam (p<0,01) un mildronatam (p<0,01), bet So preparatu kombinacija
glikozes limeni dzivnickiem tuksa daisa statistiski nozimigi nepazeminaja (STZ: 23,15+2,88
mmol/l, STZ+mildr: 14,17+2,04 mmol/l, STZ+glib: 14,43+1,99 mmol/l, STZ+mildr+glib:
17,46+£2,41 mmol/l; F(4,64)=8,399, p<0,0001). Lidzigas glikozes Iimena izmainas noveéroja

ar1 paéduSiem dzivniekiem (3.7.att.).
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3.5.att. Glikozes koncentracija tuks$a dasa dzivniekiem, kas arstéti ar mildronatu (100 mg/kg/d,
6 nedelas, per 0s), glibenklamidu (2 mg/kg/d, 6 nedelas, per 0s), vai mildronata kombinaciju ar
glibenklamidu (100+2 mg/kg/d, 6 nedelas, per 0s) ievadiSanas. *p<0,05, salidzinot ar kontroles
grupu (Newman-Keuls tests), #p<0,05, salidzinot ar STZ grupu (Newman-Keuls tests). Vértibas tika

izteiktas ka vidgjais£S.E.M. no 8-15 dzivniekiem
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Tadgjadi jasecina, ka lietojot mildronatu kombinacija ar glibenklamidu vai metforminu,

glikozes ITmena samazinajums nav lielaks ka mildronata grupa .
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3.6.att. Glikozes koncentracija paédusiem dzivnieku, kas arstéti ar mildronatu (100 mg/kg/d, 6
nedelas, per 0s), metforminu (100 mg/kg/d, 6 nedelas, per 0s) vai mildronata kombinaciju ar
metforminu (100+100 mg/kg/d, 6 nedé€las, per 0s) . *p<0,05, salidzinot ar kontroles grupu (Newman-

Keuls tests), #p<0,05, salidzinot ar STZ grupu (Newman-Keuls tests). Vértibas tika izteiktas ka
vidgjais+S.E.M. no 8-15 dzivniekiem

glikoze, mmol/l

3.7.att. Glikozes koncentracija paéduSiem dzivniekiem, kas arstéti ar mildronatu (100 mg/kg/d,

6 nedelas, per 0s), glibenklamidu (2 mg/kg/d, 6 nedelas, per 0s) vai mildronata kombinaciju ar
glibenklamidu (100+2 mg/kg/d, 6 nedélas, per 0s). *p<0,05, salidzinot ar kontroles grupu (Newman-
Keuls tests), #p<0,05, salidzinot ar STZ grupu (Newman-Keuls tests). Vértibas tika izteiktas ka
vidgjais+S.E.M. no 8-15 dzivniekiem

Glikozes koncentracija pagduSiem dzivniekiem tika noteikta ari ar dihidropiridinu
klases preparatiem arstétiem dzivniekiem (p&c 3 dienu terapijas deva 0,5 mg/kg) (sk. 3.8.att.).
Glikozes Itmeni STZ modela Zurkam pazeminaja tikai etaftorons (p<0,05) (STZ: 26,03+1,26
mmol/l, STZ+cerebrokrasts: 23,92+0,85 mmol/l, STZ+etaftorons; 21,67+0,8 mmol/l,
STZ+fenoftorons; 27,93+1,61 mmol/1; F(4,45)=68,39, p<0,0001).
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3.8.att. Glikozes koncentracija pagdusiem dzivniekiem, kas arstéti ar cerebrokrastu (CRB; 0,5

mg/kg/d, 3 dienas, per 0s), etaftoronu (ETF; 0,5 mg/kg/d, 3 dienas, per 0s) vai fenoftoronu (FNF;
0,5 mg/kg/d, 3 dienas, per 0s). *p<0,05, salidzinot ar kontroles grupu (Newman-Keuls tests). #p<0,05,
salidzinot ar STZ grupu (Newman-Keuls tests). Vértibas tika izteiktas ka vidgjais£S.E.M. no 8-15

dzivniekiem

Glikozes tolerances testos (sk. 3.9.att.) mildronats, metformins un abu preparatu
kombinacija nozimigi uzlaboja glikozes toleranci (p<0,05), bet metformina un mildronata
kombinacijai nenoveéroja lielaku efektu neka atseviski lietotiem preparatiem. Glikozes limenis
120 minttes p&c glikozes peroralas ievadisanas grupas bija $ads - kontrole: 5,61+0,3 mmol/l,

STZ: 25,96+1,73 mmol/l, STZ+mildr: 18,29+2,83 mmol/l, STZ+metf. 17,43+2,94 mmol/l,

STZ+mildr+metf: 18,82 +2,7 mmol/l, F(4,49)=18,51, p<0,0001.
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3.9. att. Vidgjas glikozes koncentracijas vértibas orala glikozes tolerances testa STZ diabéta
Zurkam, kas arstétas ar mildronatu (100 mg/kg/d, 6 nedglas, per 0s), metforminu (100 mg/kg/d, 6
nedelas, per 0s), vai mildronata kombinaciju ar metforminu (100+100 mg/kg/d, 6 nedélas, per
0s). Ordinatu ass — glikozes koncentracija, abscisu ass — minites péc glikozes ievadiSanas. *p<0,05,
salidzinot ar kontroles grupu, OGTT testa visas STZ dzivnieku grupas vidgjas glikozes vertibas bija
augstakas neka kontroles grupa (Newman-Keuls tests), #p<0,05, salidzinot ar STZ grupu (Newman-
Keuls tests). Vertibas tika izteiktas ka vidgjais=S.E.M. no 8-15 dzivniekiem
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Glibenklamids un ta kombinacija ar mildronatu neuzlaboja STZ grupas dzivnieku

glikozes toleranci (sk. 3.10. att.).
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3.10. att. Videjas glikozes koncentracijas vértibas orala glikozes tolerances testa Zurkam péc
arstéSanas ar mildronatu (100 mg/kg/d, 6 nedélas, per 0s), glibenklamidu (2 mg/kg/d, 6 nedélas,
per 0s) vai mildronata kombinaciju ar glibenklamidu (100+2 mg/kg/d, 6 nedg€las, per 0s).
Ordinatu ass — glikozes koncentracija, abscisu ass — laiks (mintités) péc glikozes ievadiSanas. *p<0,05,
salidzinot ar kontroles grupu, OGTT testa visas STZ dzivnieku grupas vid&jas glikozes vértibas bija
augstakas neka kontroles grupa (Newman-Keuls tests), #p<0,05, salidzinot ar STZ grupu (Newman-

Keuls tests). Vertibas tika izteiktas ka vid&jais+S.E.M. no 8-15 dzivniekiem

STZ grupas dzivniekiem nenovéroja Statistiski ticamu pielietotas terapijas ietekmi uz
kopgja holesterina, trigliceridu un ketonvielu koncentraciju (nav attélots). Glibenklamida un
mildronata+glibenklamida terapija izraisijja nelielu insulina Itmena palielinasanos (STZ:
0,20+0.03 ng/ml, STZ+glibenklamids: 0.31£0.03 ng/ml; STZ+mildronats+glibenklamids:
0,35+0,07 ng/ml; p<0,05), tomer Skiet, ka pie tik niecigam insulina koncentracijam $adam
izmainam nav kliiskas nozimes.

Mildronats un ta kombinaciju ar metforminu vai glibenklamidu samazinaja svara
zudumu STZ zurkam péc 6 ned€lu terapijas (STZ: 212,22+13,109, STZ+mildronats:
260,00+17,13 g, STZ+mildronats+glibenklamids: 251,43+11,00 g;
STZ+mildronats+metformins: 275,00+14,43g; F(6,63)=5,154, p<0,002).

Savukart glibenklamida un metformina monoterapija dzivnieku svaru neietekméja (Sk.
3.11. att.). Tas varétu nozimét, ka mildronats veicina anabolos procesus, uzlabojot jutibu pret

insulinu vai citada veida veicinot glikozes transportu Stinas.
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3.11.att. Dzivnieku masas izmainas dzivnieku grupas, kas arstétas ar mildronatu (100 mg/kg/d,
6 nedelas, per 0s), metforminu (100 mg/kg/d, 6 nedélas, per 0s), glibenklamidu (2 mg/kg/d, 6
nedglas, per 0s), mildronata kombinaciju ar metforminu (100+100 mg/kg/d, 6 nedélas, per 0s) vai
glibenklamidu (100+2 mg/kg/d, 6 nedélas, per 0s). *p<0,05, salidzinot ar kontroles grupu (nepara t-
tests), #p<0,03, salidzinot ar STZ grupu (nepara t-tests). Veértibas tika izteiktas ka vid&jais+S.E.M. no
8-15 dzivniekiem

3.1.2. Mildronata un ta kombinaciju ar metforminu un glibenklamidu ietekme uz
metabolisma parametriem eksperimentala diabéta HS modeli

Dzivniekiem ar eksperimentalo diabétu HS modeli visas grupas, salidzinot ar kontroles
grupu, svars bija samazinats, bet 6 ned€lu terapija ar mildronatu, glibenklamidu, metforminu
vai preparatu kombinacijam to neietekméja (nav paradits).

Tapat preparatu ietekmé nenovéroja glikozes Iimena izmainas ka ne€dinatiem, ta ari
pagédusiem dzivniekiem.

Glibenklamida un mildronata+glibenklamida terapija neizmainija ketonvielu limeni
(nav paradits), bet mildronata monoterapija un mildronata kombinacija ar metforminu
ketonvielu koncentraciju pazeminaja (sk. 3.12.att.). Vidéja ketonvielu koncentracija grupas
bija $ada:- kontrole: 1,02+0,09 mmol/l, HS: 3,24+0,38 mmol/l, HS+mildr: 2,01+0,34 mmol/1,
HS+metf: 3,43+0,32 mmol/l, HS+mildr+metf: 1,96+0,34 mmol/l; F(4,45)=10,27, p<0,0001).
Turklat, kombingjot mildronatu ar metforminu, ketonvielu Iimenis samazinajas, kas netika

noverots metformina monoterapijas grupa.
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3.12.att. Ketonvielu I'menis HS dzivnieku grupas péc arstéSanas ar mildronatu (100 mg/kg/d, 6
nedelas, per 0s), metforminu (100 mg/kg/d, 6 nedelas, per 0s) vai mildronata kombinaciju ar
metforminu (100+100 mg/kg/d, 6 nedélas, per 0s). *p<0,05, salidzinot ar kontroles grupu (Newman-
Keuls tests), #p<0,05, salidzinot ar HS grupu (Newman-Keuls tests), 'p<0,05, salidzinot HS+metf un

HS+mildr grupu, 2p<0,05, salidzinot HS+metf un HS+mildr+meft grupu. Vértibas tika izteiktas ka
vidgjais+S.E.M. no 8-15 dzivniekiem

HS Zurkam noveroja ari paaugstinatu trigliceridu Iimeni (kontrole: 1,46+0,09 mmol/l,
HS: 3,46+0,47 mmol/l, p<0,05), kuru pazeminaja mildronats (2,32+ 0,25 mmol/l, p<0,05 pret
HS grupu) (sk. 3.13.att.). Glibenklamida, metformina vai mildronata kombinacijam ar

glibenklamidu un metforminu $ada efekta nebija.

61

trigliceridi, mmol/l

& &
SR
NN
.. \&
N
%@

3.13.att. Trigliceridu Iimenis HS dzivnieku grupas péc arstéSanas ar mildronatu (100 mg/kg/d, 6
nedelas, per 0s), metforminu (100 mg/kg/d, 6 nedelas, per 0s) vai mildronata kombinacijas ar
metforminu (100+100 mg/kg/d, 6 nedelas, per 0s). Rezultats péc grupu salidzinasanas ar
vienvirziena ANOVA F(4,45)=10,39, p<0,0001; *p<0,05, salidzinot ar kontroles grupu (Newman-

Keuls tests), #p<0,05, salidzinot ar HS grupu (nepara t tests). Vertibas tika izteiktas ka
vidgjais+S.E.M. no 8-15 dzivniekiem
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No visiem izmantotajiem preparatiem un kombinacijam vienigi mildronats HS zurkam

pazeminaja kopéja holesterina daudzumu (sk. 3.14. att.).
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3.14.att. Kopéja holesterina Iimenis HS dzivnieku grupas péc arstéSanas ar mildronatu (100
mg/kg/d 6 nedélas, per 0s), metforminu (100 mg/kg/d 6 nedelas, per 0s) vai mildronata
kombinaciju ar metforminu (100+100 mg/kg/d 6 nedélas, per 0s). *p<0,05 , salidzinot ar kontroles
grupu (Newman-Keuls tests), #p<0,05, salidzinot ar HS grupu (nepara t tests). Veértibas tika izteiktas
ka vidgjais+S.E.M. no 8-15 dzivniekiem

Insulina Itmeni HS Zzurkam palielinaja tikai glibenklamids un ta kombinacija ar
mildronatu (kontrole: 1,23+0,31 ng/ml; HS: 0,76+0,12 ng/ml; HS+glib: 1,20+0,18 ng/ml;
HS+mildr+glib :1,17+0,16 ng/ml; p<0,05 salidzinot HS un HS+glib (nepara t-tests)); p<0,05
salidzinot HS un HS+mildr+glib(nepara t-tests) (sk. 3.15. att.). Metforminam un mildronata

kombinacijai ar metforminu ietekmes uz insulina koncentraciju nebija (nav paradits).
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3.15.att. Insulina limenis HS dzivnieku grupas péc arstéSanas ar mildronatu (100 mg/kg/d, 6
nedelas, per 0s), glibenklamidu (2 mg/kg/d, 6 nedéelas, per 0s) vai mildronata kombinaciju ar
glibenklamidu (100+2 mg/kg/d, 6 nedélas, per 0s). #p<0,05, salidzinot ar HS grupu (nepara t tests).

Vertibas tika izteiktas ka videjais=S.E.M. no 8-15 dzivniekiem
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Interesanti, ka atskiriba no STZ zurkam, HS zurkam glikozes tolerance OGTT laika
uzlabojas mildronata, mildronata+glibenklamida un glibenklamida ietekmé (3.16. att.), bet

neuzlabojas metformina arstéSanas rezultata (nav attélots).
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3.16.att. OGTT rezultati HS dzivnieku grupas péc arstéSanas ar mildronatu (100 mg/kg/d, 6
nedelas, per 0s), glibenklamidu (2 mg/kg/d, 6 nedélas, per 0S) vai mildronata kombinaciju ar
glibenklamidu (100+2 mg/kg/d, 6 nedélas, per 0s). *p<0,05, salidzinot ar kontroles grupu, OGTT
laika visas HS dzivnieku grupas vidgjas glikozes vertibas bija augstakas, neka kontroles grupa
(Newman-Keuls tests), #p<0,05 , salidzinot ar HS grupu (Newman-Keuls tests). Vértibas tika izteiktas
ka vidgjais+S.E.M. no 8-15 dzivniekiem

Dzivnieku masa HS grupas bija mazaka, salidzinot ar kontroli. Pielietota terapija masas

dinamiku neietekméja (nav paradits).
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3.17.att. HbA1c% limenis HS dzivnieku grupas péc arstéSanas ar mildronatu (100 mg/kg/d, 6
nedelas, per 0s), metforminu (100 mg/kg/d, 6 nedelas, per 0s) vai mildronata kombinaciju ar
metforminu (100+100 mg/kg/d, 6 nedelas, per 0s). *p<0,05, salidzinot ar kontroles grupu, (Newman-
Keuls tests), #p<0,05, salidzinot ar HS grupu (Newman-Keuls tests). Veértibas tika izteiktas ka

vidgjais+S.E.M. no §-15 dzivniekiem
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ArstéSana ar glibenklamidu un ta kombinaciju ar mildronatu neietekméja HS grupu
zurku HbA1¢% (nav paradits). Savukart metfomins, mildronats un abu preparatu kombinacija
samazinaja HbA1c% statistiski ticami (kontrole: 3,72+0,05%, HS: 7,67+0,29 %, HS+metf:
6,32+0,17%, HS+mildr: 6,67+0,27% , HS+mildr+metf: 6,42+0,46 mmol/l; F(4,45)=26,83,
p<0,0001), (sk. 3.17.att)..

3.2. Glikozes transportétaju ekspresijas izmainas cukura diabéta un farmakologisko
Iidzeklu ietekmé

3.2.1. GLUT1 ekspresijas izmainas nierées, sirdi, aknas un skeleta muskulos
dzivniekiem ar eksperimentalo diabétu STZ modeli

Izmeklgjot eksperimentalo zurku nieres histologiki, konstatéjam, ka STZ diabgts izraisa
nelielas degenerativas parmainas nierés, kas izpaudas ka peréklveida nieru kanalinu
hidropiska un graudaina distrofija, glomerulu tiiska, pilnasiniba. Visas arstéto diab€tisko
dzivnieku grupas, kuri sanéma mildronatu, glibenklamidu, metforminu vai mildronata
kombinacijas ar abiem preparatiem, minétas ieckaisigajas un degenerativa rakstura parmainas
bija mazak izteiktas (nav att€lots). Miisu pétijuma iegiitie rezultati parada, ka nierés GLUT1
ekspresé proksimalo un distalo kanalinu $tinas. Salidzinot GLUT1 ekspresiju dazados organos
- aknas, nierées, sirdi un muskulaudos - jasecina, ka nierés ta ekspresija ir visizteiktaka.

MRNS ekspresija tika izteikta ka RQ (relative quantification vai relativa kvantificéSana,
kas nozimé géna ekspresijas izmainas salidzinot ar kontroles paraugu. Saja darba géna
ekspresija viena no kontroles grupas paraugiem tika pienemta par 1, bet visu pargjo paraugu
géna ekspresija tika izteikta, salidzinot ar So paraugu).

STZ Zzurkam novérojam izteiktu GLUT1 mRNS ekspresijas pieaugumu (RQ — kontrole:
0,51 +0,17; STZ: 10,88+2,625; STZ+mildr: 4,48+1,43; STZ+metf: 0,95+0,15; STZ+glib:
2,11£0,766; STZ+mildr+metf: 0,89+0,27, STZ+mildr+glib: 1,65+0,31; F(6,34)=5,52).
Savukart arstéana ar mildronatu, glibenklamidu, metforminu vai mildronata kombinacijam ar
metforminu un glibenklamidu to atkal samazinaja (p<0,05, Newman-Keuls tests; sk. 3.18.
att.).

Ar1 vértgjot proteina limeni, GLUTL ekspresija pieauga STZ modela dzivniekiem, un ta

samazinajas pielietoto preparatu un to kombinaciju ietekmé (vienvirziena ANOVA
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F(6,28)=7,019, p<0,0001. STZ diabéts palielinaja GLUT1 pozitivo $tinu skaitu nierés — (STZ)
94 + 9 vs. (kontrole) 33 + 7 §Gnas/mm?, p = 0,002 (sk. 3.19. att).
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3.18.att. GLUT1 mRNS ekspresija STZ Zurku nierés péc arstéSanas ar mildronatu (100
mg/kg/d, 6 nedélas, per 0s), metforminu (100 mg/kg/d, 6 nedéelas, per 0s), glibenklamidu (2
mg/kg/d, 6 nedelas), mildronata kombinaciju ar metforminu (100+100 mg/kg/d, 6 nedélas, per
0s) vai mildronata kombinaciju ar glibenklamidu (100+2 mg/kg/d 6 nedgélas, per 0s). *p<0,05,
salidzinot ar kontroles grupu, (Newman-Keuls tests), #p<0,05, salidzinot ar STZ grupu (Newman-

Keuls tests). Vertibas tika izteiktas ka vidgjais+S.E.M. no 7-9 dzivniekiem

2

£ 150-
=
) *
|§ _‘]_OO-
o o]
'S e 4
. :
o 501 ] # ¢ #
o e
~ L "
5 oo
= g —
(D L L L L L
NP & S & S
SR G ’ ’\3‘%\\ «X(& &
PG
LS

3.19.att. GLUT1 pozitivo §anu skaits STZ Zurku nierés péc arstéeSanas ar mildronatu (100
mg/kg/d, 6 nedgelas, per 0s), metforminu (100 mg/kg/d, 6 nedélas, per 0s), glibenklamidu (2
mg/kg/d, 6 nedelas), mildronata kombinaciju ar metforminu (100+100 mg/kg/d, 6 nedelas, per
0S) vai mildronata kombinaciju ar glibenklamidu (100+2 mg/kg/d, 6 nedélas, per 0s). *p<0,05,
salidzinot ar kontroles grupu, (Newman-Keuls tests), #p<0,05, salidzinot ar STZ grupu (Newman-

Keuls tests). Veértibas tika izteiktas ka vidgjais£S.E.M. no 5-7 dzivniekiem
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STZ modela zurkam mildronats, glibenklamids, ka arT mildronata un glibenklamida
kombinacija samazinaja GLUT1 pozitivo Stinu skaitu, salidzinot ar streptozotocina grupu -
(STZ+mildr): 28 + 8 vs (STZ) 94 + 9 §iinas/ mm?, p = 0,02; un (STZ+mildr+glib): 47 + 11 vs
(STZ) 94 + 9 Stnas/mm?% p = 0,01; (STZ+metf): 29 + 5 vs (STZ): 94 + 9 Sinas/ mm?,
(STZ+mildr+metf):  26+12 vs (STZ): 94 + 9 Stnas/ mm® (sk. 3.19. att.). Jaatzimg, ka
mildronata kombinacijas ar glibenklamidu un metforminu neizraisija izteiktaku GLUT1
ekspresijas samazinajumu nierés neka atseviski lietotie preparati.

