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ANOTACIJA

Magistra darba mérkis bija izp&tit silimarina, metformina, diklofenaka, nimesulida, ne-
ostigmina, celekoksiba, atorvastatina un simvastatina ietekmi uz aknu enzimu AST, ALP,
ALAT, un AChE aktivitati cilvéku aknu §tinu Iinijas HepG2 taukainas aknas modeli, Ko izraisa
ar oleTnskabes un palmitinskabes pievienosanu $iinu barotnei. Zinams, ka nesteroidie pretiekai-
suma Iidzekli ilgstosi lietojot izraisa aknu enzimu Iimenu pieaugumu, bet silimarins, met-
formins un statni ir ieteikti ka nespecifiski NATAS terapijas lidzekli. AChE palielinasanas
taukainas aknas modelsiinas norada, ka ar holinergiska sistéma varétu biit iesaistita NATAS
patogenézé. Rezultati parada, ka visas vielas izraisa paaugstinato aknu enzimu aktivitates sa-
mazinajumu, bet nenovero selektivitati. Pielaujam, ka NATAS modeli 24 h laika visas pétitas

vielas samazinaja taukskabju iekltiSanu Stina un tadejadi samazinaja to efektus uz enzimiem.

Atslegvardi: ne-alkohola taukaino aknu slimiba, acetilholinesteraze, alaninaminotransferaze,

aspartataminotransferaze, sarmaina fosfotaze, HepG2.



ABSTRACT

The aim of the master's thesis was to investigate the effects of silimarin, metformin, di-
clofenac, nimesulide, neostigmine, celecoxib, atorvastatin and simvastatin on the liver enzymes
AST, ALP, ALT, and AChE activity in human liver cell lines HepG2 fatty liver modely caused
by oleic acid and the addition of palmitic acid to cell medium. Non-steroidal anti-inflammatory
drugs have been known to cause increased levels of liver enzymes during long-term administra-
tion, while silimarin, metformin and statins are recommended as non-specific therapy of NA-
TAS. The increase in AChE in fatty liver models indicates that the cholinergic system could
also be involved in the pathogenesis of NATAS. The results show that all substances lead to an
increased the activity of liver enzymes but do not observe selectivity. In the NATAS model, all
the substances studied reduced the uptake of fatty acids within 24 hours and thus reduced their

effects on enzymes.

Key words: non-alcoholic fatty liver disease, acetylcholinesterase, alanine aminotrans-

ferase, aspartate aminotransferase, alkaline phosphatase, HepG2.
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APZIMEJUMU SARAKSTS

ACh - acetilholins

AChE - acetilholinesteraze

AChEI - acetilholinesterazes inhibitori
ALAT - alanina aminotransferaze

ALP - sarmaina fosfataze

AST - aspartataminotransferaze

dH20 - dejonizéts tidens

DNS - dezoksiribonukleTnskabe

ET - endoplazmatiskais tikls

GGT - gamma-glutamil transferazes
NASH - ne-alkohols steatohepatits
NATAS - ne-alkohola taukaina aknu slimiba
NPL - nesteroidi pretiekaisuma lidzekli
NPR - nesalocita proteina reakcija

OD - optiskais blivums

ROS - reaktivo skabekla savienojumi
SH - steatohepatits

TG - trigliceridi

TS - taukskabes

2D divdimensiju modelis

3D - trisdimensiju modelis



IEVADS

Ne-alkohola taukaino aknu slimibu (NATAS) parasti raksturo ar aknam saistitu enzimu
alanthnaminotransferazes (ALAT) un aspartataminotransferazes (AST) seruma Iimena
paaugstinasanos, kas 1-2 reizes parsniedz normas aug$€jo robezu. Tomér, neskatoties uz
NATAS esamibu, lidz 50% pacientu var but normals ALAT un AST limenis. Gamma-
glutamiltransferazes (GGT) limenis var paaugstinaties arT tad, ja tiek ievaditas organismam
sveSas vielas, pieméram, zales (pieméram, fenobarbitals, fenitoins vai varfarins) vai alkohols.
GGT parasti ir pirmais aknu enzims, kas palielinas asinis, kad tiek blok&ts vai saspiests kads no
aknu zultsvadiem. STiemesla d&] tas ir visjutigakais aknu enzimu tests, lai noteiktu Zults celu
problémas. Daudzu veidu aknu darbibas trauc€jumi var izraisit paaugstinatu GGT [imeni asinis,
tapec veselibas apriipes sniedz€ji neizmanto So testu atseviSki, bet GGT Iimeni visbiezak
parbauda kopa ar sarmainas fosfatazes (ALP) asins analizi. ALP atrodas aknas un kaulos.