Izvertéjot proteina Itmeni aknas, jasecina, ka GLUT1 ekspresija STZ grupas zurkam
pieaug, bet pielietotie terapijas veidi to statistiski ticami samazinaja (sk. 3.20. att). GLUT1
proteina ekspresija aknas eksperimentalajas grupas bija §ada- kontrole: 5,6+1,69 $tinas/mm?
STZ: 12,6+3,08 iinas/mm’, STZ+mildr 6,4+1,3 §inas/mm’, STZ+metf 1,4+0,5 §inas/mm’,
STZ+glib: 7+1,4 $tinas/mm?, STZ+mildr+metf: 0,8 +0,2 $iinas/mm?, STZ+mildr+glib: 6+1,79
stinas/mm?’; F(6,32)=5,11, p=0,0009.
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3.20.att. GLUT1 pozitivo $iinu skaits STZ Zurku aknas péc arstéSanas ar mildronatu (100
mg/kg/d, 6 nedélas, per 0s), metforminu (100 mg/kg/d, 6 nedelas, per 0s), glibenklamidu (2
mg/kg/d, 6 nedélas), mildronata kombinaciju ar metforminu (100+100 mg/kg/d, 6 nedelas, per
0s) vai mildronata kombinaciju ar glibenklamidu (100+2 mg/kg/d, 6 nedélas, per o0s) . *p<0,05,
salidzinot ar kontroles grupu, (Newman-Keuls tests), #p<0,05, salidzinot ar STZ grupu (Newman-
Keuls tests). Vertibas tika izteiktas ka vidgjais+S.E.M. no 7-9 dzivniekiem

GLUT1 mRNS izmaigas aknas bija neviennozimigas (sk. 3.21.att.). Atskiriba no
GLUT1 proteina ekspresijas, STZ grupa GLUT1 mRNS ekspresija nepieauga. Tacu,
salidzinot ar kontroles grupu, ta pieauga, arst€jot diabetiskas zurkas ar mildronatu,

glibenklamidu vai mildronata un glibenklamida kombinaciju (p<0,05).
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Savukart STZ+glib grupa GLUT1 mRNS pieauga ari salidzinot ar STZ grupu (p<0,05).
RQ dati grupas bija $adi - kontrole: 0,4+0,2; STZ: 0,63+0,16; STZ+mildr: 7,56+2,62;
STZ+metf:  0,51+0,10; STZ+glib: 33,87+7,94; STZ+mildr+metf: 1,148  +0,16;
STZ+mildr+glib: 16,58+13,45; F(6,37)=6,785, p<0,0001. Nemot veéra GLUTI1 proteina
ekspresijas datus STZ zurku aknas, Sie rezultati var€tu noradit uz GLUTI ekspresijas

péctranskripcijas modifikacijam.
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3.21.att. GLUT1 mRNS ekspresija STZ Zurku aknas péc arstéSanas ar mildronatu (100
mg/kg/d, 6 nedélas, per os), metforminu (100 mg/kg/d, 6 nedelas, per os), glibenklamidu (2
mg/kg/d, 6 nedelas), mildronata kombinaciju ar metforminu (100+100 mg/kg/d, 6 nedé&las, per
0s) vai mildronata kombinaciju ar glibenklamidu (100+2 mg/kg/d 6 nedelas, per os). *p<0,05,
salidzinot ar kontroles grupu, (Newman-Keuls tests), #p<0,05, salidzinot ar STZ grupu (Newman-
Keuls tests). Vértibas tika izteiktas ka vidgjais£S.E.M. no 7-9 dzivniekiem

STZ Zzurkam aknas novérojam degenerativas parmainas un iekaisumu, kas izpaudas ka
fokala hepatocitu vakuolara un taukaina degeneracija, paplaSinati un infiltréti ar iekaisuma
stunam portalie trakti, palielinats megakariocttu skaits, fokala hepatocitu nekroze un apoptoze.
Sie kritériji vértejam péc histologiska aktivitates indeksa (HAI) 16 ballu sistéma. STZ diabéts
izraisTja izteiktu aknu bojajumu, bet arst&jot STZ grupas Zurkas ar mildronatu, glibenklamidu,
metforminu vai mildronata kombinaciju ar metforminu un glibenklamidu, bojajuma pakape
aknas statistiski ticami samazinajas (3.22.att.) - kontrole: 2,60 + 0,74 balles, STZ: 8,6 + 1,08
balles, STZ+mildr: 4,80 + 0,20 balles, STZ+glib: 3,8 + 1,48 balles, STZ+metf. 4,8+2 balles;
STZ+mildr+glib: 4,80 = 0,86 balles, STZ+mildr+metf: 4,2+0,8 balles; datus analiz&ja ar
vienvirziena ANOVA, F(6,28)=6,3, p<0,0003.

Sirds audos STZ diabéts izraisija nelielas degenerativas un iekaisigas parmainas:
peréklveida graudaino distrofiju, sikperéklaino mezenhimalo un parenhimatozo taukaino

degeneraciju, tisku, pilnasinibu un nelielu limfoleikocitaro infiltraciju. Visas arstéto
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diabétisko dzivnieku grupas, kuri sapéma mildronatu, glibenklamidu, metforminu vai
mildronata kombinacijas ar abiem preparatiem, minétas iekaisigas un degenerativa rakstura
parmainas bija mazak izteiktas. Sirds audos GLUT1 proteina ekspresija bija nieciga. Ta
parsvara tika novérota endokarda un perikarda, savukart miokarda to novéroja perivaskulari

atseviskajos kardiomiocttos.

HAI, balles

3.22.att. Aknu bojajuma pakape STZ Zurku aknas (novértéta péc HAI indeksa 16 ballu skala)
péc arstéSanas ar mildronatu (100 mg/kg/d, 6 nedélas, per 0s), metforminu (100 mg/kg/d, 6
nedelas, per 0s), glibenklamidu (2 mg/kg/d, 6 nedélas), mildronata kombinaciju ar metforminu
(100+100 mg/kg/d, 6 nedéelas, per 0S) vai mildronata kombinaciju ar glibenklamidu (100+2
mg/kg/d, 6 nedelas, per 0s) . *p<0,05, salidzinot ar kontroles grupu, (Newman-Keuls tests), #p<0,05,
salidzinot ar STZ grupu (Newman-Keuls tests). Veértibas tika izteiktas ka vid€jais+S.E.M. no 5-7

dzivniekiem

GLUT1 mRNS ekspresija ir liclaka STZ grupa, bet ta samazinajas, ievadot Zurkam
mildronatu (p<0,05), glibenklamidu (p<0,05) vai mildronata un glibenklamida kombinaciju
(p<0,05). GLUTI mRNS ekspresija miokarda bija $ada: - RQ: kontrole 0,56+0,24; STZ:
3,86+1,18; STZ+mildr: 1,4840,62; STZ+metf: 4,2+0,73; STZ+glib: 1,09+0,23;
STZ+mildr+metf: 5,33+0,88; STZ+mildr+glib: 0,98+0,34, F(6,36)=4,74; p=0,0012 (sk. 3.23.
att).

STZ zurkam sirds audos novéroja GLUT1 proteina ekspresijas pieaugumu (kontrole 4 +
1 $tnas/mm? vs STZ 11 + 2 §iinas/mm?, p = 0,02), bet mildronata un metformina ievadi§ana to
normaliz€ja (STZ: 11 + 2 $tinas/mm?, STZ+mildr: 5+1 $tnas/mm?; STZ+metf: 5+2

Sinas/mm? , p<0,05 pret STZ grupu).
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3.23.att. GLUT1 mRNS ekspresija STZ Zurku sirdis péc arstésanas ar mildronatu (100 mg/kg/d,
6 nedelas, per 0s), metforminu (100 mg/kg/d, 6 nedélas, per 0s), glibenklamidu (2 mg/kg/d, 6
nedelas), mildronata kombinaciju ar metforminu (100+100 mg/kg/d, 6 nedélas, per 0s) vai
mildronata kombinaciju ar glibenklamidu (100+2 mg/kg/d, 6 nedelas, per 0s). *p<0,05 , salidzinot
ar kontroles grupu, (Newman-Keuls tests), #p<0,05 statistiski ticami, salidzinot ar STZ grupu

(Newman-Keuls tests). Veértibas tika izteiktas ka vid&jais+S.E.M. no 7-9 dzivniekiem
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3.24. att. GLUT1 pozitivo $anu skaits STZ Zurku sirdis péc arstéSanas ar mildronatu (100
mg/kg/d, 6 nedgelas, per 0s), metforminu (100 mg/kg/d, 6 nedélas, per 0s), glibenklamidu (2
mg/kg/d, 6 nedelas), mildronata kombinaciju ar metforminu (100+100 mg/kg/d, 6 nedelas, per
0s) vai mildronata kombinaciju ar glibenklamidu (100+2 mg/kg/d, 6 nedélas, per 0s). *p<0,05,
salidzinot ar kontroles grupu, (Newman-Keuls tests), #p<0,05, salidzinot ar STZ grupu (Newman-

Keuls tests). Veértibas tika izteiktas ka vid€jais+S.E.M. no 5-7 dzivniekiem
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Savukart glibenklamids palielinato GLUT1 ekspresiju neietekm&ja (3.24. att.).
Mildronata kombinacijam ar glibenklamidutika novérots GLUTI1 proteina ekspresiju
pazeminosais efekts, tacu tas nebija lielaks ka mildronatam per se (STZ+mildr+glib: 3 + 1 vs
STZ: 11+ 2, $unas/mm? p=0.02 (3.24. att.). Mildronata un metformina kombinacijai bija
tendence samazinat GLUT1 proteina ekspresiju. GLUT1 proteina ekspresijas atSkiribas sirdt
eksperimentalas grupas analiz€ja ar vienvirziena ANOVA (F(6,38)=6,365, p<0,0001) un
Newman-Keuls péctestu.

Skeleta muskulos GLUTI1 ekspresija bija nieciga un nepietickami izteikta, lai varétu

analizet atSkiribas starp grupam.

3.2.2. GLUT1 ekspresijas izmainas nierées, sirdi, aknas un skeleta muskulos
dzivniekiem ar eksperimentalo diabétu HS modelt

Dzivniekiem ar eksperimentalo HS diab&tu aknas novéroja nelielu statistiski nozimigu
HAI palielinajumu, bet aknu bojajuma pakape bija daudz mazaka, neka STZ modela
dzivniekiem. ArT izmantota terapija So maz izteikto bojajumu neietekméja (nav paradits).

Tapat GLUT1 ekspresija HS Zurku aknas batiski nemainijas (3.25. att), salidzinot ar
kontroli, ka ari to neietekméja pielietota terapija ar mildronatu, metforminu, glibenklamidu
vai mildronata un metformina vai mildronata un glibenklamida kombinacijam (analizéts ar

vienvirziena ANOVA; F(6,39)=0,75; p=0,61.)

/mm?
g

vas Sunas

GLUT1 pozit

3.25. att. GLUT1 pozitivo §anu skaits HS Zurku aknas péc arstéSanas ar mildronatu (100
mg/kg/d, 6 nedgelas, per 0s), metforminu (100 mg/kg/d, 6 nedélas, per 0s), glibenklamidu (2
mg/kg/d, 6 nedelas), mildronata kombinaciju ar metforminu (100+100 mg/kg/d, 6 nedelas, per
0S) vai mildronata kombinaciju ar glibenklamidu (100+2 mg/kg/d, 6 nedélas, per 0s). *p<0,05,
salidzinot ar kontroles grupu, (Newman-Keuls tests), #p<0,05, salidzinot ar HS grupu (Newman-Keuls

tests). Vertibas tika izteiktas ka vid€jais£S.E.M. no 5-7 dzivniekiem
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Salidzinot ar kontroli, HS Zzurku aknas pastiprinati tika ekspreséta GLUT1 mRNS (RQ
— kontrole: 0,86+0,41; HS: 6,2143,33; p<0,05), bet pargjas grupas sava starpa neatskiras (Sk.
3.26. att.).
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3.26. att. GLUT1 mRNS ekspresija HS Zurku aknas péc arstéSanas ar mildronatu (100 mg/kg/d,
6 nedelas, per 0s), metforminu (100 mg/kg/d, 6 nedélas, per 0s), glibenklamidu (2 mg/kg/d, 6
nedélas), mildronata kombinaciju ar metforminu (100+100 mg/kg/d, 6 nedelas, per 0s) vai
mildronata kombinaciju ar glibenklamidu (100+2 mg/kg/d, 6 nedélas, per 0s) s. *p<0,05,
salidzinot ar kontroles grupu, (Newman-Keuls tests), #p<0,05, salidzinot ar HS grupu (Newman-Keuls

tests). Vertibas tika izteiktas ka vid€jais=S.E.M. no 7-9 dzivniekiem

HS Zurku skeleta muskulos GLUT1 ekspresija bija parak nieciga un nepietickama, lai
analiz&tu atSkiribas starp grupam.

Ar1 HS modela dzivniekiem GLUT1 proteina ekspresija bija visizteiktaka nier€s,
salidzinot ar to, ko novéroja aknas, sirdi un muskulos. Analiz&jot vidéjos GLUT1 proteina
ckspresijas raditajus grupas ar vienvirziena ANOVA, konstatgjam statistiski ticamas
atSkiribas starp HS dzivnieku grupam (F(6,28)<0,0001). HS dzivniekiem GLUT]1 proteina
ekspresija pieauga nieru distalos un proksimalos kanalinos (kontrole: 38+3,8 vs HS: 72+10
$inas/mm?, p<0,05).

levadot HS modela Zurkam mildronatu, metfominu, mildronata kombinacijas ar
metforminu vai glibenklamidu, GLUT1 ekspresija normalizgjas (HS+mildr: 2846 Siinas

2 HS+metf+mildr: 38+8 sanas/mm? HS+mildr+glib:

/mm?, HS+metf: 3644 3inas /mm
13+1,6 $tnas /mm?, p<0,05 vs HS 72+10 $tinas/mm®). Glibenklamida monoterapijai $adas

ietekmes nebija (HS+glib: 59+7.8 $iinas /mm?® , p>0,05 vs HS) (sk. 3.27.att.).
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3.27.att. GLUT1 pozitivo Sinu skaits HS Zurku nierés péc arstéSanas ar mildronatu (100
mg/kg/d, 6 nedelas, per 0s), metforminu (100 mg/kg/d, 6 nedéelas, per 0s), glibenklamidu (2
mg/kg/d, 6 nedelas), mildronata kombinaciju ar metforminu (100+100 mg/kg/d, 6 nedelas, per
0s) vai mildronata kombinaciju ar glibenklamidu (100+2 mg/kg/d, 6 nedélas, per 0s). *p<0,05,
salidzinot ar kontroles grupu, (Newman-Keuls tests), #p<0,05, salidzinot ar HS grupu (Newman-Keuls

tests). Vertibas tika izteiktas ka vid€jais+S.E.M. no 5-7 dzivniekiem

GLUTI1 mRNS ekspresija péc HS zurku 6 ned€lu arstéSanas grupas atskiras, analizgjot
ar vienvirziena ANOVA, F(6,38)=3,34, p=0,0096. HS grupa GLUT1 mRNS ekspresija
pieauga (kontrole 3,26+1,29; HS RQ: 74,134+40,80, p<0,05, Mann-Whitney U-tests). Statistiski
ticamu GLUT1 géna ekspresijas samazinajumu HS Zurkam novéroja tikai mildronata grupa

(HS+mildr RQ: 8,94+3,05, p<0,05 salidzinot ar HS grupu, sk. 3.28. att.).
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3.28.att. GLUT1 mRNS ekspresija HS Zurku nierés péc arstéSanas ar mildronatu (100 mg/kg/d,
6 nedélas, per 0s), metforminu (100 mg/kg/d, 6 nedelas, per 0s), glibenklamidu (2 mg/kg/d, 6
nedéelas), mildronata kombinaciju ar metforminu (100+100 mg/kg/d, 6 nedg€las, per 0s) vai

mildronata kombinaciju ar glibenklamidu (100+2 mg/kg/d, 6 nedélas, per 0s). *p<0,05, salidzinot
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ar kontroles grupu, (Mann-Whitney U-tests), #p<0,05, salidzinot ar HS grupu (Mann-Whitney U-tests).

Vertibas tika izteiktas ka videjais=S.E.M. no 7-9 dzivniekiem

Analizéjot GLUT1 mRNS ekspresijas datus HS modela zurkam sirdi ar vienvirziena
ANOVA, konstatéta statistiski ticamas atskiribas (F(4,20)=6,77, p=0,0013). GLUT1 mRNS
ekspresija HS grupa (RQ: 9,32+3,94) un HS+mildr grupa (RQ: 15,03+7,12), ka ari
HS+mildr+glib grupa (RQ: 4,79+2,51) salidzinot ar kontroles grupu (RQ: 4,77+1,79; p>0,05,
Mann-Whitney U-tests) batiski neizmainijas.

HS+metf un HS+mildr+metf grupas GLUT1 mRNS ekspresija nebija nosakama, bet
glibenklamida grupa, salidzinot ar kontroles un HS grupu, novéroja izteiktu GLUTI1 géna
ekspresijas pieaugumu (RQ: 33,83+ 5,68; p<0,05, Mann-Whitney U-tests), lidz (sk. 3.29. att.).
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3.29.att. GLUT1 mRNS ekspresija HS Zurku sirdi péc arstéSanas ar mildronatu (100 mg/kg/d 6
nedglas, per 0s), metforminu (100 mg/kg/d 6 nedglas, per 0s), glibenklamidu (2 mg/kg/d 6
nedélas), mildronata kombinaciju ar metforminu (100+100 mg/kg/d 6 nedélas, per 0s) vai
mildronata kombinaciju ar glibenklamidu (100+2 mg/kg/d 6 nedélas, per 0s) ievadiSanas.
*p<0,05, salidzinot ar kontroles grupu, (Mann-Whitney U-tests), #p<0,05, salidzinot ar HS grupu
(Mann-Whitney U-tests). Vertibas tika izteiktas ka vid€jais+S.E.M. no 7-9 dzivniekiem

Atskirigi rezultati tika iegtti par GLUT1 protemna ekspresiju sirdi HS modela
dzivniekiem. Starp grupam tika noverota statistiski ticama atSkiriba, analiz&jot ar vienvirziena
ANOVA, F(6,41)=6,86, p<0,0001. HS dzivniekiem, salidzinot ar kontroles grupu, GLUT1
proteina ekspresija pieauga (kontrole: 4,00+0,87 §iinas/mm?, HS: 9,13+2,17 &inas/mm?,
p<0,05, Neuman-Keuls tests) , bet to normaliz€ja mildronata un samazinaja - glibenklamida

terapija (HS+mildr 3,90+ 1,04 $tinas/mm?, HS+glib 1,20+ 0,37 Stinas/mm?, p<0,05, Neuman-
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Keuls tests (sk. 3.30. att.). Metforminam, ka arT preparatu kombinacijam nekadu ietekmi uz

GLUTT1 proteina ekspresiju sirdi1 HS dzivniekos nenovéroja.
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3.30.att. GLUT1 proteina ekspresija HS Zurku sirdi péc arstéSanas ar mildronatu (100 mg/kg/d,
6 nedelas, per 0s), metforminu (100 mg/kg/d, 6 nedélas, per 0s), glibenklamidu (2 mg/kg/d, 6
nedelas), mildronata kombinaciju ar metforminu (100+100 mg/kg/d, 6 nedelas, per 0s) vai
mildronata kombinaciju ar glibenklamidu (100+2 mg/kg/d, 6 nedélas, per 0s). *p<0,05, salidzinot
ar kontroles grupu, (Newman-Keuls tests), #p<0,05, salidzinot ar HS grupu (Newman-Keuls tests).

Vertibas tika izteiktas ka vid&jais£S.E.M. no 5-7 dzivniekiem.

3.2.3. GLUT4 ekspresijas izmainas skeleta muskulos un sirdi dzivniekiem ar
eksperimentalo diabetu STZ modeln.

GLUT4 ekspresiju STZ modela dzivniekiem pétijam tikai sirdi un $kérssvitrotaja
muskulattra, kur, atbisltosi literatiras datiem, $is glikozes transportétajs ir ekpreséts. Nemot
vera to, ka pétjjumos par GLUT1 mildronatam un glibenklamidam, ka arT mildronatam un
metforminam, nenovérojam aditivo efektu, dzivnieku grupas, kuri sap@ma preparatu
kombinacijas GLUT4 ekspresijas analizi neveicam.

Analizgjot ar Kruskal-Wallis testu, GLUT4 mRNS vidgja ekspresija skeleta muskulos
starp eksperimenta grupam at$kiras statistiski ticami (p<0,05). Atseviski salidzinot grupas
sava starpa, STZ modela dzivniekiem novéroja palielinatu GLUT4 mRNS ekspresiju, kuru
neietekm@ja pielietota terapija (RQ kontrole: 0,70+0,24, STZ: 20,17+10,11; STZ+mildr:
21,8247,29; STZ+metf: 15,87+5,10; STZ+glib: 18,98+6,95; p<0,05 pret kontroles grupu;
Mann-WhitneyU-tests (sk. 3.31. att.).
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3.31. att. GLUT4 mRNS ekspresija STZ Zurku skeleta muskulos péc arstéSanas ar mildronatu

(100 mg/kg/d, 6 nedélas, per 0s), metforminu (100 mg/kg/d, 6 nedélas, per 0s) vai glibenklamidu
(2 mg/kg/d, 6 nedelas). *p<0,05, salidzinot ar kontroles grupu, (Mann-Whitney U-tests), #p<0,05,
salidzinot ar HS grupu (Mann-Whitney U-tests). Vértibas tika izteiktas ka vid€jais+S.E.M. no 7-9

dzivniekiem

Analizgjot ar vienvirziena ANOVA, GLUT4 proteina ekspresijas videjas vertibas starp
grupam statistiski ticami atskiras,; F(4,20)=7,68, p=0,0006. Salidzinot ar kontroli, GLUT4
proteina ekspresija STZ grupa samazinajas (kontrole: 43+19 §inas/mm® vs STZ: 1346
$linas/mm?, p<0,05), bet mildronata un metformina terapija to statistiski ticami palielinaja
(STZ+mildr: 34+9 $tinas/mm?, STZ+metf: 114424 $iinas/mm?, p<0,05, salidzinot ar STZ
grupu). Salidzinot ar STZ grupu, glibenklamids GLUT4 proteina ekspresiju STZ dzivniekiem
neietekméja (sk. 3.32. att.).
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3.32. att. GLUT4 pozitivo §iinu skaits STZ Zurku skeleta muskulos péc arstéSanas ar
mildronatu (100 mg/kg/d, 6 nedgelas, per 0s), metforminu (100 mg/kg/d, 6 nedélas, per 0s),
glibenklamidu (2 mg/kg/d, 6 nedélas). (*p<0,05 pret kontroles grupu, #p<0,05 pret STZ grupu.
Kruskal-Wallis tests ar sekojoSu Dunn’s pectestu). Vertibas tika izteiktas ka vid&jais=S.E.M. no 5-7

dzivniekiem.
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Starp grupam GLUT4 mRNS vid€ja ekspresija sirdi statistiski ticami atSkiras (analiz&ts
ar vienvirziena ANOVA, F(4,21)=25,37; p<0,0001). STZ grupa GLUT4 mRNS ekspresijas
izmainas, salidzinot ar kontroli, nenovéroja. Tomér, arstgjot diab&tiskos dzivniekus ar
mildronatu un glibenklamidu, GLUT4 mRNS ekspresija samazinajas (RQ STZ: 40,75+6,37;
STZ+mildr: 14,04+6,40; STZ +glib: 15,95+3,88, p<0,05 salidzinot ar STZ grupu, Mann-
WhitneyU-tests).

Savukart, arstgjot dzivniekus ar metforminu,GLUT4 mMRNS ekspresija izteikti
palielingjas (RQ STZ+metf: 213,54+ 42,05, p<0,05 salidzinot ar STZ grupu) (sk. 3.33. att.).
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3.33. att. GLUT4 mRNS ekspresija STZ Zurku miokarda péc arstéSanas ar mildronatu (100

mg/kg/d 6 nedélas, per 0s), metforminu (100 mg/kg/d 6 nedélas, per 0s) vai glibenklamidu (2
mg/kg/d 6 nedelas). *p<0,05, salidzinot ar kontroles grupu, (Mann-WhitneyU-tests), #p<0,05,
salidzinot ar HS grupu (Mann-WhitneyU-tests). Vértibas tika izteiktas ka vid&jais=S.E.M. no 7-9

dzivniekiem

STZ dzivniekiem novéroja samazinatu GLUT4 proteina ekspresiju (kontrole: 52+16
Stinas/mm?, STZ: 25+7 §inas/mm?, p<0,05), bet pielictota arstésana to atjaunoja (STZ+mildr:
46+ 15 $tinas/mm?, STZ+metf: 68+ 18 $iinas/mm?, STZ+glib: 58+ 24 S$iinas/mm? | p<0,05
salidzinot ar STZ grupu) (sk. 3.34. att.).
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3.34. att. GLUT4 pozitivo §anu skaits STZ Zurku miokarda péc arstéSanas ar mildronatu (100

mg/kg/d 6 nedélas, per 0s), metforminu (100 mg/kg/d 6 nedélas, per 0s) vai glibenklamidu (2
mg/kg/d 6 nedelas). (*p<0,05 pret kontroles grupu, #p<0,05 pret STZ grupu. Kruskal-Wallis tests ar

sekojoSu Dunn’s péctestu). Vertibas tika izteiktas ka vid€jais£S.E.M. no 5-7 dzivniekiem

3.2.4. 1,4 dihidropiridinu ietekme uz GLUT1 ekspresijas izmainam nierés dzivniekiem
ar eksperimentalo STZ diabétu

Megs izpétijam GLUT1 ekspresijas izmainas STZ zurku nierés ar1 12 dienas péc STZ
ievadiSanas. legutie rezultati liecina, ka GLUT1 ekspresija diab&tisko zurku nierés piecaug jau
agrini, 12 dienas péc STZ ievadiSsanas, bet 1,4 DHP AV-153 $o pastiprinato ekspresiju
samazina gandriz lidz kontroles limenim péc tris dienu ievadiSanas (0,5 mg/kg per os) (sk.
3.35. att.)
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3.35.att. GLUT1 pozitivo $iinu skaits STZ Zurku nierés péc 1,4 DHP AV-153 (0,5 mg/kg/d 3
dienas, per 0s) ievadiSanas. *p<0,05 pret kontroles grupu, #p<0,05 pret STZ grupu. Kruskal-Wallis

tests ar sekojoSu Dunn’s pectestu. Vertibas tika izteiktas ka vid€jais+S.E.M. no 5-7 dzivniekiem
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3.3. Terapijas ietekme uz NO' veidoSanas intensitati audos dzivniekiem ar
eksperimentalo cukura diabétu

3.3.1. NO' veidosanas seSu nedélu dinamika audos dzivniekiem ar eksperimentalo STZ
diabétu

Lai novértétu NO. produkcijas izmainas izteiktas hiperglik€mijas apstaklos, mes
noteicam NO. koncentraciju dazados STZ Zzurku audos p€c cukura diabéta ierosinaSanas.
Smadzenu garoza un smadzenités NO. pieaugumu novéroja tikai vienu nedélu péc diabéta
ierosinasanas (smadzenu garoza - kontrole; 35,0+2,6 ng/g audu, STZ: 60,1+6,7 ng/g audu,
p<0,05; smadzenites - kontrole: 20,5+1,6 ng/g audu, STZ: 32,4+2,2 ng/g audu, p<0,05). Sakot
ar otro ned€lu NO. koncentracija normaliz€jas (nav paradits).

Sakot ar vienu ned€lu péc STZ ievadiSanas, dzivnieku nier€s, aknas un skeleta
muskulos novéroja stabilu NO™ pieaugumu (nierés 48 st peéc STZ), kas turpinajas lidz pat
piektajai, sestajai nedélai péc STZ ievadisanas (3.36., 3.37., 3.37. att.). Diabétiskiem
dzivniekiem, iznemot ceturto un sesto ned€lu péc STZ ievadisanas, NO" koncentracija nieres

bija statistiski ticami lielaka neka kontroles grupa (p<0,05, nepara t-tests) (kontrole: 1,0 +0,5
ng/g, 48 st pec STZ ievadiSanas: 7,5+2,8 ng/g, 1 nedelu péc STZ: 27,8+4,1 ng/g, 2 ned€las
peéc STZ: 13,0+£3,9 ng/g, 3 nedelas pec STZ: 13,8+4,00 ng/g, 4 nede€las peéc STZ: 18,4+11,00
ng/g, 5 nedélas péc STZ: 19,8 +£6,1 ng/g, 6 nedelas pec STZ: 6,7+4,2 ng/g) (3.36. att.).
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3.36. att. NO' koncentracijas izmainas nierés Wistar Zurkam seSu nedélu laika péc cukura
diabéta ierosinasanas ar STZ. *p<0,05, salidzinot ar kontroles grupu, (nepara t-tests), #p<0,05,
salidzinot ar NO' limeni 48 st péc STZ ievadiSanas (nepara t-tests). Ordinatu ass — slapekla oksida

koncentracija audos. Abscisu ass — laiks péc STZ injekcijas. Vertibas tika izteiktas ka vidgjais+S.E.M.

no 8-15 dzivniekiem
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Aknas NO' veidosanas statistiski ticamu picaugumu novéroja, sakot ar pirmo ned&lu péc

STZ ievadisanas, un tas saglabajas Iidz piektajai ned€lai péc STZ ievadisanas (p<0,05 pret
kontroles grupu) kontrole: 46,6+7,2 ng/g, 48 st péc STZ ievadisanas: 52,7+13,7 ng/g, 1 nedEla
pec STZ ievadisanas: 154,7+15,8 ng/g, 2 ned€las péc STZ ievadiSanas: 95,5+12,7 ng/g, 3
ned€las péc STZ ievadiSanas: 103,1£20,1 ng/g, 4 ned€las peéc STZ ievadisSanas: 95,1+29,4
ng/g, 5 nedélas péc STZ ievadiSanas: 101,8+12,9 ng/g, 6 nedélas pec STZ ievadiSanas:
37,94£8,7 ng/g) (sk. 3.37. att.).
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3.37. att. NO" koncentracijas izmainas aknas Wistar Zurkam seSu nedélu laika péc cukura
diabéta ierosinasanas ar STZ. *p<0,05, salidzinot ar kontroles grupu, (nepara t-tests), #p<0,05,
salidzinot ar NO' Iimeni 48 st péc STZ ievadiSanas (nepara t-tests). Ordinatu ass — slapekla oksida

koncentracija audos. Abscisu ass — laiks péc STZ injekcijas. Vertibas tika izteiktas ka vidgjais+S.E.M.

no 8-15 dzivniekiem

Skeleta muskulos arT NO' veidoSanas pieaugumu noveéroja, sakot ar pirmo nedélu péc

STZ ievadisanas, un lidzigi ka nierés un aknas, statistiski ticami augstaka NO" produkcija
muskulos saglabajas 1idz piektajai nedélai péc STZ ievadiSsanas (p<0,05 pret kontroles grupu),
bet 6. nedéla novéroja NO' koncentracijas samazinajumu (kontrole: 5,0+1,4 ng/g; 48 st péc

STZ: ievadiSanas 5,0+1,6 ng/g, 1 nedelu peéc STZ ievadiSanas: 20,3+3,2 ng/g, 2 ned€las péc
STZ ievadiSanas: 12,942,7 ng/g, 3 nedelas pec STZ ievadiSanas: 17,1£3,1 ng/g, 4 ned€las péc
STZ ievadiSanas: 17,3+4,5, 5 nedélas péc STZ ievadisanas: 20,6+3,2 ng/g, 6 nedelas péc STZ
ievadiSanas: 9,2+4,3 ng/g audu) (sk. 3.38. att.).
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3.38. att. NO' koncentracijas izmainas skeleta muskulos Wistar Zurkam seSu nedélu laika
péc cukura diabéta ierosinasanas ar STZ. *p<0,05, salidzinot ar kontroles grupu, (nepara t-tests),
#p<0,05, salidzinot ar NO' Iimeni 48 st péc STZ ievadiSanas (nepara t-tests). Ordinatu ass — slapekla

oksida koncentracija audos. Abscisu ass — laiks péc STZ injekcijas. Vértibas tika izteiktas ka

vidgjais+S.E.M. no 8-15 dzivniekiem

Salidzinot ar kontroles grupu (NO" kontrole: 33,0+1,5 ng/g), NO' koncentracija asinis
48 stundas peéc STZ ievadiSanas strauji palielinajas (48 st. pec STZ: 46,9+4,6 ng/g) un
saglabajas paaugstinata vienu nedélu (1 nedéla péc STZ ievadiSanas: 58,4+5,8 ng/g) (sk.
3.39.att.). NO’ koncentracijas pieaugumu atkal novéroja piektaja nedéla péc STZ ievadiSanas
(57,1x11,0 ng/g), bet pargjos mérijjumu laikos NO- produkcija asinis bija lidziga kontroles
grupai (2 ned€las péc STZ ievadiSanas: 31,64+3,5 ng/g; 3 nedélas péc STZ ievadiSanas:
41,14£3,9 ng/g, 4 nedélas peéc STZ ievadisanas: 42,9+3,4, 6 ned€las peéc STZ ievadiSanas:
28,8+5,8 ng/g).
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3.39. att. NO" koncentracijas izmainas asinis Wistar Zurkam se$u nedélu laika péc cukura

diabéta ierosinasanas ar STZ. *p<0,05, salidzinot ar kontroles grupu, (nepara t-tests), #p<0,05,
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salidzinot ar NO™ Iimeni 48 st péc STZ ievadiSanas (nepara t-tests). Ordinatu ass — slapekla oksida

koncentracija audos. Abscisu ass — laiks péc STZ injekcijas. Vértibas tika izteiktas ka vid&jais+S.E.M.

no 8-15 dzivniekiem

Taukaudos péc STZ ievadiSanas novéroja NO™ produkcijas samazinajumu, kur$

visizteiktakais kluva 6 ned€las péc STZ ievadisanas (sk. 3.40. att.), kontrole: 40,1+2,4 ng/g;
48 stundas péc STZ ievadisanas: 34,8+6,3 ng/g; 1 ned€lu péc STZ ievadiSanas: 35,7+7,6 ng/g,
2 nedélas pec STZ ievadiSanas: 19,243,2ng/g; 3 nedelas pec STZ ievadiSanas: 24,2449 ng/g,
4 nedelas péc STZ ievadiSanas: 23,9+6,9 ng/g, 5 nedelas pec STZ ievadisanas: 32,6+10,2
ng/g, 6 nedélas pec STZ ievadisanas: 9,6+3,9 ng/g.
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3.40. att. NO' Kkoncentracijas izmainas taukaudos Wistar Zurkam seSu nedélu laika péc
cukura diabéta ierosinasanas ar STZ. *p<0,05, salidzinot ar kontroles grupu, (nepara t-tests),
#p<0,05, salidzinot ar NO' Iimeni 48 st peéc STZ ievadiSanas (nepara t-tests). Ordinatu ass — slapekla

oksida koncentracija audos. Abscisu ass — laiks péc STZ injekcijas. Vértibas tika izteiktas ka

vidgjais+S.E.M. no 8-15 dzivniekiem

3.3.2. NO' biosintézes inhibitoru ietekme uz NO' veido$anos audos zurkam ar
eksperimentalo STZ diabetu

Lai izpétitu, kadi mehanismi ir atbildigi par NO* produkcijas pieaugumu audos zurkam
ar eksperimentalo STZ diabétu, devinas dienas péc STZ injekcijas més ievadijam diab&tiskam
zurkam dazadus NO' biosintézes inhibitorus: neselektivo NOS inhibitoru aminoguanidinu
(200 mg/kg i.p.30 min pirms eitanazijas), specifisko Kupfera $inu inhibitoru gadolinija
hloridu (GdCls. 10 mg/kg 24 stundas pirms eitanazijas), selektivo iNOS inhibitoru 1400W (6
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mg/kg i.p. 1 stundu pirms eitanazijas) un ksantina oksidoreduktazes inhibitoru allopurinolu
(100 mg/kg i.p. 24 stundas pirms eitanazijas).

STZ ievadisana un NO’ biosintézes inhibitoru ievade neizraisija butiskas NO
produkcijas izmainas smadzenit€s un smadzenu garoza, ko var€tu izskaidrot ar hemato-
encefalitiskas barjeras darbibu (nav paradits). Tapat péc NO' sintézes inhibitoru ievades NO
koncentracija neizmainijas ari STZ Zzurku asinTs (nav paradits).

STZ Zzurku nierés NO vidgéja koncentracija péc NO sint€zes inhibitoru ievades, uzradija
statistiski ticamas atSkiribas starp grupam, analiz&jot ar vienvirziena ANOVA, F(5,54)=4,22,
p=0,0026. Ka jau aprakstits ieprieks, salidzinot ar kontroli, STZ grupa noveroja paaugstinatu
NO' koncentraciju (kontrole 00,00+00,00 ng/g; STZ 26,9+8,30 ng/g; p<0,05, nepara t-tests,
Newman-Keuls  tests). Nierés NO°  biosintézes  samazinagjumu  noverojam
STZ+aminoguanidina, STZ+allopurinola un STZ+1400W grupa (STZ: 26,9+8,30 ng/g;
STZ+aminoguanidins: 8,30+1,50 ng/g; STZ+allopurinols: 4,60+2,70 ng/g; STZ+1400W
10,90+2,10 ng/g, p<0,05, salidzinot ar STZ grupu, nepara t- tests) (sk. 3.41. att.).
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3.41. att. NO' koncentracijas izmainas nierés dzivniekiem ar STZ cukura diab&tu (9 dienas péc

STZ injekcijas) pec NO biosintézes inhibitoru ievadiSanas: (aminoguanidins 200 mg/kg i.p. 30
min pirms eitanazijas, allopurinols 100 mg/kg i.p. 24 stundas pirms eitanazijas, GdCl; 10 mg/kg
24 stundas pirms eitanazijas, 1400W 6 mg/kg i.p. 1 stundu pirms eitanazijas). *p<0,05, salidzinot
ar kontroles grupu, (Newman-Keuls tests), #p<0,05, salidzinot ar STZ grupu (nepara t- tests). Vértibas

tika izteiktas ka vidgjais=S.E.M. no 8-15 dzivniekiem

STZ Zurku aknas NO vidgja koncentracija peéc NO sintézes inhibitoru ievades, uzradija

statistiski ticamas atSkiribas starp grupam, analiz€jot ar vienvirziena ANOVA,
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(F(5,54)=13,30, p=0,0001). Ka jau aprakstits ieprieks, salidzinot ar kontroli, STZ grupa NO
koncentracija bija paaugstinata (kontrole: 51,90+22,50 ng/g; STZ: 117,20+12,40 ng/g;
p<0,05, Turkey’s tests). Aknas NO  produkcijas samazinagjumu  novéroja

STZ+aminoguanidina un  STZ+1400W  grupa  (STZ: 117,20£12,40  ng/g;
STZ+aminoguanidins: 28,00+£2,80 ng/g; STZ+1400W: 60,60+£10,50 ng/g; p<0,05, salidzinot
ar STZ grupu, nepara t-tests) (sk. 3.42. att.).

2501

NO', ng/g audu

3.42. att. NO' koncentracijas izmainas aknas dzivniekiem ar STZ cukura diabétu (9

dienas péc STZ injekcijas)péc NO' biosintézes inhibitoru ievadisanas (aminoguanidins 200

mg/kg i.p.30 min pirms eitanazijas, allopurinols 100 mg/kg i.p. 24 stundas pirms eitanazijas,
GdCl; 10 mg/kg 24 stundas pirms eitanazijas, 1400W 6 mg/kg i.p. 1 stundu pirms eitanazijas).
*p<0,05 statistiski ticami, salidzinot ar kontroles grupu (Tukey tests), #p<0,05, salidzinot ar STZ
grupu (nepara t- tests). Vertibas tika izteiktas ka vidgjais£S.E.M. no 8-15 dzivniekiem

STZ Zurku aortas sienind NO vidéja koncentracija péc NO sint€zes inhibitoru ievades,
uzradija statistiski ticamas atSkiribas starp grupam, analiz€jot ar vienvirziena ANOVA,
F(5,54)=9,35, p<0,0001. STZ grupa aortas sienina novéroja paaugstinatu NO" koncentraciju
salidzinot ar kontroli (kontrole: 14,40+00,20 ng/g; STZ: 42,20+4,20 ng/g; p<0,05, Tukey
tests). Aortas sieninpa NO' produkcijas samazinajumu registréjam STZ+allopurinola grupa

(STZ: 42,20+4,20 ng/g; STZ+alopurinols: 31,00+1,80 ng/g; p<0,05, salidzinot ar STZ grupu,
nepara t-tests) (sk. 3.43. att.).

STZ zurku skeleta muskulos NO vidgja koncentracija péc NO sintézes inhibitoru
ievades, uzradija statistiski ticamas atSkiribas starp grupam, analiz€jot ar vienvirziena

ANOVA, F(5,54)=3,038, p=0,017. Salidzinot ar kontroli, STZ grupa dzivnieku muskulos
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novérojam paaugstinatu NO koncentraciju (kontrole: 10,60+0,20 ng/g; STZ: 19,10+1,80 ng/g;
p<0,05, nepara t-tests). Muskulos NO' koncentracijas samazinajumu registréjam
STZ+aminoguanidina ~ un  STZ+allopunola  grupa  (STZ: 19,10+1,80  ng/g;
STZ+aminoguanidins: 12,9+0,00; STZ+allopurinols: 10,90+£2,30 ng/g; p<0,05, salidzinot ar
STZ grupu, nepara t-tests) (3.44. att.).

501

N
o
1

w
?

NO-, ng/g audu

3.43. att. NO' koncentracijas izmainas aorta dzivniekiem ar STZ cukura diabétu (9 dienas

péc STZ injekcijas) péc NO' biosintézes inhibitoru ievadisanas (aminoguanidins 200 mg/kg i.p.30

min pirms eitanazijas, allopurinols 100 mg/kg i.p. 24 stundas pirms eitanazijas, GdCl; 10 mg/kg
24 stundas pirms eitanazijas, 1400W 6 mg/kg i.p. 1 stundu pirms eitanazijas). *p<0,05, salidzinot
ar kontroles grupu, (Tukey tests), #p<0,05, salidzinot ar STZ grupu (nepara t tests). Vertibas tika

izteiktas ka videjais+S.E.M. no 8-15 dzivniekiem
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3.44. att. NO' koncentracijas izmainas muskulos dzivniekiem ar STZ cukura diabétu (9
dienas péc STZ injekcijas) péc NO' biosintézes inhibitoru ievadi§anas (aminoguanidins 200

mg/kg i.p.30 min pirms eitanazijas, allopurinols 100 mg/kg/d i.p. 24 stundas pirms eitanazijas,
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GdCl; 10 mg/kg 24 stundas pirms eitanazijas, 1400W 6 mg/kg i.p. 1 stundu pirms eitanazijas).
*p<0,05, salidzinot ar kontroles grupu, (nepara t tests), #p<0,05, salidzinot ar STZ grupu (nepara t
tests). Vertibas tika izteiktas ka vid€jais+S.E.M. no 8-15 dzivniekiem

STZ zurku taukaudos NO vidgja koncentracija péc NO sint€zes inhibitoru ievades,
uzradija statistiski ticamas atSkirtbas starp grupam, analiz€jot ar vienvirziena ANOVA,
F(5,54)=40,69, p<0,0001. Salidzinot ar kontroli, STZ grupa dzivnieku taukaudos novérojam
pazeminatu NO' koncentraciju (kontrole: 59,40+0,30 ng/g; STZ: 20,90+3,20 ng/g; p<0,05,
nepara t-tests). Taukaudos NO' produkcijas samazinajumu, salidzinot ar STZ grupu, novéroja
STZ+aminoguanidina grupa (STZ: 20,90+3,20 ng/g; STZ+aminoguanidins: 10,9+1,30;
p<0,05, salidzinot ar STZ grupu, nepara t-tests) (sk. 3.45. att.).

NO-, ng/g audu

3.45. att. NO' koncentracijas izmainas taukaudos dzivniekiem ar STZ cukura diabé&tu (9
dienas péc STZ injekcijas) pec NO' biosintézes inhibitoru ievadiSanas (aminoguanidins 200
mg/kg i.p.30 min pirms eitanazijas, allopurinols 100 mg/kg i.p. 24 stundas pirms eitanazijas,
GdCl; 10 mg/kg 24 stundas pirms eitanazijas, 1400W 6 mg/kg i.p. 1 stundu pirms eitanazijas).
*p<0,05, salidzinot ar kontroles grupu, (nepara t-tests), #p<0,05, salidzinot ar STZ grupu (nepara t

tests). Vertibas tika izteiktas ka vidgjais+S.E.M. no 8-15 dzivnickiem

NO' biosintézes inhibitoru 1400W un allopurinola ietekmé vairakos diabétisko
dzivnieku organos més novérojam NO' koncentracijas samazinajuma tendenci, tomér ne

vienmér atskiribas bija statistiski ticamas. legltie rezultati liecina, ka NO" produkcijas
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pieauguma diabétisko dzivnieku audos, iesp&jams, ir iesaistitas vairakas NOS izoformas, ka

ar1 var realiz€ties NOS-neatkariga NO' sintéze.

3.3.3. Dihidropiridinu grupas preparatu cerebrokrasta, etaftorona un fenoftorona
ietekme uz NO' biosintézes procesu STZ diabétisko dzivnieku nieres

Ir iegiiti dati par dihidropiridinu grupas preparatu sp&ju samazinat glikozes limeni
diab&tiskiem dzivniekiem un samazinat DNS bojajuma pakapi. Tom@r Ilidz Sim nebija
informacijas par dihidropiridinu grupas preparatu cerebrokrasta, etaftorona un fenoftorona
ietekmi uz NO' biosintézes efektivitati STZ diab&tisko zurku organos.

Arstgjot dzivniekus no 9 lidz 12 dienai péc STZ ievadiSanas ar dihidropiridinu grupas
preparatiem etaftoronu (0,5 mg/kg per os, 3 dienas), NO' koncentraciju izdevas samazinat
asinis, aknas, nierés, muskulaudos un taukaudos (sk. 3.46. att.).