Lielaka dala zalu NATAS pétijumu koncentr&jas uz klasiskajiem patologiju celiem, kas
norada uz aknu lipidu uzkrasanos, iekaisumu vai fibrozi. P&tfjumi ir paradijusi, ka vegetativa
jeb autonoma nervu sistéma, kas inervé aknas, sp€le izskiroSu lomu aknu lipidu homeostazes,
iekaisuma un fibrozes regulésana. Turklat arvien vairak pieradijumu liecina, ka neirotropie
faktori var modulét visus NATAS posmus. Gan vegetativa nervu sist€éma, gan neirotropie
faktori NATAS pacientiem un pelu modeliem ir izmainiti. Ziditaju aknas ir bagatas ar
holinesterazém. Ir divas galvenas holinesterazes, acetilholinesteraze (AChE), kas p&csinaptiski
pabeidz parasimpatiskas nervu sistémas mediatora acetilholina (ACh) darbibu, un
butirilholinesteraze (BuChE), kam nav skaidras fiziologiskas funkcijas. Cilvékiem samazinata
BuChE aktivitate seruma ir saistita ar hroniskam aknu slimibam, tostarp cirozi. AChE Ilimenis
cilveéka seruma ir daudz zemaks par BuChE limeni, tapéc lielaka dala petijumu nosaka BuChE
Iimeni seruma ka aknu funkciju, savukart AChE nav sanémusi lielu uzmanibu. Holinesterazes
aktivitates fiziologiska nozime aknas un seruma lidz §im pilniba nav noskaidrota. AChE var
darboties hepatocitos un citas epitélija Stinas, lai inaktivétu asinsrité cirkulgjoSo ACh. Tomer
AChE var bt iesaistita ar1 dazos starpSiinu un intracelularos reguléSanas mehanismos,
pieméram, $tinu augSanas un $tinu adh&zijas regulésana.

Zinasanas par to, ka pareizi analizeét aknu enzimus, ir biitiskas aknu slimibu diagnostika,
uzraudziba un arstéSana. Lai gan ir viegli pieejami dazadi laboratorijas un atteélveidoSanas testi,
ieglitas zinaSanas par aknu enzimu modeliem varétu palidz&t noverst nevajadzigus
izmeklgjumus un vajadzibas gadijuma paatrinat iejaukSanos, pieméram, aknu biopsiju.

Turpmakie pétijumi varétu vél vairak definét aknu enzimu lomu diagnostikas algoritmos vai
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noradit uz nepiecieSamibu turpinat slimibas izmeklé$anu, izmantojot sarezgitus biomarkierus
un jaunas attélveidoSanas metodes.

Paslaik nav apstiprinatas terapijas NATAS arstéSanai, ka arT nav pietiekoSi izp@tits, ka
dazadas zalu vielas ietekme aknu enzimu Iimenus NATAS pacientiem seruma, bet vél mazak
ir izpétits ka zales ietekmé enzimu aktivitati aknu $inas. Sim nolikam tiek izmantoti in vitro
testi un dazadas cilvéku aknu $tinu Iinijas.

Magistra darba meérkis ir petit silimarina un dazadu zalu ietekmi uz aknu enzimu AST,

ALP, AChE un ALAT aktivitati cilvéku aknu $iinu Iinijas HepG2 taukainas aknas modeli.

Darba uzdevumi:

1. Pétit dazada farmakologiska darbibas mehanisma zalu ietekmi uz AST limeni HepG2
S$tinu taukainas aknas modeli laika gaita, izmantojot kin&tisko meérfjjumu veidu.