Analiz€jot ar vienvirziena ANOVA, NO' koncentracija asinis pétamO grupu
dzivniekiem statistiski ticami atS$kiras (F(7,67)=4,63, p=0,0003). STZ grupa novéroja
palielinatu NO* koncentraciju (p<0,05 salidzinot ar kontroli), kura statistiski ticami
samazinajas, 3 dienas arstéjot STZ modela Zurkas ar cerebrokrastu, etaftoronu vai fenoftoronu
(STZ: 41,6243,93 ng/g, STZ+cerebrokrasts: 30,01+2,27 ng/g, STZ+etaftorons: 26,44+2,15
ng/g; STZ+fenoftorons: 30,13+51 ng/g, p<0,05 salidzinot ar STZ grupu, nepara t-tests) (sk.
3.46 D attélu).

Aknas NO' produkcija statistiski ticami at$kiras starp pétamam grupam, ka uzradija
izmantojot vienvirziena ANOVA, F(6,67)=5,34, p<0,0001). STZ diabéts izraisija NO’
koncentracijas pieaugumu no 45,39 +5,93 ng/g kontroles dzivniekiem lidz 101,81+12,12 ng/g
STZ modela dzivnickiem p<0,05 (Newman-Keuls tests). ArstéSana ar cerebrokrastu un
fenoftoronu statistiski ticami pazeminaja palielinato NO* koncentraciju STZ modela Zurku
aknas (STZ: 101,81+£12,12 ng/g, STZ+cebrebrokrasts: 66,20+9,03 ng/g; STZ+fenoftorons:
67,23+6,98; p<0,05 salidzinot ar STZ grupu, nepara t-tests) (sk. 3.46 B attelu).

Nier€s, analizgjot ar vienvirziena ANOVA, NO' vidéjas koncentracijas atSkiribas starp
grupam bija statistiski ticamas (F(6,67)=13,07, p<0,0001). Visi tris pielietotie 1,4-DHP
grupas preparati statistiski ticami samazinaja izteikti paaugstinato NO' koncentraciju STZ
modela Zurku nierés (STZ: 15,04+2,04 ng/g, STZ+cerebrokrats: 6,74+1,32 ng/g,
STZ+etaftorons: 5,25+1,09 ng/g, STZ+fenofttorons: 6,60+1,30 ng/g, p<0,05, Newman-Keuls
tests), (sk. 3.46 A att.).
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Skeleta muskulos, analiz&jot ar vienvirziena ANOVA, atskiribas starp NO™ vidgjo
koncentraciju grupas bija statistiski ticamas (F(7,67)=5,012, p=0,0001). STZ modela
dzivniekiem NO' produkcija muskulos bija izteikti palielinata, un to statistiski ticami
samazinaja etaftorona un fenoftorona ievadiSana (STZ: 12,65+0,87 ng/g, STZ+etaftorons:
5,74+1,86 ng/g, STZ+fenoftorons: 6,22+2,46 ng/g, p<0,05 salidzinot ar STZ grupu, Newman-
Keuls tests), (sk. 3.46 C attélu).

NO’ koncentracija Smadzenu garoza un smadzenit€s dihidropiridinu ietekm& nemainijas

(nav paradits).
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3.46. att. NO" koncentracijas izmainas nierés (A), aknas (B), muskulos (C) un asinis (D)

dzivniekiem ar STZ cukura diabétu péc dihidropiridinu grupas preparatu cerebrokrasta (0,5
mg/kg/d 3 dienas p.o.), etaftorona (0,5 mg/kg/d 3 dienas p.o.) un fenoftorona (0,5 mg/kg/d 3
dienas p.o.) ievadiSanas no 9 Ilidz 12 dienai péc STZ injekcijas. STZ — diabétiskas Zurkas;
STZ+cerebrokrasts — diabetiskas Zurkas, kuras sapéma cerebrokrastu, STZ+fenoftorons -
diabétiskas Zurkas, kuras sanéma fenoftoronu, STZ+tetaftorons - diabétiskas Zurkas, kuras
sanema etaftoronu. *p<0,05, salidzinot ar kontroles grupu, #p<0,05, salidzinot ar STZ grupu.
Veértibas tika izteiktas ka vidgjais£S.E.M. no 8-15 dzivniekiem. Grupu salidzinaSana tika izmantota

vienvirziena ANOVA ar sekojosu nepara t-testu vai Newman-Keuls testu

97



Analizgéjot NO' produkcijas izmainas grupas ar vienvirziena ANOVA, taukaudos

noveroja statistiski ticamu atskiribu, F(7,67)=13,64, p<0,0001. STZ modela dzivniekiem NO’
daudzums taukaudos statistiski ticami samazinajas (kontrole 34,00+3,68 ng/g, STZ
18,56+1,81 ng/g, p<0,05, Newman-Keuls tests). STZ modela dzivnieku arstéSana ar 1,4-DHP
grupas preparatiem v&l vairak samazindja NO- Iimeni taukaudos (STZ+cerebrokrasts:
9,33+0,96 ng/g, STZ+etaftorons: 7,74+1,37 ng/g, STZ+fenofttorons: 9,82+1,90 ng/g, p<0,05
nepara t-tests) (nav paradits). Tadgjadi mes konstatéjam, ka 1,4-DHP klases preparati sp€j

samazinat NO' produkcijas pieaugumu dazados audos dzivniekiem ar STZ diabéta modeli.

3.3.4. INOS, eNOS un ksantina oksidoreduktazes (XOR) mRNS un proteinu ekspresija
STZ cukura diabéta un etaftorona terapijas ietekmé

Nemot véra musu interesi par diabétisko komplikaciju patogenézi, NO' pastiprinatas
produkcijas mehanismus pie cukura diab&ta nolémam dzilak pétit nier€s, nosakot NOS
izoformu un ksantina oksidoreduktazes ekpresijas izmainas. Ta ka etaftoronam no visiem
izmantotajiem dihidropiridinu grupas preparatiem NO' koncentraciju samazinosais efekts bija
visizteiktakais, tad NO' veidoSanas mehanismu pétiSanai izmantojam $o savienojumu.

Analizg€jot INOS mRNS ekspresijas datus nieres, konstatgjam, ka starp grupu raditajiem
bija statistiski ticama atSkiriba (Kruskal-Wallis tests, p=0,0019). Etaftorona grupa (RQ
0,14+£0,10) iINOS mRNS ekspresija bija zemaka, neka kontroles grupa (RQ 1,27+0,55),
p=0,0317, Mann-Whitney U-tests. STZ grupa (RQ 2,73+0,94) iNOS mRNS ekspresija bija
augstaka, neka kontroles grupa, bet atSkiriba nebija statistiski ticama. STZ+etaftorona grupa
(RQ 0,50£0,20) iNOS mRNS ekspresija statistiski ticami samazinajas salidzinot ar STZ grupu
(p=0,0035, Dunn’s pectests), sk. 3.47. attclu.

3.47. att. iNOS mRNS ekspresija STZ Zurku nierés péc etaftorona (0,5 mg/kg, 3 dienas per 0s)

ievadiSanas no 9 lidz 12 dienai péc STZ injekcijas. *p<0,05 statistiski ticami, salidzinot ar
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kontroles grupu, #p<0,05 statistiski ticami, salidzinot ar STZ grupu. Kruskal —Wallis tests ar

sekojosu Dunn’s pectestu un Mann-Whitney U-testu. Vertibas tika izteiktas ka vidgjais+S.E.M. no
7-9 dzivniekiem.

Analizg€jot ar vienvirziena ANOVA, iNOS proteina ekspresijas atskiribas grupas bija
statistiski ticamas (F(3,28)=8,56, p=0,0003). Iegitic rezultati liecina, ka iNOS ekspresija STZ
diabetiskam zurkam pieaug statistiski ticami protema Itmeni (kontrole: 10,75+1,57
§1‘1nas/mm2, STZ: 29,13+5,33 §1‘1nas/mm2, p<0,05, Tukey tests ), bet arstésana ar etaftoronu to
samazina (STZ-+etaftorons: 13,50+ 2,14 §inas/mm? p<0,05 salidzinot ar STZ grupu, Tukey
tests) (sk. 3.48. att.).
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3.48. att. iNOS proteina ekspresija STZ Zurku nierés péc etaftorona (0,5 mg/kg, 3 dienas per 0s)
ievadiSanas no 9 Iidz 12 dienai péc STZ injekcijas. *p<0,05 statistiski ticami, salidzinot ar kontroles
grupu, #p<0,05 statistiski ticami, salidzinot ar STZ grupu. Vienvirziena ANOVA ar sekojosu Tukey
péctestu. Vertibas tika izteiktas ka vid&jais+S.E.M. no 5-7 dzivniekiem
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3.49. att. eNOS mRNS ekspresija STZ Zurku nierés péc etaftorona (0,5 mg/kg, 3 dienas per 0s)

ievadiSanas no 9 lidz 12 dienai pec STZ injekcijas. *p<0,05 statistiski ticami, salidzinot ar kontroles
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grupu, #p<0,05 statistiski ticami, salidzinot ar STZ grupu. Vienvirziena ANOVA ar sekojosu Tukey

pectestu. Vertibas tika izteiktas ka vid€jais+S.E.M. no 7-9 dzivniekiem.

Analiz&jot eNOS mRNS ekspresijas datus nier€s ar vienvirziena ANOV A, konstatgjam,
ka starp grupu raditajiem bija statistiski ticama atSkiriba (F(3,13)=6,73, p=0,0056). Etaftorona
grupa (RQ 1,89+0,14) eNOS mRNS ekspresija bija augstaka neka kontroles grupa (RQ
0,99+0,20), p<0,05, Tukey tests). STZ grupa (RQ 401,50+£6,30) eNOS mRNS ekspresija bija
augstaka neka kontroles grupa (p<0,05, Tukey tests). STZ+etaftorona grupa (RQ
149,504+64,94) eNOS mRNS ekspresija neatskiras no citu grupu raditajiem (sk. 3.49. att.).

Proteina Itiment eNOS ekspresija izp€tes grupas bija atskiriga (vienvirziena ANOVA,
F(3,28)=13,59, p<0,0001). Ta palielinajas etaftorona grupa (kontrole: 8,75+1,013; etaftorons:
17,38+2,719, p<0,05, Tukey tests), bet STZ grupa - samazinajas (2,88+0,58 §ﬁnas/mm2,
p<0,05 salidzinot pret kontroles grupu, Tukey tests).

Arst&jot STZ Zurkas ar etaftoronu, eNOS ekspresija proteina Iimeni tika atjaunota lidz
kontroles raditajiem (STZ: 2,88+0,58 Sunas/mm? STZ-+etaftorons: 8,88+1,32 $inas/mm?’,
p<0,05, Neuman-Keuls tests), (sk. 3.50. att.)
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3.50. att. eNOS proteina ekspresija STZ Zurku nierés péc etaftorona (0,5 mg/kg, 3 dienas per 0s)
ievadiSanas no 9 Iidz 12 dienai péc STZ injekcijas. (*p<0,05 statistiski ticami, salidzinot ar
kontroles grupu, #p<0,03, salidzinot ar STZ grupu. Vienvirziena ANOVA ar sekojoSu Tukey péctestu

un Newman-Keuls testu). Veértibas tika izteiktas ka vidgjais+S.E.M. no 5-7 dzivnickiem

Ksantina oksidoreduktazes (XOR) mRNS ekspresijas Iimenis izpétes grupas bija
atSkirigs (vienvirziena ANOVA F(3,33)=8,97, p=0,0002; Kruskal-Wallis tests, p=0,0004).
XOR mRNS Iimenis etaftorona, STZ, un STZ+etaftorona grupas samazinajas (kontrole: RQ
8,2342,67, etaftorons: RQ 1,53+0,33, STZ: 0,97+0,29, STZ+etaftorons: 0,45+0,17; p<0,05
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pret kontroles grupu, Tukey tests) (sk. 3.51. att.). STZ+etaftorona grupa XOR mRNS
ekspresija bija mazaka neka STZ grupa (p=0,0407, Mann-Whitney U tests), (sk. 3.51. att.)

Salidzinot XOR proteina ekspresijas vid€jos raditajus grupas ar vienvirziena ANOVA,
konstatgjam statistiski ticamu atskiribu (F(3,24)=21,39, p<0,0001). STZ grupa picauga XOR
proteina Itmenis (kontrole: 7,57i0,95§ﬁnas/mm2, STZ: 26,00+2,52 $tinas/mm?, p<0,05; Tukey
tests). Etaftorona terapijas ietekmé palielinata XOR proteina ekspresija STZ modela
dzivniekiem atkal samazinajas (STZ: 26,00+£2,52 $tinas/mm? , STZ+etaftorons: 9,29+1,15
stinas/mm? , p<0,05, Tukey tests (3.52. att.).
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3.51. att. XOR mRNS ekspresija STZ Zzurku nierés péc etaftorona ievadisanas (0,5 mg/kg,
3 dienas per 0s) no 9 Iidz 12 dienai péc STZ injekcijas. *p<0,05, salidzinot ar kontroles grupu,

#p<0,05, salidzinot ar STZ grupu. Vienvirziena ANOVA ar sekojosu Tukey péctestu un Mann-
Whitney U-testu.
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3.52. att. XOR proteina ekspresija STZ Zurku nierés péc arstéSanas ar etaftoronu (0,5 mg/kg, 3
dienas per 0s) no 9 Iidz 12 dienai péc STZ injekcijas. *p<0,05, salidzinot ar kontroles grupu,
#p<0,05, salidzinot ar STZ grupu. Vienvirziena ANOVA ar sekojosu Tukey p&ctestu. Vertibas tika

izteiktas ka videjais+S.E.M. no 5-7 dzivniekiem
Tadgjadi STZ diabéta ietekmé izmainas iNOS, eNOS un XOR ekspresija nieres.

Etaftrona terapija sp€j to atjaunot proteina Iimeni.

101



3.4. NO' un to metabolitu biosintéze 2. tipa cukura diabéta slimniekiem

3.4.1. Petijjuma iesaistito personu raksturojums

P&tijuma piedalijas 42 personas (26 pacienti ar 2. tipa cukura diab&tu un 16 kontroles
grupas pacienti). P&tfjuma un kontroles grupas neat$kiras péc dzimuma ipatsvara, vecuma,
kermena masas indeksa (KMI), arteriala spiediena, pielietotas kardiovaskulara profila un
hipolipidemiz€josas terapijas, ka ar1 pacientu ipatsvara, kuri smeké vai ir koronaras sirds
slimibas (KSS) slimnieki. Kontroles grupa vairak bija pacientu ar diagnozi ,,Neprecizéta
radiacijas ietekme” (kontroles grupa — 46,7%; gadijumu grupa - 4%; p=0,002), bet p&tijuma
grupa — pacientu ar diagnozi ,,Primara arteriala hipertensija” (kontroles grupa — 37,5%;
gadfjumu grupa — 80%; p=0,009). Nemot vera cukura diabéta diagnozi pé€tijjuma grupas
pacientiem, grupas at$kiras ari péc vidéja mikroalbumindrijas, HbA1c% , C-peptida limena un
GFA (sk. 3.1. tabulu). P&tfjuma grupa 65% pacientu bija ar diabéta stazu <10 gadu, bet 35% -
ar stazu >10 gadu. Analiz€jot diab&tisko komplikaciju biezumu pétijjuma grupa, 30% pacientu
bija konstateta diabétiska retinopatija, 48% — diab&tiska polineiropatija, 35% — diabétiska
nefropatija. Diab€ta terapija grupa bija Sada: 28% lietoja peroralos antidiabétiskos lidzeklus,
36% — tikai insulina terapiju, 32% — kombingéto terapiju (tabletes+insulins).

3.1. tabula. Petijuma un kontroles grupu personu raksturojums

Vid+SD Kontroles grupa (N=16) | Pétijuma grupa (N=26) p vértiba (t-tests)
Viriesi 50% 50% ¥*=1,000
Sievietes 50% 50% x°=1,000
Vecums, gadi 53,56+12,19 54,00+15,4 0,924
BMI, kg/m? 26,19+5,64 30,63+6,56 0,052
STA, mmHg 142,19+37,77 138,96+11,42 0,695
DTA, mmHg 89,38+25,29 84,38+7,12 0,363
C-peptids, ng/ml 2,48+1,37 1,59+1,12 0,036*
HbA1C,% 5,53+0,40 9,59+1,88 <0,001*
GFA, ml/min" 86,71+18,83 122,67+33,88 0,002*
KH, mmol/Il 5,89+0,80 5,46+1,16 0,229
ZBL, mmol/Il 3,73+0,85 3,324+0,918 0,214
ABL, mmol/I 1,85+1,60 1,36+0,49 0,183
Trigliceridi, mmol/I 1,48+0,68 2,08+1,79 0,257
Mikroalbuminiirija, 6,24+7.07 61,09+102,64 0,024*
mg/24st

Dati atspoguloti ka vidgjais+SD; *p<0,05; '- pec Kokrofta Golta formulas. BMI — kermena

masas indekss; STA — sistoliskais arterialais spiediens; DTA — diastoliskais arterialais spiediens;
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mmHg — milimetri dzivsudraba staba; GFA — glomerularas filtracijas atrums; KH — kopgjais
holesterins; ZBL — zema blivuma holesterins; ABL — augsta blivuma holesterins; HbAlc% -

glikolizéta hemoblobina procents

3.4.2. NO' un ta stabilo metabolitu NO, un NOj3 Iimenis kontroles un pé&tijjuma grupas

Viens no darba mérkiem bija noteikt, vai pacientiem ar 2. tipa cukura diab&tu NO" un ta
stabilo metabolitu produkcija atSkiras no Siem raditajiem kontroles grupa.

Vidéja NO" un NO,/NOj3 produkcija asinis pacientiem pétijuma grupa bija augstaka,
neka kontroles grupa (p<0,01) (sk.3.53.att.un 3.54. att).

30+

N
?

7

Konltrole 2 tipla CD

3.53. att. NO' produkcija kontroles un pétijuma grupas pacientiem. Abscisa — pacientu
grupas, ordinata — NO" produkcija, ng/g audu. Svitrainais stabin§ — kontroles grupa (N=16), riitainais

stabin$ — p&tijuma grupa (N=26). *p=0,002.

Kontrole 2tipaCD

3.54. att. NO,/NOs koncentracija kontroles un pétijuma grupas pacientiem. Abscisa — pacientu
grupas, ordinata — NO, +NOj3 produkcija, pM. Stripainais stabin$ — kontroles grupa (N=16), ritainais
stabin$ — p&tijuma grupa (N=26). *p=0,003.
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Analizgjot korelaciju starp NO" un NO,/NOg3’ p&tijuma un kontroles grupa, konstatgjam,
ka kontroles grupa Sie divi raditaji ir tie$a atkariba viens no otra, tacu tas nebija statistiski
ticami. P&étfjjuma grupa NO' un NO,/NOs" korelacija bija apgriezti proporcionala, p=0,038.
(sk. 3.55. att.)

1.5- Pirsona korelacija=--0,425
p=0,038

1.2 1 :4 1:6 1.8 2.0
Lg[NO2/NO3]

3.55. att. NO" un NO,/NOj3" koncentraciju korelacija pétijjuma grupas pacientiem.

Abscisa — Ig[NO], ordinata — Ig[NO, +NO;]. Pirsona korelacija - 0,425; p=0,038, N=26

Lai iegiitu datus par iespéjamo NO' un NO;+NOs; lomu cukura diabéta
patogenéze, pétijam to asociaciju ar mikroalbuminiirijas pakapi, HbA1c%, GFA, cukura
diabéta komplikacijam, diabéta stazu, diabeta terapiju. Lai izslégtu citu faktoru ietekmi
uz NO" un NO; +NO3’, parbaudijam arT iesp&jamas korelacijas starp NO" un NO,+NO3”

un arterialo hipertensiju, kardiovaskulara profila terapiju, sméké&sanu, NRI, lipidu

profilu.
35 Lineara regresija
° B koeficients=1,514
o p=0,001
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3.56. att. NO, +NO;" koncentracijas korelacija ar mikroalbuminiriju kontroles un
pétijuma grupas pacientiem. Abscisa — Ig[NO, +NOs], ordinata — Ig[mikroalbumindrija].

Linearas regresijas B koeficients= 1,514; p=0,001, N=34
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Analizgjot

kvantitativo raditaju,

NOZ-/N OF)

koncentracijas  korelaciju ar mikroalbuminirijas

konstatéjam, ka NO,/NOs koncentracijas pieaugums varétu

izraisit mikroalbuminiirijas pieaugumu (Linearas regresijas B koeficients=1.514,

p=0,001) (3.56. att.). NO' koncentracijas korelaciju ar mikroalbuminiiriju nenovéroja.

HbA1c% statistiski ticami korelgja gan ar NO™ (Pirsona korelacija 0,484, p=0,001)

(3.58. att.), gan ar NO,/NOs (Pirsona korelacija 0,329, p=0,041) (sk. 3.57. att.).

1.2+ Pirsona korelacija=0,329
. p=0,041
* o
E 1.0 .. ¢ .o ¢ se ©
3 ‘2
) ]
2 081 T ° .°
@ % 00 * b
U-S T T 1
1.0 1.5 2.0
Lg[NO2/NO3]

3.57. att. NO,/NO;3" koncentracijas korelacija ar HbAl1c% kontroles un pétijjuma

grupas pacientiem. Abscisa — Ig[NO, +NOj], ordinata — Lg[HbA1c%)]. Pirsona Korelacija=

0,329; p=0,041, N=39

1.24
Pirsona korelacija=0,484
p=0,001
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3.58. att. NO' koncentracijas korelacija ar HbAlc% kontroles un pétijuma grupas

pacientiem. Abscisa — Ig[NO], ordinata — Ig[HbA1c%]. Pirsona korelacija= 0,484; p=0,001,

N=41

Analizgjot NO’

korelaciju ar GFA, konstatéjam, ka NO' koncentracijas pieaugums

varétu izraisit GFA pieaugumu (linearas regresijas B koeficients=3,494, p=0,038) (sk.

3.59. att.). NO,/NOj3” koncentracijas korelaciju ar GFA nenovéroja (Linearas regresijas
B koeficients =-0,177, p=0,601).

Neatradam statistiski nozimigas sakaribas starp NO’, NO,/NOs’, diab&ta stazu un

diabétisko komplikaciju esamibu petijuma grupa, ka ar1 diabéta arsteéSanas veidu ietekmi

uz NO', NO,/NOs" koncentraciju. Nozimiga korelacija netika atrasta ari starp NO', NO’
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/NO3" un primaro arterialo hipertensiju, koronaro sirds slimibu, smékésanas ieradumu,
nespecifisko radiacijas ietekmi, kardiovaskulara profila terapiju (aspirins un/vai

hipotensivie lidzekli, statini), lipidu frakcijam asinis un C-peptida [imeni.

2004 o
c Lineara regresija
‘E B koeficients=3,494
‘—é 150+ p=0,038
P
© 1004

15 20 25
NO, ng/g audu

3.59. att. NO' koncentracijas korelacija ar glomerularas filtracijas atrumu (GFA)
kontroles un pétijuma grupas pacientiem. Abscisa — NO’, ng/g audu, ordinata — GFA

Linearas regresijas B koeficients= 3,494; p=0,038, N=33
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4. DISKUSIJA

4.1. Petijuma izmantoto farmakologisko preparatu ietekme uz metabolisma
parametriem Zurkam ar STZ un HS eksperimentalajiem diab&ta modeliem

4.1.1. Mildronata un mildronata kombinaciju ar metforminu un glibenklamidu
ietekme uz oglhidratu un lipidu metabolisma parametriem Zurkam ar STZ un
HS eksperimentalajiem modeliem

Par perspektiviem pretdiabéta lidzekliem tiek uzskatiti taukskabju pB-oksideSanas
inhibitori, jo tie veicina glikozes patérinu (Vitale et al., 2008). Sis preparatu grupas parstavis
mildronats tiek pladi izmantots ka preti§émijas lidzeklis. So mildronatam raksturigo
farmakologisko iedarbibu nodroSina y-butirobetainhidroksilazes inhibicija un tas izraisita
karnitina koncentracijas un taukskabju f-oksidéSanas atruma samazinaSanas (Sjakste et al.,
2006).

L-Karnitina Itmeni asinis mildronats pazemina, inhibgjot ta sintézi aknas un nierés, ka
arT nogadi audos un reabsorbciju nierés. Tas izraisa labvéligas audu biokimisko procesu
parmainas. P&d€jos gados diabetologija intensivi meklé preparatus, kas sp€j vienlaikus
uzlabot cukura diabeta kompensaciju, kaveét komplikaciju attisttibu un mazinat
kardiovaskularo incidentu skaitu. PaSlaik Saja konteksta tiek aktivi pétiti dipeptidilpeptidazes-
4 inhibitori, glikagonam Iidziga peptida-1 receptoru agonisti, metformins un citi preparati.
Tadel, nemot véra mildronata antiiS€misko un cukura Iimeni pazeminoso iedarbibu, ka ari
labveligo ietekmi uz cukura diab&ta komplikaciju izpausmém, ir sagaidams, ka preparats
varétu ienemt nozimigu vietu tadu peroralo pretdiabéta lidzeklu vida, kurus lieto pacienti ar
lielu sirds-asinsvadu sist€émas slimibu risku.

Viens no §1 darba mérkiem bija noskaidrot, vai citos cukura diab&ta ekSperimentalajos
modelos novérotie mildronata labveligie efekti uz metabolismu izpaudisies ar1 zurkam ar
stretozotocina izraisttu diab&tu. Tapat veélgjamies noskaidrot, vai Sajos modelos mildronata
kombinacijam ar metforminu vai glibenklamidu piemit izteiktaki terapeitiski efekti neka
mildronatam paSam.

Meés novérojam, ka STZ modela diabétiskajam Zurkam mildronats péc 6 nedelu
arst€Sanas samazina HbA1c%, glikozes koncentraciju tuksa diisa un péc &Sanas, ka ar1 uzlabo

glikozes toleranci. Mildronata efekts bija lidzigs meformina efektam, bet izteiktaks neka
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glibenklamidam. Mildronata kombinacijam ar metforminu vai glibenklamidu streptozotocina
izraisitaja diab&ta modeli aditivus efektus més nenovérojam (sk. 3.2-3.7.att, 3.9-3.10.att.).
Zurkam ar mérenu hiperglikémiju un hiperlipidémiju (HS modelis) mildronata ietekmé
HbA1c% limenis samazinajas, ka ari uzlabojas glikozes tolerance. Tapat ka STZ model,
mildronata kombinacijam ar metforminu un glibenklamidu aditivus efektus nenovérojam (sk.
3.16., 3.17. att).

Iepriek$ mildronata iedarbiba uz cukura diab&ta izraisitajam metabolisma izmainam
jau tika pétita gan dzivnieku diab&ta modelos, gan pacientiem ar 2. tipa cukura diab&tu.
Eksperimentalaja 2. tipa diab&ta modeli Goto-Kakizaki linijas zurkam péc Cetras ned€las ilgas
ievadiSanas deva 200 mg/kg mildronats pazeminaja glikozes Itmeni tuk$a daisa, kaut ari
insulina Itmenis nemainijas. Savukart astonas nedélas ilga mildronata ievadiSana deva 100 un
200 mg/kg diena diabgétiskajam Goto-Kakizaki linijas zurkam veicindja fruktozamina
(glikozileta albumina) limena pazeminaSanos lidz veselam Wistar zurkam raksturigajam
lielumam. P&tijuma autori uzskata, ka iegitie rezultati norada uz to, ka mildronata
pretdiabétisko iedarbibu nosaka taukskabju oksidacijas atruma samazinasanas un glikozes
metabolisma pastiprinasanas (Liepinsh et al., 2009).

Ta pati zinatnieku grupa pétija ari mildronata (kombinacija ar metforminu vai bez ta)
iedarbibu uz Zucker zurkam (aptaukosanas modelis). Eksperimentu rezultati paradija, ka
mildronats (200 mg/kg p.o.) un metformins (300 mg/kg p.o.) Zucker zurkam glikozes Iimeni
pazemina lidzigi gan pie akiitas (nosakot vienas stundas laika péc ievadiSanas), gan ilgstosas
ievadiSanas (nosakot peéc Cetru ned€lu kursa). Tika konstatéts, ka mingta abu preparatu
kombinacija neizraisa izteiktaku glikozes Ilimena pazeminasanos neka tas notiek, ja
preparatus lieto monoterapijas veida (Liepins et al., 2011). Tadgjadi, ari citos p&tijumos
aditivs efekts mildronata un metformina kombinacija netika konstatéts.

Misu darba zurku eksperimentala diab&ta mode]os ar izteiktu vai mérenu insulina deficitu
mildronats ta koncentraciju neietekméja (sk. 3.15. att). Savukart Liepins ar lidzstradniekiem
paradija, ka tuklam Zucker Zurkam mildronata un metformina vienlaiciga lietoSana pazemina
insulina limeni p&c €Sanas un palénina dzivnieku kermena masas picaugumu (aptaukoSanos).
Tas norada, ka §1s kombinacijas lietoSana palielina organisma jutibu pret insulinu (Liepinsh et
al., 2011). levadot mildronatu lielas devas (200 mg/kg, 20 dienas) pelém bez diabgta, tas
izraisTja ievérojamu glikozes limena pazeminasanos (Liepinsh et al., 2008).

Misu pétfjuma STZ diabéta modela zurkam trigliceridu, kopgja holesterina un ketonvielu
koncentracija neatSkiras no kontroles grupas limena, un mildronats, ka ar1ta kombinacijas

ar metforminu vai glibenklamidu, lipidu vielmainas parametrus neizmainijja. Tom&r HS
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zurkam, kuram hiperlipidémija attistijas, mildronats trigliceridu, ketonvielu un kopgja
holesterina limeni pazeminaja, bet metforminam $adu efektu nenoveérojam (sk. 3.13-3.13. att).

Liepins$ ar lidzstradniekiem paradija, ka mildronata ievadisana deva 200 mg/kg/diena 8
nedélu garuma izraisa B-hidroksibutirata koncentracijas pazeminasanos diab&tisku zurku
organisma, un tas norada uz taukskabju Iénaku oksidésanos un glikozes metabolisma
pastiprinasanos. Turklat p&c astonas ned€las ilgas arst€Sanas diab&tisku zurku organisma tika
novérots palielinats augsta blivuma lipoproteinu limenis (Liepin$ et al., 2009). Tadg&jadi,
musu iegiitie dati par mildronata pozitivo ietekmi uz lipidu vielmainu HS zurkam korele ar

citu autoru datiem par §1 preparata iedarbibu uz cukuru un lipidu metbolismu.

4.1.2. lesp&€jamie mildronata darbibas mehanismi pie cukura diabéta

Ir zinams, ka mildronats inhibé L-karnitina biosintézi (Simkhovich et al., 1988), ka ari
ta transportu audos un reabsorbciju nierés (Kuwajima et al., 1999). Tadgjadi L-karnitina
koncentracijas pazeminasana ir galvenais mildronata darbibas mehanisms, un §1 pazeminasana
ir nepiecieSsama $tinu energgtiska metabolisma parmainu ierosinasanai.

Ta ka L-karnitins taukskabes nogada mitohondrijos, vargja sagaidit, ka ta
koncentracijas samazinaSanas izraisis taukskabju B-oksidésanas atruma paléninasanos un
kompensatoru acrobas glikolizes procesa pastiprinasanos. Lai notiktu adaptacija samazinatai
taukskabju pieejamibai mitohondrijos un atbilstoSo glikolizes procesa iesaisto proteinu
kontroléjoSo génu ckspresijas izmainas, ir nepiecicSama ilgstoSa (vismaz 10-14 dienas)
mildronata lietoSana. Eksperimentali ir pieradits, ka L-karnitina koncentracijas
samazinaSanas patieSam aktivé adaptacijas mehanismus, kuri S§tinas pastiprina glikozes
metabolismu, ka ar1 uzlabo metabolisma plasticitati un adaptivo atbildes reakciju uz
hiperglikémijas un hiperlipidémijas izraisitiem metabolisma trauc&jumiem (Dambrova et al.,
2002).

S1 darba ietvaros més novérojam, ka mildronats veicina GLUT4 ekspresiju sirdi un
skeleta muskulos zurkam ar streptozotocina izraisitu diab&tu, neietekm&jot insulina
tad bija sagaidams, ka GLUT4 ekspresija varétu v€l vairak pastiprinat preparata
hipoglikemizgjoSo efektu.

P&c citu autoru datiem, ar1 Zucker zurkam ar aptaukoSanos mildronats izsauc GLUT4
ekspresijas pastiprinasanos (Liepin$ et al., 2011). letekm&jot GLUT 4, HK-2 un INSR

ekspresijas Itmeni un aktivitati, mildronats stimulé insulinatkarigo glikozes patérinu izol&tas
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pelu sirdis (Liepinsh et al., 2008). Tapat ir paradits, ka mildronats paatrina glikozes aerobo
oksidésanos zurku sirdis arT hipoksijas apstaklos (Asaka et al., 1998).

Liepin$ ar lidzstradniekiem ir noveérojis, ka mildronats ietekmé peroksisomu proliferatora
aktivéto alfa receptoru (PPAR-o) aktivitati. Peroksisomu a- un y-receptoru proliferatori ir
centralie energétiskas vielmainas regulétaji, kas regulé adaptacijas mehanismus, Stnu
metabolismam pielagojoties palielinatai lipidu koncentracijai. Lipidiem un to atvasinajumiem
piesaistoties PPAR-a un PPAR-y receptoriem, tie tick aktivéti (Penumetcha et al., 2012).
Mildronats atjauno PPAR-a receptoru jutibu un pastiprina PPAR-a ekspresiju $tinu kodolos,
ka ar1 pastiprina to génu ekspresiju, kas sirds audos piedalas taukskabju metabolisma (génu,
kas nosaka karnitin-palmitoil-transferazes-1, acilkoenzima-A-oksidazes-1, garkézu taukskabju
acilkoenzima-A-sintetazes, peroksisomu membranu olbaltumvielu un lipoproteinu lipazes
aktivitati). Proti, aktivéjot PPAR-a, mildronats samazina taukskabju uzkrasanos miokarda
Stinu mitohondrijos, vienlaikus inhib&jot ne tikai to transportu uz mitohondrijiem, bet ari
stimul&jot tur jau nokluvuso taukskabju B-oksidésanos. Jaatzimé, ka $So mildronata inducéto
procesu rezultata kopé&jais taukskabju oksidéSanas atrums tomér samazinas. Samazinot
taukskabju krajumus mitohondrijos, mildronats nomac ari to lipotoksisko iedarbibu — vienu
no insulina rezistenci pastiprino$ajiem faktoriem (Liepinsh et al., 2011).

Ir iesp&jams veél viens hipotétisks mildronata darbibas mehanisms, ar kura palidzibu

mildronats varétu pazeminat cukura Itmeni. Ir novérots, ka diabétisku dzivnieku asinsvados
pastiprinas NO' biosintéze (Stadler et al., 2005). Arl més novérojam palielinatu NO’

koncentraciju STZ Zzurku asinis, nier€s, aknas un aortas sienina (sk. 3.40-3.44. att.).
Mildronats kavé taukskabju oksidéSanos. Tapéc var sagaidit, ka taukskabju koncentracija
asinsrit€ preparata ietekmé var€tu palielinaties. Ta ka diabéts izraisa pastiprinatu NO' sintézi,
tas var veicinat taukskabju nitroatvasinajumu sintézi. Nitrotaukskabju saistiSanas ar PPAR-y
receptoriem, savukart, var izraisit glikozes limena pazeminasanos (Sk. 4.1. att).

Interesants ir jautajums par to, vai, salidzinot ar mildronata per se lietoSanu,
mildronata un metformina vai mildronata un glibenklamida kombinacijas varétu palielinat
diabéta arstéSanas efektivitati DiemZ€l So preparatu kombinacijam nekadus aditivus efektus
uz HbA1c%, glikozes limeni un glikozes toleranci més nenovérojam.

Nemot véra eksperimentala diab&ta modelu izraisita insulina deficita Ilimeni,
iesp&jams, ka atseviski lietotie preparati jau nodroSina maksimali iesp&jamo iedarbibas [imeni
uz pétamajiem parametriem, un tapéc to kombinacijas arstéSanas efektivitati  papildus
neuzlaboja. Tomér nevar izslégt art iesp&ju, ka preparati savstarpgji konkuré par saistibu ar
attiecigajiem receptoriem, kas mazina to iedarbibas summaro efektu. Tapéc, lai zinatniski

pamatotu un izskaidrotu noveérotas likumsakaribas, ir nepiecieSami talaki p&tijjumi.
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4.1.att. Hipotétisks mildronata glikozes pazemino$a efekta mehanisms. NO'-slapekla

oksids; TS — taukskabes; GBB — y-butiro-betains; NO(2)TS - taukskabju nitroatvasinajumi.

Kopuma $aja darba tika apstiprinata mildronata labvéliga ietekme uz glikozes un
lipidu metabolismu dzivniekiem ar eksperimentalo cukura diab&tu. Tap€c jasecina, ka S§1
preparata lietoSanas efektivitates izpéte diabétisko komplikaciju profilaksei un arstéSanali

klinika ir patogenétiski pamatota.

4.1.3. 1,4-dihidropiridinu ietekme uz glikozes lmeni

Otra $aja darba pétito preparatu grupa bija 1,4-dihidropiridini: cerebrokrasts, etaftorons
un fenoftorons. Vispirms péc So preparatu 3 dienu ievadisanas STZ zurkam tika noteikts
glikozes limenis. M&s noskaidrojam, ka eksperimentala STZ diab&ta modeli tikai etaftorons
pazemina glikozes limeni dzivnieku asinis. (Sk. 3.8.att.).

Citu autoru darbos (Briede et al., 2004) sastopamas norades par to, ka deva 0,005
mg/kg, 0,05 mg/kg un 0,5 mg/kg tris stundas péc ievadisanas un 76 stundas péc ievadisanas

cerebrokrasts un etaftorons pazemina glikozes Iimeni STZ zurkam. Pie tam cerebrokrastam

111



tika noveroti izteiktaki efekti. Cita darba Biede ar lidzstradniekiem pielietoja modificEtu
protokolu un ievadija STZ zurkam cerebrokrastu devas 0,05 mg/kg un 0,5 mg/kg dazas
stundas vai dienas pirms diab&ta ierosinasanas, ka ari 24 un 48 stundas p&c ta ievadiSanas, vai
art1 3 dienas péc kartas péc diab&ta ierosinasanas (48 stundas pec STZ). Glikozes
koncentracijas pazeminasanas tika noverota, sakot ar ceturto dienu p&c pedgjas ievadisanas, ja
cerebrokrasta ievadiSana tika uzsakta pirms STZ injekcijas, un sakot ar astoto dienu p&c
pedgjas cerebrokrasta ievadiSanas, ja preparatu ievadija 48 stundas péc STZ. Autori uzskata,
ka cerebrokrasta izsauktais hipoglikemiz&josais efekts ir saistits ar aizkunga dziedzera salinu
B-S$tnu bojaejas samazinasan0s vai to regeneraciju, jo tika novérots ari insulina sekrécijas
pieaugums (Briede et al., 2007).

Misu eksperimentos 1,4-DHP tika ievaditi 10-12 diena péc STZ, kas atbilst diab&ta
komplikaciju pétisanas protokolam. Glikozes koncentraciju asinis noteicam nakamaja diena
péc pedejas preparatu ievadiSanas. lesp&jams, ka misu modeli glikozes limena izteiktu
pazeminasanos 1,4-dihidropiridina atvasinajumu gadijuma varétu novérot vél péc dazam
dienam, vai ar1 — ja ievaditu 1,4-DHP uzreiz péc diab&ta simptomu konstatéSanas, tacu tas
neatbilda musu izveletajam protokolam.

Tadgjadi, masu iegutie rezultati par etaftorona ietekmi uz glikozes limeni STZ Zzurkam
10-12 dienas péc diabéta ierosinasanas, iesp&jams, liecina par etaftorona ietekmi uz glikozes

Iimena pazeminasanas ekstrapankreatiskiem mehanismiem.

4.2. Glikozes transportieru ekspresijas un NO' biosintézes izmainas eksperimentala
diabeta modelos

GLUTI1 tiek ekspresets vairakos audos, un ta galvena funkcija ir nervu sistémas
nodro$inasana ar glikozi (Mueckler et al., 2013). Tomér $is glikozes tranportieris tick
intensivi pétits ari ka diab&tisko komplikaciju patogenézes elements.

Ir dati par to, ka oksidativais stress pie cukura diab&ta pastiprina GLUT1 ekspresiju
(Carruthers et al., 2009). Tiesi GLUTI pastiprinata ekspresija veicina intracelularo
hiperglikémiju ar tai sekojoSiem metaboliSma traucéjumiem, un ta tiek saistita ar
glikotoksicitates fenomenu (Forbes et al., 2008). Turklat nierés GLUTI1 hiperekspresija
korelé ar ekstarcelulara matriksa pastiprinatu veidosanos ar tai sekojoSu fibrozes attistibu
(Brosius et al., 2009). GLUT1 loma tiek pé&tita ari pie diabétiskas retinopatijas.

Kopuma GLUT1 hiperekspresija ir uzskatama par negativu faktoru diabéta

mikrovaskularo un citu komplikaciju patogenézg, un to apstiprina arl p&tijumi par GLUT1
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ekspresijas vai §1 receptora inhibiciju pie diabétiskas nefropatijas, kardiopatijas un
retinopatijas (Heilig et al., 2013; Lu et al., 2013).

Megs noveérojam GLUT1 ekspresijas pieaugumu STZ diabétisko zurku nier€s, aknas un
sirdi paraleli ar NO' koncentracijas pieaugumu. Tad€jadi misu iegiitie dati par GLUT1
hiperekspresiju liecina par to, ka GLUTI1 parprodukcija varétu biit saistita ar NO' un
peroksinitrita izraisitajiem audu bojajumiem un veicinat diab&tisko komplikaciju attistibu.

Hipotétiska GLUT1 hiperekspresijas un NO' parprodukcijas asociacija ir paradita 4.2. attéla.

Hiperglikémija
TGLUT1
nieres, aknas, sirdi

|

TGlikotoksicitate

— | Toksidativais stress
TNO, TONOO-

|

DNS bojajumi Enzimu disfunkcija Tekaisums

Diabéta komplikacijas

4.2.att. Hipotétiska GLUT1 hiperekspresijas un slapekla oksida parprodukcijas saistiba

diabgtisko komplikaciju patogenéze

4.2.1. GLUT1 ekspresijas un NO' koncentracijas izmainas nierés un to loma diabétiskas
nefropatijas patogenéze

Zurkam ar STZ un HS diabétu més novérojam GLUT1 ekspresijas izteiktu pieaugumu
nierés ka MRNS, ta ari proteina limeni. STZ modeli $is picaugums bija izteiktaks un tika
noverots ka 12 dienas, ta ar1 6 nedélas pec diabéta ierosinasanas (3.18. att; 3.19. att., 3.27.att.,
3.28. att., 3.35. att.). Vairums agrak publicéto pétijumu norada uz GLUTI ekspresijas
pieaugumu nierés pie hiperglikémijas, tacu dazos gadijumos tika novérots pretgjs efekts.
GLUT1 ekspresijas pieaugums konstatéts arl mezangija S$tnu kultiras, kam sekoja
pastiprinata glikozes uznemsana un ekstracelulara matriksa proteinu ekspresijas picaugums

(Heilig et al., 1995).

113



Pétijumos ar mezangija S$tnam in vitro tika paradits, ka GLUT1 inhibicija spgj
samazinat glikozes uznemsanu un ar to saistita ekstracelulara matriksa izplatisanos (Heilig et
al., 2013). STZ diabetiskam zurkam vairakos pétijumos tika novérota GLUTI proteina
pastiprinata ekspresija nieru garoza (Linden et al., 2006, D’Agord Schaan et al., 2001, daSilva
et al., 2013, Lv et al., 2014). Tomér literattira ir dati ari par GLUTL1 proteina ekspresijas
samazinaSanos STZ zurku proksimalos kanalinos 2-4 ned€las p&c diab&ta ierosinasanas
(Dominguez et al., 1994).

Lai parliecinatos par iespéjamo GLUT1 un NO' biosintézes izmainu asociaciju ar
nieru bojajumiem dzivniekiem cukura diab&ta agrinaja faze, més noteicam NO' koncentraciju
STZ Zurku nierés — sakot ar 48 stundam un lidz 6 ned€lam péc diab&ta ierosinaSanas, un
konstatéjam NO' pastiprinatu biosintézi $aja perioda (3.36. att.). NO' koncentracijas
pieaugumu streptozotocina diab&tisko Zurku nierés novéroja ar Stadler ar lidzstradniekiem.
Vinu darba paaugstinats NO' Iimenis (noteikts ar EPR metodi) saglabajas Iidz 7 nedélam p&c
diabéta ierosinasanas un tika noverots vienlaicigi ar pastiprinatu peroksinitrita veidoSanos
(Stadler et al., 2003). Ta pati pétniecku grupa paradija, ka insulina ievadiSana samazina
palielinato NO' produkciju aknas un nierés, kas apstiprina hiperglikémijas lomu NO’
biosintézes veicinasana $ajos organos pie diabéta.

Tomer tika konstatéts, ka insulins nesp&j noverst proteinu karboniléSanu un sirds
hipertrofijas attistibu diab&tiskiem dzivniekiem. Aminoguanidins, kas ir NOS neselektivais
inhibitors, samazinaja NO' koncentraciju nierés, aknas un aorta, ka ari peroksinitrita
produkciju aorta, proteinu karbonilproduktu koncentraciju un sirds hipertrofiju, neietekmejot
glikozes limeni (Stadler et al., 2005). Cita autora darba ir publicéti dati par to, ka NO'
koncentracija nieru kanaliSu filtrata STZ Zzurkam glomerularas hiperfiltracijas fazeé ir
paaugstinata (Levine, 2008).

Literattiras dati par NOS izoformu iesaistiSanos NO' pastiprinata biosintéz& nierés pie
cukura diabéta ir pretrunigi.

Lai noskaidrotu NO' parprodukcijas avotus STZ zurku nierés, més pielietojam
vairakus NO' biosintézes inhibitorus, ka ari noteicam iINOS un eNOS ekspresijas izmainas.
Més konstat&jam, ka aminoguanidins (neselektivais NOS inhibitors) un allopurinols (ksantina
oksido-reduktazes inhibitors) NO' koncentraciju nierés samazina. Ari selektivais NOS
inhibitors 1400W uzradija tendenci samazinat NO" koncentraciju, tacu statistiska ticamiba

netika sasniegta (sk. 3.41.att).
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Tapat mes konstatgjam, ka STZ modela zurkam iINOS un XOR proteia ekspresija
nierés ir paaugstinata, bet eNOS ekspresija — samazinata (Sk. 3.47-3.52. att). eNOS un XOR
MRNS ekspresijas izmainas atS$kiras no proteina ekspresijas. Salidzinot misu datus ar
literatiras datiem, konstatgjam, ka ir zinamas norades par eNOS ekspresijas samazinasanos
vai atjigSanu pie diab&tiskas nefropatijas - paraleli ar iNOS hiperekspresiju, kas noved pie
peroksinitrita parprodukcijas un tas izraisitiem DNS bojajumiem (Pacher et al., 2007 un
atsauces taja). Tapat ir dati par to, ka STZ zurku nier€s - vienlaikus ar palielinatu glomerularo
filtracijas atrumu un nieru plazmas plismu - eNOS ekspresija pastiprinas nieru glomerulos,
savukart iNOS ekspresija netieck konstatéta vispar. NOS inhibitora L-NAME ievadisana
normaliz&ja nieru asinsriti, kas norada un NO' lomu diab&tiskas nefropatijas agrinaja faze
(Veelken et al., 2000). Dazi zinatnieki zino gan par iNOS, gan eNOS iesaistiSanos ekspresijas
veicinasana diabétisko zurku nieru garoza (Choi et al., 1999).

Aktivas diskusijas pétnicku vida notiek ari par ksantina oksidoreduktazes (XOR)
iesaistiSanos iekaisuma procesos nierés pie diab&ta. Pieméram, ir publicéti dati par XOR
pastiprinatu ekspresiju nieru kanalinu Stnu kultiiras, audzgjot tos barotn€s ar paaugstinatu
fruktozes koncentraciju (Cirillo et al., 2009). Streptozotocina modela diab&tiskam pelem XOR
hiperekspresija nierés tika novérota paraléli ar nitrotirozina paaugstinatu koncentraciju Saja
organa (Kiss et al., 2013). XOR aktivitates pieaugums cksperimentalos diabéta modelos

nierés koreléja ar pazeminatu glutationa peroksidazes aktivitati un lielaku nitrita
koncentraciju, kas norada uz XOR iesaistiSanos NO’ sint€z€ un oksidativa stresa attistiba
(Aliciguzel et al., 2003).

Tadgjadi miisu un citu autoru dati norada gan uz NOS, gan XOR iesaistisanos NO’

parprodukcija nierées.

4.2.2. GLUT1 ekspresijas un NO' koncentracijas izmainas aknas un to loma
nealkoholiska steatohepatita sakumstadija

Cukura diabéta gadijuma GLUT1 ekspresijas Iimenis eksperimentalo dzivnieku aknas
ir maz pétits. Dazos darbos tiek zinots par GLUTI1 ekspresijas pieaugumu dib&tiskiem
dzivniekiem (Ybarra et al., 1997, Tal et al., 1991). GLUTI pastiprinata ekspresija tika
novérota ari aknu karcinomu gadijuma, kas varétu liecinat par $1 glikozes transportiera
ekspresijas saistibu ar hipoksiju (Roh et al., 2004).

Sava pétjjuma més noverojam pastiprinatu GLUT1 proteina ekspresiju STZ Zurku

aknas, bet atbilstoSo mRNS Iimenis nebija izmainits (Sk. 3.20-3.21.att.). Iesp&jams, tas norada
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uz GLUT1 ekpresijas p&ctranskripcijas regulaciju, jo GLUTI1 ekspresija var tikt reguléta ka
transkripcijas, ta ari pectranskripcijas Iimeni, un to ietekmé glikozes limena svarstibas un
hipoksija (Carruthers et al., 2009).

Interesanti, ka pretéji STZ dibétiskajos dzivniekos novérotajam, HS zurkam GLUTI
ekspresija proteina Iiment nebija pastiprinata, bet ta, savukart, bija palielinata mRNS Iimeni
(sk. 3.25-3.26. att). Tas ir vél viens noradijums uz to, ka GLUT1 ekspresijas limenis tiek
nepartraukti reguléts - atbilsto$i glikozes un lipidu metabolisma izmainam dzivnieku
organisma.

STZ diab&ta modela dzivniekiem tika nov@rots ar1 izteikts aknu bojajums, kuru
novertéjam pec HAI skalas. Savukart HS modela dzivniekiem aknu bojajums bija maz izteikts
(3.22. att). Sie rezultati saskan ar Freemerman un lidzstradnieku datiem, kuri liecina par to, ka
GLUT1 hiperekspresija makrofagos veicina proinflamatoro mediatoru sekréciju un ROS
produkciju, savukart glikolizes inhibicija Sos efektus neitralizé. Autori uzskata, ka pastiprinata
glikozes utilizacija veicina ROS-ierosinato proinflamatoro stavokli, un aknas tas var veicinat
insulina rezistences attistibu (Freemerman et al., 2014).

Misu iegiitie rezultati netie$i apstiprina $1 piep€émuma pamatotibu, jo ari meés
novérojam NO' biosintézes intensifikaciju STZ zurku aknas (sk. 3.37.att.). Savukart HS

modela zurkam NO' koncentracija aknas nebija lielaka ka kontroles grupas dzivniekiem. STZ

zurku aknas NO' Iimeni samazinaja ka 1400W, ta arT aminoguanids, kas, péc misu domam,
norada uz iNOS nozimi aknu bojajuma patogenéze pie STZ diabéta.

INOS iesaistiSanas, ka arl pastiprinata brivo radikalu veidoSanas un lipidu
peroksidésanas STZ zurku aknas tika novérota ari citu zinatnieku eksperimentos (Stadler et
al., 2008). Savukart, misu novérojumi par to, ka allopurinols (ksantina oksido-reduktazes
inhibitors) NO" koncentraciju aknas nemaina, sakrit ar to pétnicku datiem, kuri cukura diabéta
dzivnieku aknas XOR hiperekspresiju nav novérojusi (Aliciguzel et al., 2003). Tomér ir
publicéti rezultati ar1 par §1 enzima ekspresijas palielinaSanos aknas dzivniekiem ar
eksperimentalo streptozotocina diabétu (Jin et al., 2004). Iesp&ams, ka S§is atSkiribas
rezultatos ir saistitas ar dazadu eksperimentalo protokolu izmantoSanu.

Tadejadi jasecina, ka diab@tiska steatohepatita attistibas sakumstadija augstam
glikozes limenim kopa ar GLUT1 hiperekspresiju ir lielaka ietekme uz aknu bojajuma
attistibu neka hiperlipidémijai. Rezultatu apkopojums par GLUT1 un NO" koncentracijas

sakaribu ar aknu bojajuma intensitati divos diabéta modelos ir sniegts 4.3. attéla.
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4.3. att. GLUT1 ekspresijas, slapekla oksida produkcijas un aknu bojajuma pakapes

noveértéjums STZ un HS modelu Zurkam

4.2.3. NO' koncentracijas izmainas asinis un aortas sienina un to loma diabéta
makrovaskularo komplikaciju patogenéze

Meés noveérojam izteiktu NO' koncentracijas pieaugumu asinis 48 stundas un 1 ned€lu
péc STZ ievadiSanas, ka ari1 abdominalas aortas sienina — 9-12 dienas péc diabé&ta
ierosinasanas (3.39., 3.43. att). Tas saskan ar literatiiras noradém par to, ka 4 ned€las pec
diabéta indukcijas STZ modela Zurku seruma antioksidativo enzimu aktivitate samazinas, bet
NO’" metabolitu NO3 un NO; limenis ir paaugstinas (Coskun et al., 2004).

Péc misu datiem aortas sienipa NO' koncentraciju statistiski ticami samazina

allopurinols (sk. 3.43.att), kas norada uz XOR iesaisti§anos NO" metabolisma asinsvados pie
hiperglikémijas. Tomér ari aminoguanidinam, kur$ inhibé NOS, bija lidzigs efekts. Citi
petnieki STZ diabétisko zurku aorta ir nov€rojusi pastiprinatu superoksida veidoSanas un
palielinatu  NADPH oksidazes aktivitati, ka ar1 eNOS dim@ru/monom@ru attiecibas
samazinasanas, kas norada uz eNOS atjigsanu (Wenzel et al., 2007).

Palielinata XOR aktivitate ir novérota diab&tisko zurku plazma un sirdi (Wendt et al.,
2005). Neskatoties uz to, ka NO' ir vazorelaksants, un ta deficits tieck novérots pie
aterosklerozes (Cantu-Medellin et al., 2013), més uzskatam, ka miisu un citu p&tnieku
novérotais NO' koncentracijas pieaugums aortas sienina dzivniekiem ar eksperimentalo
diab&tu nav labveligs faktors, jo tas var veicinat oksidativo stresu un ar to saistito endotelialo

disfunkciju.
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Tome@r literatiira atrodami ar citi viedokli. Ta, piem&ram, notiek aktivas diskusijas par

XOR lomu NOS neatkarigaja NO' sintéze pie hipoksijas un iekaisuma, un tas attiecas ari uz
diabétu. Daudzi zinatnieki uzskata, ka nitrita reducéSanas lidz NO' ksantina oksidoreduktazes

darbibas rezultata ir diabéta komplikacijas kavéjoss faktors, jo tadéjadi tiek novérsts NO’
deficits un ar to saistitais kardiovaskularais risks (Cantu-Medellin et al., 2013). Tomér
parliecino$ie dati par XOR nozimi oksidativa stresa attistiba lick domat, ka galvena nozime
dazadu radikalu ietekmei uz diabéta komplikaciju attisttbu tomér ir to aktualajai
koncentracijai audos un to veidoSanas vietai. Tapéc, interpret€jot rezultatus par tadu
signalmolekulu ka NO' radikala ietekmi uz diabeta attistibu, japem véra NO' radikala augsta
reagltspéja un nieciga dzivildze, kas nosaka ta iedarbibas efekta atkaribu no ta veido$anas
vietas $tina (uz citoplazmatiskas membranas, endoplazmatiskaja retikuluma, citosola vai uz

mitohondrialas membranas).
Atkariba no citu radikalu koncentracijas NO' raSanas vieta, tai skaita aktivéto skabekla

formu klatbutnes, var notikt vai nu NO' radikalu rekombinacija, vai proteinu S-nitroziléSana,
oksidésana vai ari reakcija ar citam aktivétajam skabekla formam un ta rezultata -
citotoksisku produktu veidoS$anas. Tapéc jautajums par to, kuru NOS aktivéSanai ir pozitiva

ietekme uz diabéta komplikaciju attistibu, bet kuru — negativa, paliek atklats un prasa
padzilinatu izpéti. Tomér patologiski augsta NO' koncentracija nedz audos, nedz asinsrité

nenoliedzami nav vélama, jo ta izsauc Sunu bojajumus un asinsspiediena parmerigu

samazinajumu.

4.2.4. GLUT1 un GLUT4 ekspresijas izmainas sirdl un to iespéjama saistiba ar
diabétiskas kardiomiopatijas attistibu

GLUT1 ekspresijas izmainas sirdi tiek saistitas ar diab&tiskas kardiomiopatijas
attistibu. Més registréjam GLUT1 ekspresijas pieaugumu STZ modela zurku sirdi mRNS un
proteina Iiment (3.24. att., 3.24. att). Toties HS Zurkam GLUT1 hiperekspresiju novérojam
tikai proteina limeni (3.29. att; 3.30. att). Kaut ari dazi autori STZ modela zurkam ir
konstat&jusi GLUT1 ekspresijas samazinajumu (Depre et al., 2000; Kainulainen et al., 1994,
Soltésova et al., 2013), tomér ir public&ti dati ar1 par to, ka GLUT1 génu ekspresijas limenis
STZ diabéta zurkam nemainas (Ybarra et al., 1997).

GLUT1 expresijas palielinajums miokarda tika noverots zurkam ar aizkavetu
intrauterino augsanu, hipertensiju un hiperinsulinémiju (Langdown et al., 2001). GLUT1
hiperekspresija miokarda tiek saistita ar samazinatu metabolo fleksibilitati un uzskata, ka ta

veicina sirds disfunkciju aptaukosanas modelos (Yan et al., 2009).
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Kopuma uzskati par GLUT1 lomu sirdi pie cukura diab&ta joprojam ir atskirigi, jO tas
izpéte ir apgriitinata sakara ar to, ka St glikozes transportiera ekspresijas pakape dzivniekiem
mainas atkariba no to baroSanas rezima un/vai insulina Iimena organisma (Kraegen et al.,
1993).

Literatura ir dati par GLUT4 ekspresijas samazinasanos eksperimentalo dzivnieku un
cilvéku insulinatkarigajos audos pie cukura diabéta. Ta ir raksturiga gadijumos, kad
veidojojas insulina deficits vai insulina rezistence. GLUT4 ekspresija samazinas arT oksidativa
stresa ietekmé (Katz, 2007). Miokarda GLUT4 ekspresijas samazinasanas tiek saistita ar
kontraktilas disfunkcijas attistibu un liclaku aritmiju risku (Huang et al., 2009).

So paradibu pamata ir dazadi molekularie mehanismi, tostarp ari GLUT4 ekspresijas
samazinaSanas. GLUT4 hipoekpresija miokarda nozimé samazinatu glikozes oksidaciju un
palielinatu brivo taukskabju oksidaciju kardiomiocitos, kas noved pie palielinata skabekla
patérina ATP sintézei mitohondrijos un samazinatas miokarda energétiska metabolisma
efektivitates (Bugger et al., 2014).

Sava pétjuma mes noverojam GLUT4 ekspresijas samazinajumu STZ modela

dzivnieku miokarda (3.33. att., 3.34. att.).

4.2.5. GLUTL, GLUT4 ekspresijas un NO" koncentracijas izmainas skeleta
muskulatiira un to iespéjama saistiba ar insulina rezistenci

Dzivniekiem ar eksperimentalo cukura diabétu skeleta muskulos més novérojam

niecigu GLUT1 ekspresiju, savukart GLUT4 ekspresija bija samazinata (3.31. att., 3.32. att.).

Taja pasa laika diab&tisko dzivnieku skeleta muskulos mes nov€rojam izteiktu NO'

parprodukciju (3.38. att.). NO' koncentraciju muskulos samazinaja ka NOS inhibitors
aminoguanidins, ta ari XOR inhibitors allopurinols (3.44. att.).

Sie rezultati sakrit ar citu zinatnieku datiem par XOR hiperekspresijas izsaukto
oksidativo stresu muskulaudos cukura diabéta gadijuma (Bravard et al., 2011). Vairakos
pétijumos ir konstatéts oksidativa stresa intensitates pieaugums ari diabétisko dzivnieku
skeleta muskulos (Forbes et al., 2013). Pretg&ji tam, ir ari publikacijas, kuras dzivniekiem ar
insulina rezistenci un aptaukoSanas skeleta muskulos paaugstinata nitrita, nitrotirozina un
lipidu peroksidésanas gala produktu koncentracija netika konstatéta (Kadiiska et al., 2012).

Tapec, interpretgjot miisu iegiitos rezultatus, jasecina, ka pie hipoinsulinémiska cukura
diabéta skeleta muskulos glikotoksicitate nav noteicosais faktors oksidativa stresa

veicinasana, jo glikozes iepliiSana §iina ir samazinata GLUT4 hipoekspresijas d€l, un ar1

119



GLUT1 ekspresija ir nieciga. Acimredzot oksidativo stresu muskulos hiperglikémija veicina
kada cita - netiesa veida, pieméram, caur pastiprinatu olbaltumvielu un lipidu katabolismu
un/vai citiem $iinas metabolisma trauc€jumiem. Tadgjadi més domajam, ka oksidativa stresa
attistibas celi atSkiras insulinatkarigos un insulinneatkarigos audos. Ta ka ir paradits, ka

skeleta muskulos oksidativajam stresam ir zinama ietekme uz insulina rezistences patogenezi,
jasecina, ka NO" metabolisma regulacijas talaka izpé&te ir nepiecieSama, jo pasreiz pieejamie
dati nedod iesp&ju izdarit viennozimigus secinajumus par NO' biosintézes intensitates ietekmi,

jo insulina rezistenci bieZi novéro ne tikai pie 2. tipa cukura diab&ta, bet ari pie 1. tipa cukura

diabéta.

4.3. Farmakologisku preparatu ietekme uz NO' veidoSanos un glikozes transportétaju
ekspresiju dzivniekiem ar eksperimentalo STZ un HS diabétu

4.3.1. Mildronata ietekme uz GLUT1 un GLUT4 koncentraciju nieres, sirdi, aknas un
skeleta muskulos

Neliclos kliniskos izméginajumos ir novérota mildronata labvéliga ietekme uz
glikozes metabolismu un diabétisko komplikaciju izpausmém (Statsenko et al. u mp, 2007,
KysnemoBa u gap., 2007; Statsenko et al. u ap., 2010; Botabekoba et al., 2004). Lai
noskaidrotu iesp&jamo mildronata iedarbibas mehanismu, mes pétijam $1 preparata ietekmi uz
GLUTI un GLUT4 ekspresiju diabétisko zurku audos, jo, saskana ar literatiiras datiem,
glikozes transportétaji ir iesaisti diabétisko komplikaciju un insulina rezistences patogenéze
(sk. sadalu 4.2.).

Megs konstat€jam, ka nierés zurkam ar eksperimentalo STZ un HS diab&tu mildronats
normaliz€ pastiprinato GLUT1 ekspresiju (sk. 3.18. att., 3.19. att., 3.27. att., 3.28. att.). STZ
dzivnieku aknas mildronats samazinaja paliclinato GLUT1 proteina ekspresiju (sk. 3.20.att.,
3.21. att.), bet HS modeli tas mildronats §1 proteina Iimeni neietekméja (sk. 3.25. att., 3.26.
att.). Novertgjot aknu bojajuma pakapi ar HAI indeksa palidzibu, més konstatgjam, ka STZ
modela Zurkam mildronats to samazina (sk. 3.22. att.).

Tadgjadi jasecina, ka pie eksperimentala cukura diabéta, lietojot kliniski atbilstosas
devas, mildronatam piemit sp&ja samazinat nealkoholiskam steatohepatitam raksturigas
histologiskas parmainas aknas. Ta ka nealkoholiskais steatohepatits ir saistits ar insulina
rezistenci, Sis efekts varétu bit nozimigs ka mildronata hipoglikemiz€josa mehanisma

sastavdala.
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Nemot véra GLUTI1 hiperekspresijas iesaisti diab&tisko komplikaciju patogengze
(Brosius et al., 2013), mildronata normaliz&josa iedarbiba uz GLUTL1 Iimeni ir vértéjama ka
protektiva. Kaut arT mildronata ietekme uz GLUT1 ekspresiju diabétiskiem dzivniekiem
nierés un aknas agrak nav pétita, tomér ir dati, kuri palidz izprast miisu novérotos rezultatus.
Eksperimentos ar STZ un Goto-Kakizaki diabétiskam zurkam tika konstatéts, ka mildronats
kavé sapju sliekSpa pazeminaSanos zurkam ar diabétisku nervu bojajumu, tatad - bremze
diabétiskas polineiropatijas attistibu (“Sokolovska et al., 2011; Liepinsh et al., 2009). Mas
konstatgjam, ka diab@tisku Zzurku nier€s mildronats normaliz€ pastiprinato iINOS MRNS
ekspresiju (nepublicéti dati). Tas nozimé, ka mildronats nomac iekaisuma procesus nieres,
kurus ir izsaukusi STZ ievadiSana un hiperglik€mija.

Nemot véra to, ka oksidativais stress un iekaisuma procesi, aktivéjot TGF -1, arl
veicina GLUT1 hiperekspresiju (Gnudi et al., 2007), iesp&jams, ka mildronats kavé GLUT1
ekspresiju, iedarbojoties uz TGF B-1 aktivacijas mehanismiem.

Citu pétnieku dati norada uz mildronata protektivajam ipasibam, tas ir — sp&ju noverst
patologisku kodola faktora NFkB ekspresiju azidotimidina ierosinatos kardiotoksicitates,
neirotoksicitates un hepatotoksicitates modelos. Péc So autoru domam, protektivo efektu
nodroS§ina mildronata pozitiva ietekme uz mitohondrialo disfunkciju (Pupure et al., 2008a;
Klusa et al., 2013; Klusa et al., 2010).

Ir noveérots, ka hronisko hiperglikémiju pavada hipoksija. Tapéc daudzi zinatnieki
uzskata, ka nieru kanaliSu hipoksija ir nieru bojajuma palaidéjmehanisms (Singh et al., 2008).
Nemot véra to, ka mildronats uzlabo Stinas metabolismu un samazina mitohodriju bojajuma
pakapi hipoksijas apstaklos (Dambrova et al., 2002), mildronata antioksidativas ipasibas ari
varétu bt viens no GLUT1 ekspresijas normalizaciju veicino$iem faktoriem  pie
hiperglik€mijas.

Tadgjadi miisu iegutie rezultati par GLUT1 hiperekpresijas samazinajumu nierés un
aknas dzivnieku STZ inducéta cukura diab&ta modelos papildina ieprieks iegiitos rezultatus
par mildronata labvéligo ietekmi uz cukura diab&ta izraisitam mikrovaskularajam
komplikacijam.

Mes noverojam, ka sirdi1 STZ un HS modela dzivniekiem mildronats samazina diabéta
ietekmé pastiprinato GLUT1 ekspresiju (3.23.,2.24., 3.30. att.). Tapat mildronats atjaunoja
STZ ietekmé nomakto GLUT4 ekspresiju kardiomiocitos (3.33. att., 3.34. att.). Kopuma Sos
efektus pie cukura diabéta var uzskatit par kardioprotektiviem, jo gan GLUT1 hiperekspresija,
gan GLUT4 hipoekspresija ir iesaistita kontraktilas disfunkcijas patogenéze pie diabétiskas
kardiopatijas (sk. 4.2.4. sadalu).
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Literatiira ir daudz datu par mildronata ietekmi uz sirds funkciju un metabolismu
diabétiskiem dzivniekiem. Ir novérots, ka p&c mildronata terapijas (200 mg/kg, p.o, 8 nedélas)
diabetiskam Goto-Kakizaki linijas zurkam koronarajas artérijas uzlabojas asinsrite, ka ar1
samazinas infarkta apjoms izolétas sirds infarkta modeli (Liepinsh et al., 2009). Turklat
kombinacija ar metforminu mildronats tuklam Zucker zurkam pastiprinaja GLUT4, PPAR-a
un taukskabju metabolisma iesaistito g€nu ekspresiju, tada veida reguléjot miokarda
energétisko vielmainu (Liepinsh et al., 2011).

Ir paradits, ka mildronats stimul€ insulin-atkarigo glikozes patérinu izoletas pelu sirdis
un pastiprina dazu glikozes metabolisma iesaistito génu un enzimu ekspresiju, ietekméjot
GLUT4, heksokinazes-2 un insulina receptoru limeni un aktivitati (Liepinsh et al., 2008). Ta
ka mildronata ietekmé& STZ zurkam skeleta muskulos més ari novérojam GLUT4 ekspresijas
atjaunoSanos, ta vartu bt viena no preparata hipoglikemizéjo$a mehanisma sastavdalam
(3.32. att.).

Tadgjadi mildronata pozitiva ietekme uz insulina sensitivitati izpauzas gan veseliem
dzivniekiem (pelém), gan arT mérena insulina deficita gadijuma (Zucker diabétiskam zurkam),
un tapat ari pie izteikta insulina deficita (STZ zurkam). GLUT4 ekspresijas veicinasana varétu
bit dala no mildronata kardioprotektiva un hipoglikemizéjosa efekta, kas ir 1pasi svarigi
diabéta apstaklos, kad kardiovaskularo patologiju risks ir palielinats.

Mildronats

l

——————+ |Hiperglikémija

| GLUT1 hiperekspresija

, , |NF-xB
nierés, aknas, sirdi

Mildronats
| Glikotoksicitate

l

|oksidativais stress

/ | GLUT4 hipoekspresija
skeleta muskulos. sirdl

laknu bojajuma pakape (HAT)

| mitohondrijn
disfunkeija

|degenerativas parmainas nier&s un sirdi

4.4 att. Mildronata ietekme uz GLUT1 un GLUT4 ekspresiju dazados organos, un tas
indukcijas iespéjamie mehanismi. Mildronats pazemina glikozes ITmeni, veicinot glikolizi un potencgjot
insulina darbibu. Mildronata sp&ja samazinat GLUT1 ekspresiju un veicinat GLUT4 ekspresiju var&tu biit
saistita ar preparata protektivo iedarbibu uz mitohondrijiem, mazinot oksidativo stresu, ka arT uz iekaisuma
signalceliem (tai skaita caur NF-«xB)

Liepin$ ar kolégiem konstatétgja, ka veselam pelém mildronats neietekmé GLUT1
proteina ekspresiju sirdi (Liepinsh et al., 2008). Kaut arT diabétisko dzivnieku sirdi GLUT1
ekspresija iepriek§ nav pétita, tomer vargja sagaidit, ka, uzlabojot miokarda energétisko

metabolismu, mildronats samazinas diab&ta apstakliem raksturigo oksidativo stresu un
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GLUT1 hiperekspresiju. Ka redzams 4.4. attéla, mes patiesam novérojam GLUT1 un GLUT4
ekspresijas izmainas mildronata ietekmé&, kuras korelgja ar organu histologiskajam

parmainam.

4.3.2. Mildronata kombinaciju ar metforminu vai glibenklamidu ietekme uz GLUT1
ekspresiju

Lidzigi ka situacija ar glikozes un lipidu metabolisma parametriem, m&s nenoveérojam
mildronata un metformina vai mildronata un glibenklamida aditivus efektus attieciba uz
GLUTI1 ekspresiju. Tomér dazos gadijumos bija redzama kombinacijas efekta atskiribas,
salidzinajuma ar individuali ievadito preparatu iedarbibu.

Ta, pieméram, STZ modela dzivnieku sirdis, salidzinot ar STZ kontroli, GLUT1
ekspresija glibenklamida ietekmé nemainijas, bet, ievadot glibenklamidu kombinacija ar
mildronatu, GLUT1 ekspresija normalizgjas - lidzigi tam, ka to novérojam mildronata grupa
(3.23. att.). Tadgjadi $aja kombinacija domin&ja mildronata efekts uz GLUT1 ekspresiju sirdi.

Interesants ir arT piemérs ar GLUT1 mRNS ekspresiju HS modela dzivnieku sirdis.
levadot eksperimentala HS diabéta zurkam metforminu, mRNS ekspresija tika izteikti
nomakta. To pasu noveéroja arT metformina kombinacijai ar mildronatu. Savukart mildronatam
per se ietekmes uz GLUT1 mRNS nebija (3.29. att.). Var secinat, ka $aja gadijuma
kombinacijas efektu uz GLUT1 mRNS noteica metformins.

Nemot véra to, ka GLUT1 ekspresija, Skiet, visvairak ir atkariga no Stnas oksidativa
stresa stavokla un glikozes limena asinsrité (Heilig et al., 2013), GLUT1 ekspresijas izmainas
ierobezo So parametru svarstibu diapazons. Proti, ja tie pietuvinas normas robezai, iespéjams,
GLUT1 ekspresijas izmainas preparatu ictekmé ir nelielas, un tapéc ir vaji pamanamas. Lidz
ar to, ja kads no pielietotajiem preparatiem pats par sevi izsauc labi izteiktu efektu, otra
preparata pievienosana So efektu papildus potencet nesp€j. Tapat ar1 gadijumos, kad glikémija
nav ipadi izteikta, sagaidams, ka mazakas bis ari GLUTI1 ekspresijas izmaipas. Sim
pienémumam atbilst arT musu iegiitie rezultati, kas liecina par to, ka vienos un tajos pasos
audos HS modela dzivniekiem ir mazak izteikta GLUT1 ekspresija, salidzinot ar STZ modela

dzivniekiem, kam paSiem par sevi ar1 diab&ta izpausmes ir smagakas neka HS dzivniekiem.

4.3.3. Glibenklamida ietekme uz GLUT1 un GLUT4 ekspresiju nieres, sirdi, aknas un
skeleta muskulos

Meés novérojam, ka eksperimentala STZ diab&ta modela dzivniekiem glibenklamids
nierés samazina STZ izraisito GLUT1 ekspresijas pieaugumu ka gena, ta proteina Iimeni.

Turpretim HS modela dzivniekiem GLUT1 saturs nemainijas (3.18. att., 3.19. att.). Ieprieks
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tika paradits, ka glikozes koncentraciju pazeminosais sulfonilurinvielu grupas preparats
tolazamids in vitro paaugstinatas glikozes limena apstaklos pastiprina GLUTL1 ekspresiju
mezangialo $tinu membranas (Cortes et al., 1998). Tomér mums neizdevas atrast datus par
sulfonilurinvielu ietekmi uz GLUT1 ekspresiju nierés diab&ta modelos in vivo.

Ieprieks tika paradits, ka sulfonilurinvielas pastiprina GLUT1 ekspresiju
kardiomiocitu Stnu kultiiras (Bdhr et al., 1995; Nguyen et al., 1998, Eckel et al., 1996).
Diemzgl literatira nav datu par sulfonilurinvielu ietekmi uz GLUTL1 ekspresiju pie cukura
diab&ta miokarda in vivo. Tapéc jasecina, ka sulfonilurinvielu ietekme uz GLUT1 Iimeni in
ViVO un ta nozimi miokarda metabolisma nav pietickami izpé&tita.

Sava darba més noskaidrojam, ka STZ modela zurkam glibenklamids samazina
GLUT1 mRNS limeni sirdi, bet neietekmé diab&ta inducéto pastiprinato GLUT1 proteina
ekspresiju (3.23.att., 3.25. att). HS zurkam efekts bija tiesi pretéjs — tika noverota palielinata
GLUT1 mRNS ekspresija, savukart GLUT1 proteina ekspresijas Itmeni glibenklamids
samazinaja (3.29. att., 3.30. att.).

Mes atradam, ka STZ modela dzivnieku aknas GLUTI1 proteina (bet ne mRNS)
ekspresija ir palielinata,un glibenklamids to samazina. Savukart HS modeli $adu efektu
nenoverojam (3.20. att., 3.25. att.). Tapat més konstatgjam, ka glibenklamida ievadiSana
samazina aknu bojajuma izpausmes STZ modela dzivniekiem (3.22. att.).

Literattiras datu analize liecina, ka ir novérota gan negativa (Katoh et al., 2001;), gan
pozitiva (Wiggins et al., 1992, Broadway et al., 1995) glibenklamida ietekme uz lipidu
metabolismu aknas cilvékiem. Tapéc GLUT1 ekspresijas atSkiribas STZ un HS modela
dzivniekiem glibenklamida ievadiSanas rezultata varétu skaidrot ar dazadu insulma limeni
abos modelos. Ta ka GLUT1 dalgji atkarigs no insulina, ar to var pamatot, kapec HS zurkam
glibenklamida ietekmé GLUT1 izteiktaku ekspresiju novéro tikai nierés (Bouché et al., 2004).

Viens no GLUT]1 ekspresiju ietekméjosiem faktoriem ir arT glikozes Iimenis (Heilig et
al., 2013). Masu rezultati liecina, ka HS dzivniekiem glibenklamids glikozes koncentraciju
nesamazina un neietekmé art HbA1c% saturu (3.17. att.). Tas korelé ar miisu novérojumiem,
ka glibenklamids GLUT1 ekspresijas limeni HS diab&ta modela dzivniekiem nesamazina.

Toties STZ zurkam, kuram diabéta izpausmes ir daudz izteiktakas ka HS modela
dzivniekiem, ar glibenklamidu arstétam Zurkam més novérojam GLUT1 ekspresijas
samazinajumu, kaut ari tika novérots tikai dalgjs glikozes metabolisma regulacijas
uzlabojums.

Sadu iedarbibu var skaidrot ar dazadiem mehanismiem. Ieprieks tika paradits, ka
KATP kanali modulé ka bazalo, ta arT insulina vai augstas glikozes stimuléto glikozes

transportu (Wasada et al., 2001). Tomer §1 efekta mehanismi netika noskaidroti. Tomer var

124



sagaidit, ka KATP kanalu atverSana stimules GLUT1 ar tam sekojoSu natrija un glikozes
iepliisanu §ana. So kanalu blokade glibenklamida ietekmé, savukart, var samazinat GLUT]
ekspresiju ar atgriezeniskas saites palidzibu.

Glibenklamidam novérotais GLUT1 ekspresiju pazeminosais efekts varétu bit saistits
ar uzlaboto glikozes utilizacijas un energijas razoSanas efektivitati. Ir paradits, ka, atverot
anjonu kanalu un veicinot CI" jonu ieplisanu mitohondrijos, glibenklamids izraisa
mitohondriju membranas caurlaidibas picaugumu. Cl” koncentracijas picaugums, savukart,
veicina K" iekltisanu mitohondrijos (CI/K" Ko-transports) un mitohondrialo elposanu
(Fernandes et al., 2004). Tad&jadi uzlabota Stinas apgade ar energiju var veicinat art GLUT1
ekspresijas normalizaciju (Wasada et al., 2001).

Pétot glibenklamida ietekmi uz GLUT4 ekspresiju skeleta muskulos un sirdi, més
konstatgjam, ka glibenklamids nesp€j atjaunot nomakto GLUT4 ekspresiju STZ dzivnieku
skeleta muskulos, tacu veicina to miokarda (3.32. att., 3.34. att.). Jaatzimé, ka glibenklamids -
ka vienigais no trijiem miisu pétitajiem preparatiem- palielindja ari insulina koncentraciju
STZ modela dzivniekiem. Tomeér nav pilniba skaidrs, kapéc glibenklamida ietekme uz
GLUT4 Iimeni sirdi un muskulos atskiras.

Péc literatiras datiem dzivniecku diab&a un insulina rezistences modelos
sulfonilurinvielas GLUT4 ekspresiju skeleta muskulos neiespaido, un neizmaina to ari
muskulu $tnu kultaras (Kern et al., 1993; Tsiani et al., 1995; Tosegawa et al., 1999). Taja
pasa laika ir paradits, ka miocitos sulfonilurinvielas veicina GLUT4 translokaciju no
intracelulara kompartmenta uz $tinas membranam, ka ar stimule GLUT4 ekspresiju muskulos
diabétiskiem dzivnickiem (Miiller et al., 1995; Sudraham et al., 2013). Kardiomiocitu
kultiiras §1s preparatu grupas ietekmé tika novérota GLUT4 pastiprinata ekspresija (Nguyen et
al., 1998).

Glibenklamida un citu sulfonilurinvielu stimuléjosais efekts uz GLUT4 varétu bt saistits ar
insulina sekrécijas veicinaSanu, kaut tiek zigots ari par $is medikamentu grupas
ekstrapankreatiskiem efektiem (Miiller et al., 1996). Tadgjadi glibenklamida molekularajiem

efektiem uz diabétisko komplikaciju patogenézi ir nepiecie$ama talaka izpéte.

4.3.4. Metformina ietekme uz GLUT1 un GLUT4 ekspresiju nieres, sirdi, aknas un
skeleta muskulos

Metformina ietekme uz GLUTL ekspresiju nierés ir maz pétita. Péc literatiras datiem

metformina ievadiSana mezangialo Stnu kultira GLUT1 ekspresiju So Stinu membranas
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nepalielina (Cortes et al., 1998). Savukart publicétus datus par metformina efektiem uz
GLUT1 ekspresiju nierés diab&ta modelos in vivo mums atrast neizdevas.

Sava pétjjuma més noveérojam, ka gan STZ, gan HS modela zurkam metformins
pazemina GLUT1 ekspresiju nierés ka mMRNS, ta ari proteina Itmeni (sk. 3.18.-3.19. att.;
3.27.-3.28. att.).

Mgs novérojam, ka STZ modela dzivnieku aknas metformins normaliz€ paaugstinato
GLUT1 ekspresiju proteina Iimeni (sk. 3.20. att). P&c citu pétnieku datiem veselam Zurkam
(Hirode et al., 2008) vai diabétiskam db/db pelem (Heishi et al., 2008) metformins GLUT]1
geéna ekspresiju aknas neietekmé. Misu rezultati liecina, ka STZ modela dzivniekiem
metformins samazina GLUT1 proteina ekspresiju ar sirdi (Sk. 3.23. att.). Publicétie dati
liecina, ka metformins nestimulé GLUT1 ekspresiju kardiomiocTtu $tnu kulttiras (Yang et al.,
2006), bet izraisa GLUT1 translokaciju no intracelularas vides uz plazmatisko membranu
(Fischer et al., 1995).

Mgs novérojam ari, ka STZ modela dzivniekiem metformins palielina samazinato
GLUT4 ekspresiju skeleta muskulos un miokarda. Skeleta muskulos GLUT4 proteina
ekspresija parsniedza pat veseliem dzivniekiem raksturigo. Sie rezultati saskan ar ieprieks
publicétajiem datiem par metformina stimul€joso iedarbibu uz GLUT4 ekspresiju (Fischer et
al., 1995; Cheng et al., 2006).

Diskut€jot par iesp&jamiem mehanismiem, kada veida metformins ietekmé GLUT1
un GLUT4 ekspresiju, janem véra dazi fakti. Ir dati par to, ka nieru kanalisu $tanu kultaras
metformins samazina TGF-p, angiotenzina II, aldosterona, augstas glikozes koncentracijas vai
albumina izraisito oksidativo stresu. Ir zinams, ka Sie pasi faktori ir ar1 GLUT1
hiperekspresijas c€loni un sekas, un ir pamats domat, ka metformins ietekmé GLUTI
ekspresiju nepastarpinati.

Literatara ir dati par to, ka metformins aktivé AMPK un GLUT4 translokaciju uz
Sinas membranam. Tapéc, lidztekus glikoneogenézes inhibicijai, $o receptoru iesaiste
glikozes transporta un utilizacijas procesos var noteikt metformina antidiabétisko aktivitati
(Lee et al., 2012). Ari metformina nefroprotektivo efektu saista ar AMPK aktivaciju (Lee et
al., 2013, Hardie et al., 2006). Daudzos darbos dzivnieku diab&ta modelos ir paradits, ka
metformins samazina oksidativa stresa markierus nierés (Nasri et al., 2013, Alheider et al.,
2011). Oksidativais stress nieru audos rodas intracelularas hiperglikémijas dgl, jo pie izteiktas
hiperglikémijas insulin-neatkarigajos audos $iinas glikoze ieplist nekontroléti. Tas notiek ar1
ar GLUT1 palidzibu. Tapéc ir iesp&jams, ka, samazinot hiperglik€miju, metformins nomac §1

glikozes transportiera ekspresiju, un, tadgjadi, arT oksidativa stresa markierus.
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No otras puses, oksidativais stress per se veicina GLUT1 ekspesiju (Gnudi et al.,
2007), tadejadi oksidativajam stresam samazinoties, art GLUT1 ekspresijas Iimenis kritisies.
Saskana ar So pien@émumu, literatira prevalé dati par labveligiem metformina efektiem uz
diabétisko kardiomiopatiju (Andersson et al., 2010, Forsheron et al., 2009, Apaijai et al.,
2012).

Tadgjadi musu iegiitie rezultati papildina public€tos datus par metformina iedarbibas

mehanismiem, kuri varétu bit labveligi pie diab&tiskam komplikacijam.

4.3.5. 1,4-Dihidropiridinu ietekme uz NO' veido$anos dazados organos, ka ari uz iNOS,
eNOS, XOR un GLUT1 ekspresiju nieres

Nemot véra datus par 1,4-dihidropiridinu  grupas preparatu (1,4-DHP)
antioksidativajam ipaSibam, més sagaidijam, ka tiem varétu but labvéliga ietekme uz
diabétisko komplikaciju patogenezi, ipasi NO" parprodukciju. M¢&s konstatéjam, ka 1,4-DHP -
cerebrokrasta, etaftorona un fenoftorona - ievadiSana STZ modela zurkam samazina diabéta
izraisito NO' koncentracijas pieaugumu nierés, aknas, asinis un skeleta muskulos, ka ari
taukaudos (3.46. att.).

Lai noskaidrotu iesp&jamos mehanismus, ka 1,4-DHP ietekmé NO' biosintézi, més
noteicam etaftorona ietekmi uz eNOS, iINOS un XOR ekspresiju STZ zurku nierés, ka art AV-
153 ietekmi uz GLUT1 saturu nierés. AtbilstoSi miisu iegatajem datiem, AV-153 samazina
diabétiska stavokla izraisitu GLUT1 hiperekspresiju STZ zurku nierés (sk. 3.35.att.). Tapat
més konstatéjam, ka etaftorons sp€&j samazinat pastiprinato iNOS un XOR ekspresiju, ka art

normaliz&t samazinato eNOS ekspresiju (sk. 3.47.att.-3.52.att.).

_____

inhib&jot NO' biosintézi caur NOS-atkarigiem un NOS-neatkarigiem celiem, ka arT samazina
glikotoksicitati, ierobezojot GLUT1 ekspresiju.

Misu iegiitie rezultati koreleé ar iepriek§ public€tajiem citu zinatnieku datiem.
Pirmkart, ir paradits, ka 1,4-DHP piemit hipoglikemiz&joss efekts (Briede et al., 2004; Briede
et al., 2007), ko pavada intracelularas hiperglikémijas un glikotoksicitates samazinasanas.
Otrkart, ir konstatéts, ka cerebrokrasts inhibé L- un T-tipa kalcija kanalus. Tadgjadi tas varétu
noverst vazokonstrikciju nieru eferentajas arteriolas un aldosterona sekréciju (Briede et al.,
2008). Sada veida cerebrokrasts un citi 1,4-DHP varétu samazinat intrarenalo asinsplismu,
samazinot intraglomerularo spiedienu, t.i. — ietekm@t faktorus, kuri ir iesaistiti diab&tiskas

nefropatijas attistiba.
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Treskart, ir aprakstita 1,4-DHP pozitiva iedarbiba uz mitohondrialo disfunkciju.
Pieméram, ir zinots, ka cerebrokrastam i$€mijas apstaklos piemit kardioprotektivas un
neiroprotektivas ipasibas, kuram varétu biit pozitiva ietekme uz diabéta attistibu (Briede et al.,
2007; Briede et al.,, 2008). Tapat azidotimidina neiro- un kardiotoksicitates modelos
cerebrokrasts samazinaja NF-kappaB, p65 un kaspazes-3 ekspresiju, kas norada uz &1
savienojuma pretiekaisuma un antiapoptotisko iedarbibu, ka arT mitohondrialas disfunkcijas
samazinasanu oksidativa stresa apstaklos (Pupure et al., 2008b).

Ceturtkart, ir dati par 1,4-DHP piemitosam DNS reparaciju veicino$am ipasibam.
Stinu kultiras tika pétita dihidropiridina AV153 efekts uz DNS parravumu reparaciju.
Preparats uzradija akutu efektu, palielinot PARP Iimeni, un paraléli pieauga ari DNS kézu

parravumu savienosanas efektivitate un atrums (Ryabokon et al., 2008).
Tadejadi, 1,4-DHP varétu mazinat oksidativo stresu un ta izraisto NO’

hiperprodukciju glomerulos péc vairakiem mehanismiem. Kopuma miisu un citu zinatnieku
dati norada uz tadam 1,4-DHP 1pasSibam, kuras varétu biit nozimigas diab€ta komplikaciju

arstésanai (Sk. 4.5.att.).

1.4-DHP
‘,.-""/ \‘
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l v
JGLUT1
lnier kan3lTiu eferento arteriolu konstrikeija l
l lglikotoksicitite
¥ ~

lintraglomerularais spiediens
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45. att. 1,4-DHP darbibas iespéjamie molekularie mehanismi diabétiska nefropatijas
protekcija. Sarkans ramitis — $aja petijuma noverotie rezultati; zal$ ramitis — hipotetisks efekts; melns

ramitis — citu p&tnieku dati par 1,4-DHP
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Ta ka 1,4-DHP ietekme uz NO' biosintézi pie diab&ta nav péetita, més izanaliz€jam
literatiras datus par klinika izmantojamo dihidropiridinu efektiem uz NO' koncentraciju un
oksidativo stresu. Ir paradits, ka amlopidins mazina iNOS géna ekspresiju, nitrotirozina
ItTmeni un NADPH oksidazes aktivitati, kavé proinflamatoro proteinu ekspresiju un inhibg
ROS signalparneses celus endotélija (Toma et al., 2011). Ir novérots, ka azelnidipins uzlabo
diabétisko ¢tlu dzisanu un samazina kardialo disfunkciju (Bagheri et al., 2011; Kain et al.,
2010). Nifedipins noveérs endotélija disfunkciju, inhib&jot eNOS atjugsanu un fosforilgjot
eNOS, un tapéc tas tiek uzskatits par perspektivu preparatu diab&tisko kardiovaskularo
komplikaciju arstésana (Yamamoto et al., 2010).

Tadgjadi musu iegtie rezultati par 1,4-DHP grupas savienojumu antioksidativajiem
efektiem saskan ar literatiiras datiem par klinika izmantojamo 1,4-DHP iedarbibu. Tomér
janem veéra, ka musu darba izmantotie 1,4-DHP nav spécigi kalcija kanalu antagonisti, un
tadéjadi to molekularie darbibas mehanismi varétu bat atSkirigi no klasiskajiem

dihidropiridinu grupas preparatiem postulétajiem.

4.4, NO' un ta metabolitu biosintéze 2. tipa cukura diabéta slimniekiem

4.41. NO’, NO2 un NOs koncentracijas cukura diabéta pacientiem

Veicot pétijumus klinika, més noveérojam, ka pacientiem ar 2. tipa cukura diab&tu NO’

un ta metabolitu - NO2  un NOj3™ koncentracija ir augstaka neka kontroles grupas pacientiem
(3.53. att.,, 3.54.att). Apkopojot literatiiru, konstatéjam, ka tajos gadijumos, kad diabéta

komplikacijas vel nav talu progres€jusas, gan eksperimentalajos diabéta modelos, gan ari
cilvekiem ar 1. un 2. tipa cukura diab&tu novéro pastiprinatu NO' sintézi. Tas nozimé, ka
misu iegitie rezultati par NO' biosintézes pastiprinasanos atbilst literatiiras datiem, jo miisu
pacientu diab&ta stazs nebija parak liels (65% pacientu diab&ta stazs bija <10 gadiem).

Publicetie pétijumu rezultati par iNOS un eNOS lomu NO' biosintézes procesa diabéta
sakotngjas attistibas fazes ir pretrunigi (Veelken et al., 2000, Stadler et al., 2008). Savukart,
pie talu progresgjusam diabéta komplikacijam, novéro samazinatu NO" koncentraciju (Tessari
et al., 2010).

PatieSam, pastiprinata intrarenala NO' sintéze varétu izskaidrot glomerularas

hiperfiltracijas fenomenu, ko novéro cukura diab&ta pacientiem pirmajos gados péc slimibas
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paradisanas (Mollsten et al., 2006; Chiarelli et al., 2000; Forbes et al., 2008). Miisu p&tjjuma
cksperimentalaja grupa 65% pacientu diabgta stazs bija <10 gadiem, un vid&jais GFA $aja
grupa bija lielaks, neka kontroles grupa. Pacientu ipatsvars ar diab&tisko mikroalbumintriju
bija 35%. P&tijuma nepiedalfjas neviens pacients, kuram biitu nepiecieSama nieru
aizstajéjterapija, ka ari ar makroalbuminiiriju bija tikai viens pacients. Tadgjadi, misu iegitie
rezultati korele ar agrak publicétajiiem datiem par diabéta staza ietekmi uz NO' sintézes
iZzmainam.

Atskiriba no literatiira atspogulotajiem pé&tijumiem, més pacientiem vienlaicigi noteicam
gan NO’, gan arT NO;  un NOjs koncentraciju. Tas ir butiski tapéc, ka pedgja laika ir
paradijusies dati par to, ka NO,  un NO3™ var kalpot ka NO' resintézes avots organisma, un tie
nav uzskatami tikai par stabilajiem NO' metabolitiem.

Literatiira mes neatradam datus par EPR metodes pielietoSanu NO' noteikSanai
pacientiem ar cukura diabétu. Kaut ari NO' radikali var noteikt ari ar amperometriskiem
sensoriem in situ, un ir zinots par tas pielietosanu NO™ tieSai noteikSanai kardiovaskularaja
sisttma (Sun et al., 2003), tomér datu par §is metodes pielietojamibu NO' noteikSanai
pacientiem ar cukura diab&tu nav.

P&tijumu par NO; un NOs™, bet ne NO', koncentracijas izmainam pie cukura diabéta ir
diezgan daudz. Paaugstinata NO, un NOj3 koncentracija piecaugusajiem un b&rniem
diabétiskas nefropatijas sakumstadija ir novérota seruma un urina (Chiarelli et al., 2000;
Savino et al., 2006; Apakkan Aksun et al., 2003), bet samazinats NO,” un NOjz  saturs —
pacientiem ar diab&tisko nefropatiju un nieru aizstajejterapiju (Tessari et al., 2010 un atsauces
taja).

Pétot NO un NO,/NOj3  asociaciju pacientiem ar cukura diabéu un bez ta, mes
konstatgjam, ka pacientiem ar cukura diab&tu NO' koncentracija ir apgriezti proporcionala

NO,/ NOs koncentracijai (sk. 3.55. att.). Kontroles pacientiem $adu fenomenu nenovéro.

Megés uzskatam, ka Sis atradums norada uz to, ka diab&ta apstaklos notiek pastiprinata NOy
INO3;  reducé$anas lidz NO' ksantina oksido-reduktazes vai citu fermentu ietekmé. Sads
skaidrojums misu rezultatiem Skiet logisks, nemot véra vél ari dazu citu p&tjumu datus:
vaskulara bojajuma gadijuma NO’ sintéze no arginina samazinas, bet pieaug ksantina oksido-
reduktazes ekspresija endotélija un nitritjona konversija par NO'. Tadgjadi, ja nitritjons klast
par izejvielu NO° biosintézei, NO' koncentracijas palielinaSanos pavada NO,/NOj3

koncentracijas samazinasanas (Alef et al., 2011).
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Cits iesp&jamais variants varétu butu NO,/NOjs  ekskrécijas samazinasanas. Tomer §is
pienémums mums Skiet mazak ticams, jo ir novérots, ka diab&ta pacientiem NO,/NOs3
koncentracija urina ir lielaka, neka veseliem pacientiem, un to paSu nov€ro ari seruma
(Apakkan Aksun et al., 2003). Otrkart, miisu pétjjuma diab&ta pacientu grupa, salidzinajuma
ar kontroles grupu, bija ievérojami paaugstinats GFA. Tadgjadi ir maz ticams, ka nitritjoni

var€tu uzkraties un kalpot ka avots NO' biosintézes pieaugumam.

4.4.2. NO', NO; un NOj3 koncentracijas korelacija ar glomerularas filtracijas atrumu,
HbA1c% un mikroalbuminiiriju

Saja pétfjuma més konstatgjam, ka NO" un NO,/NOs™ korele ar glomerularas filtracijas
atruma (GFA) un HbA1c% pieaugmu, ka ari mikroalbuminiiriju (sk. 3.57.att.-3.59.att.).
Tadgjadi, var secinat, ka NO" metabolisms ir saistits ar diab&tiskas nefropatijas attistibu.

Citi pétnieki arT ir noverojusi HbA1c¢% asociaciju ar pastiprinatu intrarenalo asinsriti un
NO' metabolitu ekskréciju (Schneider et al., 2013). Iesp&jams, ka picaugot NO un ta
metabolitu koncentracijai nierés, GFA palielinas. NO' izraisitais nitrozativais stress izraisa
pastiprinatu kapilaru caurlaidibu nieres, un tadéjadi veicina mikroalbuminiiriju (Chiarelli et
al., 2000). Iesp&jamais skaidrojums tam, kads varétu but NO' iesaistiSanas mehanisms

diabeétiskas nefropatijas hiperfiltracijas faz€, ir sniegts 4.6. attéla.

Nemot véra mazo pacientu kopskaitu pétijuma un nelielo tadu pacientu ipatsvaru, kam
novéroja izteiktu mikroalbuminiriju, NO' un ta metabolitu koncentracijas izmainu Korelaciju
analizi ar albuminiriju, HbAlc% un GFA més veicam visiem pétjjuma ieklautiem
pacientiem.

/\'
— L—
Glmmi‘(é‘(eéfj
I\ T

[ iNOS, XOR hiperekspresija aferentajas arteriolés]

|

./\.

i
—_—

Tkapilaru caurlaidiba I Hiperfiltracija l
v
Albuminiirija I Endoteliala disfunkcija l

4.6. att. NO' iespeéjama iesaistiSanas diabétiskas nefropatijas hiperfiltracijas faze
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4.4.3. NO, NO; un NOs koncentracijas korelacija ar diabéta stazu un diabétiskam
komplikacijam, ka ar1 diabéta arsteéSanas veidiem pétijumu grupa

Nemot vera pieradito korelaciju starp NO, NO,” /NOs un HbA1c%, sagaidijam, ka
noverosim ar1 So metabolitu saistibu ar diab&ta stazu un diabgtisko komplikaciju biezumu
petjumu grupa. Tom@r $adu asociaciju konstatét neizdevas. Tadus datus neatradam ari
literatira, jo parsvara pétjumos par NO,/NOjs koncentracijas asociaciju ar nefropatijas
pakapi diabéta stazs pacientu grupas ar vai bez mikroalbumindrijas ir bijis vienads.

Saja pétijuma més nenovérojam statistiski ticamu NO' metabolitu koncentracijas
izmainu saistibu ar kadu no diabéta arstéSanas veidiem, kaut gan ir zinojumi, ka tada ietekme
varétu but. Pieméram, ir dati par to, ka metformins veicina NO' sinté€zi caur AMPK atkarigo
mehanismu (Davis et al., 2006; Zhang et al., 2011). Ar1 insulins, vismaz trombocitos, var
veicinat NO' sintézi, (Ray, 2012).

Misu iegiitos rezultatus varetu interpretét divéjadi: pirmkart, asociacija netika atrasta
tapec, ka petijuma bija par maz pacientu statistiski ticamu novirzu konstatésanai ; otrkart, NO’
metabolitu koncentracijas izmainas, diabétam attististoties, iesp&jams, ir loti individuala — ta
var bt atkariga no ta, cik atri pacientam progresé endoteliala disfunkcija, ka ar1 svariga ir
NO’, NO; /NOs attieciba konkrétajam pacientam.

To, ka diabétiskas nefropatijas asociaciju ar NO° metabolismu iedzimtiba patieSam
ietekmg, ir zinots vairaku pétnieku publikacijas. (Mdllsten et al., 2006; Ezzidi et al., 2008; El-
Din Bessa et al., 2011). Katra gadijuma, lai izdaritu viennozimigus secinajumus par NO'
metabolitu asociaciju ar diab&tisko komplikaciju skaitu/pakapi, ir nepiecieSami papildus

pétijumi ar daudz lielakam pacientu grupam.

4.4.4. NO', NO, un NOj3 koncentracijas korelacija ar arterialo hipertensiju, koronaro
sirds slimibu, smékeéSanas ieradumu, nespecifisko radiacijas ietekmi,
kardiovaskulara profila terapiju, asins lipidu frakcijam un C-peptida imeni
pacientiem

Lai parliecinatos, vai miisu iegiitie rezultati par NO', NO,” un NOs™ koncentraciju atskirtbu
pétfjumu un kontroles grupas, ka arf $o raditaju korelacija ar albumindriju, HbA1c% un GFA
atbilst diabgta izraisitajam izmainam, meés analiz§jam ar1 NO'  metabolitu iesp&amo

asociaciju ar citiem faktoriem, kuriem bija paklauti pacienti gan kontroles, gan pétjumu
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grupa. Tadi faktori ka hipertensija, KSS, smek&Sana un hiperlipidémija ietekmé endotéliju, bet
endoteliala disfunkcija ir saistita ar izmainam NO™ metabolisma (Alef et al., 2012).

Ir zinams, ka kardiovaskulara profila saslim$anu terapija ar dazadiem sirds-asinsvadu
lidzekliem arT var ietekm& NO' Iimeni pacientu organisma. Ir zigojumi par hipotensiva

lidzekla enalaprila un citu AKEI stimulgjoSo ietekmi uz NOS ekspresiju (Marzetti et al.,
2012). In vitro ir noveérots, ka aspirins veicina eNOS ekspresiju endotélija (Ou et al., 2012).
Interesanti dati ir ieguti par C-peptida lomu diabgtiskas nefropatijas attistiba. Jaunako
pétijumu dati liecina, ka C-peptidam piemit hormonala aktivitate, jo tas, saistoties pie
specifiskiem receptoriem endotélija, ierosina singnalkaskades, kas var ietekmét ari eNOS
ekspresiju (Hills et al., 2010).

Literattira ir dati par TNF-alpha, IL-6, IL-10 un iNOS ekspresijas pieaugumu radiacijas
ietekmé dazados smadzenu apvidos. So neiro-inflamatoro atbildi saista ar nervu sistémas
darbibas trauc€jumiem. Ir dati ari par NO' deficitu radiacijai paklautu dzivnieku lielajos
asinsvados. Tomeér precizu datu par NO' metabolismu radiacijai paklautajiem cilvékiem nav
(Lestaevel et al., 2008). Ta ka musu pétijuma kontroles grupa 47% pacientu bija paklauti
radiacijas ietekmei Cernobilas avarijas seku likvidacijas laika, m&s izpétijam, bet
nekonstat§jam nekadu S§1 faktora ietekmi uz NO" un ta metabolitiem. Apkopojot iegutos
rezultatus jasecina, ka neviens no diabé&ta riska faktoriem, kuru iesp€jamo asociaciju ar NO’
metabolismu més pétijam, statistiski ticami to neietekméja. Iesp&jams, ka to var izskaidrot ar
nepietiekamo pacientu skaitu vai ari ar to, ka So faktoru iedarbiba uz NO' koncentraciju

izmainam ir mazaka neka cukura diab&ta izraisitas novirzes.
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5. SECINAJUMI

. Pacientiem ar 2. tipa cukura diab&tu NO' un ta metabolitu NO,/NO3; koncentracija
asinis ir paaugstindta, un ta korele ar GFA, mikroalbuminiriju un HbAlc%
pieaugumu, kas liecina par to, ka NO' biosintézes hiperaktivacijai diab&tiskas
nefropatijas patogenezg, iesp&jams, ir negativa ietekme.

. Zurkam ar STZ ierosinato eksperimentalo cukura diab&tu (1. tipa diabéta modelis) ir
raksturiga pastiprinata NOS-atkariga un NOS-neatkariga NO' biosintéze nieres, aknas,
asinis un skeleta muskulos, ko normalizé NOS un XOR inhibitori.

. Zurkam ar STZ diab&tu (1. tipa diab&ta modelis) 1,4-dihidropiridinu grupas preparati
cerebrokrasts, etaftorons un fenoftorons (0,5 mg/kg, p.o., no 9. lidz 12. dienai péc STZ
injekcijas) samazina patologisko NO' produkciju nier€s, aknas, skeleta muskulos un
asinis. Nier€s etaftorons normalizé iNOS, XOR un eNOS ekspresiju. Tapéc iesp&jams,
ka 1,4-dihidropiridinu grupas preparati varétu aizkavét diabétisko mikroangiopatisko
komplikaciju attistibu.

GLUTL ekspresija ir pastiprinata zurkam ar STZ diabéta modeli (1. tipa diabéta
modelis) nierés, miokarda un aknas, un zurkam ar HS diab&ta modeli (2. tipa diab&ta
modelis) — nierés un miokarda. GLUT4 ekspresija ir nomakta zurkam ar STZ diab&tu
(1. tipa diabéta modelis) miokarda un skeleta muskulos.

. Mildronats (100 mg/kg, p.o., 6 nedélas) samazina cksperimentala diabéta izraisitu
GLUTT hiperekspresiju nier€s, sirdi un aknas, un atjauno nomakto GLUT4 ekspresiju
miokarda un skeleta muskulos. Kombingjot ar metforminu vai glibenklamidu,
mildronata ietekme uz glikozes metabolisma parametriem un GLUTL1 ekspresiju

nepastiprinas.
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7. PATEICIBAS

Pirmkart, gribu pateikties saviem vecakiem Nikolajam un Tatjanai Sjakstém, jo vini ir
atbalstTju$i manus centienus zinatn€ gan ar savu piemeru un pieredzi, gan ar zinatniskam
idejam, gan ar prakstiskiem padomiem pétnieciba. Ipasi pateicos savam darba vaditdjam un
Latvijas Organiskas sintézes institiita direktoram profesoram Ivaram Kalvinam par sniegto
iesp€ju, atbalstu pétljuma t€mas izvelé un darba gaita. Pateicos Latvijas Organiskas sintézes
institiita Biokimijas grupas kolektivam: Evitai Rostokai, Lasmai Laubertei un Jelenai
Saripovai par palidzibu eksperimentos ar dzivnickiem. Milzigs ieguldijums mana darba ir
Latvijas Organiskas sintézes institiita elektronmagnétiskas rezonances specialistes Dr. chem.
Larisas Baumanes darbs, stradajot pie slapekla oksida radikala noteikSanas. Liels paldies
Latvijas Universitates agentiiras Latvijas Universitates Biologijas institita Genomikas un
bioinformatikas grupas darbiniecei Olgai Sugokai par palidzibu reala laika RT-PCR veikSana.
Tapat pateicos Latvijas Universitates Medicinas fakultates doc€tagjam Dr.med. Sergejam
Isajevam par iminhistokimijas eksperimentu veik$anu. Pateicos asoc. prof. Maijai Dzintarei
par promocijas darba redigésanu.

Neizsakama ir mana pateiciba savai gimenei: viram Jurim, vecakiem, vecvecakiem, vira
vecakiem un saviem b&rniem Pavelam un Ksenijai par atbalstu ikdiena, parcieSot manu
projam biisanu un mana vieta paveicot daudzus sadzives pienakumus. Vecakiem,
vecvecakiem un masai Jelenai 1pass paldies par ieguldijumu manu uzskatu veidoSana, kas ir
palidzgjis tiekties peéc merka neskatoties uz griitibam.

Pétijums tika finanséts no ESF projekta 1DP/1.1.1.2./13/APIA/VIAA/002 ,Jaunas
starpnozaru grupas izveide efektivu diabétiskas nefropatijas arst€Sanas lidzek]u
mekl¢jumiem”, Valsts pétijumu programmas 2010.10.-4/VPP4 “Jaunu profilakses,
arstniecibas, diagnostikas Iidzeklu un metozu, biomedicinas tehnologiju izstrade sabiedribas
veselibas uzlaboSanai” apakS$projekta ,,Diabéta komplikaciju izp€te un kardiovaskularo
preparatu biologiska aktivitate”, LZP granta 278/2014 ,Jaunu cukura diabéta komplikaciju
arstéSanas lidzek]u mekl&jumi starp vielam ar antioksidantu un DNS reparacijas veicinataju
ipasibam”, tirgus orientéta pétijjuma projekta TOP 08 05 ar AS ,,Grindeks” lidzfinansgjumu
»Mildronata ietekme uz oglhidratu metabolismu un to reguléjoSiem mehanismiem Zurku
cukura diabgta eksperimentalajos modelos”. Pateicos L'Oreal stipendijai "Sievieteém zinatng",
UNESCO Latvijas Nacionalas komisijai un Latvijas Zinatpu akadémijai par finansialu
atbalstu pétfjjuma veikSanai. Promocijas darbs veikts ar Eiropas Sociala fonda projekta

“Atbalsts doktora studijam Latvijas Universitate” finansialu atbalstu.
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9. PIELIKUMI

A 3 pielikums
s— procedirai KR.10.P.068
versija 02

Ipp.1no 1

PARTIKAS UN VETERINARAIS DIENESTS

PARTIKAS UN VETERINARA DIENESTA
ATLAUJA Nr. 51
DZIVNIEKU IZMANTOSANAI IZMEGINAJUMA

Atlaujas sapeéméjs

Latvijas Organiskas Sintézes institiits Biologijas fakultate

PVD Reg.nr. 051902

(Izméginajumu dzivnieku lietotajs (nosaukums, PVD registra nr.)

Leonfine Antonovi¢a PVD atlaujas nr.2

Par izmeéginajumu atbildiga persona (vards, uzvards, PVD at]aujas nr.)

Izméginajuma nosaukums

wSlapekla okstda koncentracijas izmainas diabétisko dzivnieku audos daZadu
Jfarmakologisko preparatu ietekme”

Izméginajuma izmantojamie dzivnieKi

300 Zurkas

(suga un skaits)
Izméginajumu norises vieta

Kronvalda Bulvaris 4, 8 telpa, Riga

(faktiska adrese)
Atlaujas darbibas laiks no 03.04.2012.g. lidz 01.04.2013.g.
(dd. mm. gggg.) (dd. mm. gggg.)
Generaldirektors /’/—_1— "7 M.Balodis
/& Nz

| 9|
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9.1.pielikums. Partikas un veterinara dienesta atlauja dzivnieku izmanto$anai
izméginajumos
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Centrala medicinas &tikas komitcja

Bmvihas jela 72, R, LY-1011 » T4 £7876182 e Fekss 67876071 e F-nasts: wni@hvn cov.ly
Ripa

10.07.2013, Nr.01-29.1/3

Valsts subiedribas ar ierabeZow atbildibu
LPeule Stradine kItniska universitates slimnica”
Internas macicTnas klintkas

vadirijam V. Pirfsam

Atzinwuns Nr.()1-29. 173 par nieteimma
projekin “LatDiane: Larvijas diabétiskas
nefropatiias peiuns”

Cenurald medicines 2tikas komitgja 2013.gada 10.jalija ivskuliia
valsts sabiedribas ar iercheZotu athildibu  Paula Stredigz kiTmiskz
universitates slimnica™ Internds medicinas klinikas isszicglo pieteikuma
projektu TatDiane: Latvijas diab&tiskids nafrapitijas pEijiums”.

Pamatojoties uz Cenirdlds medicinas &ikas komitejas 2013 gada
10jiilija s2des protokola Nr,3 punkiu 3, tiek izsniegts atzinums, ka valsis
sabiedribas ar icrobezolu atbildibu . Paula Stradiga Kliniski universitaios
slimnrea™ Internas medicines Klinkas picteikuma projekts |, LulDiane:
Latvijas diabcliskils nefropitjes pllijums” zav prewund ar bioctikas

normarm.
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