2. Noskaidrot dazadu vielu efektus uz ALP aktivitati HepG2 $tinu taukainas aknas in vitro
modeli.

3. Petit dazadu vielu efektus uz ALAT un AChE aktivitati HepG2 stinu taukainas aknas

modeli.

Petijums veikts LU Medicinas fakultates Zinatnu majas laboratorija.



1. LITERATURAS APSKATS

1.1. Taukaino aknu slimiba

Aknu slimibas ir galvenais mirstibas c€lonis visa pasaulé un veido plasu slimibu klastu
ar dazadu vai nezinamu etiologiju (Seto & Mandell, 2021). NATAS ir progres¢josas aknu
slimibas spektrs, kas ietver steatozi, steatohepatitu (SH), fibrozi, cirozi un hepatocelularu
karcinomu (Haigh et al., 2022). Hroniska aknu slimiba tiek raksturota ka hronisks aknu
ieckaisuma stavoklis, kas ilgst vairak neka 6 meénesus (Borrello & Mann, 2022). Hroniskas aknu
slimibas gadijuma, ja to nearsté, beigu stadija parasti ir neatgriezeniska fibroze, regeneracijas
mezglinu veidoSanas, aknu parenhimas bojajums un aknu cirozes attistiba. Hroniskam aknu
slimibam ir daZadi celoni, kas ietver toksinus, ilgstoSu parmérigu alkohola lietoSanu, infekciju,
autoimiinas slimibas, genétiskos un vielmainas trauc€jumus. NATAS ir stavoklis, kas ietver
plasu aknu slimibu spektru, sakot no vienkarSas steatozes, kura lipidu pilieni uzkrajas
hepatocitu citoplazma, lidz ne-alkohola steatohepatitam (NASH), kam raksturiga steatoze,
iekaisums un hepatocitu $tinu balong$ana, kas biezi saistita ar fibrozi un nav izskaidrojama ar
citiem faktoriem (Fernandez et al., 2022).

Sakotngjas aknu steatozes stadijas ietver trigliceridu (TG) uzkrasanos aknas. TG sintézei
aknas izmanto vairakus taukskabju (TS) avotus, bet liclako dalu parasti ieglist no brivo TS
pastiprinatas pliismas, kas rodas no taukaudu TG parmerigas hidrolizes, ko insulina rezistences
apstaklos izraisa nenomakta hormonu jutiga lipaze (Duell et al., 2022). Steatoze parasti ir
makrovezikulara. Makrovezikularas steatozes gadijuma lipidu vakuola gandriz aizpilda visu
hepatocitu, nospiezot kodolu uz saniem. Galu gala §is Siinas var izskatities ka adipociti. Saikne
starp steatozi un SH nav skaidra (Bedossa, 2017).

SH attistiba ir sarezgits process un nav pilniba izprotams. SH attistiba ir divpakapju
process. Pirmais solis $aja procesa ir tauku uzkrasanas aknas, kas palielina insulina rezistenci.
Otrais $1 procesa solis ir §tinu un molekularas izmainas, kas saistitas ar oksidativo stresu un TS
oksidéSanos aknas dazadu faktoru dél (citokinu bojajums, hiperinsulin€mija, dzelzs vai lipidu
peroksidacija, ekstracelularas matricas izmainas, energijas homeostaze un iminsistémas
funkcijas izmainas) (Pouwels et al., 2022).

Aknu fibroze ietver aknu parenhimas aizstaSanu ar parmérigu ekstracelularo matricu, ka
dalu no atbildes reakcijas uz hronisku aknu vai Zultsvadu bojajumu. Fibrilara kolagéna (t.i.,
kolagéna I, kolagéna III un fibronektina) un ekstracelularas matricas proteinu (pieméram, ar
hondroitina sulfatu bagatu proteoglikanu) nogulsnéSanas izraisa aknu mikroarhitektonikas
izmainas. Sis strukturalas izmainas kavé plazmas divvirzienu plismu starp sinusoidalo limenu
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un hepatocitiem, izraisot turpmaku aknu darbibas traucéjumu (Ozdogan & Arikan, 2022).
Ekstracelularo Stinu matricas proteinu, ipasi 1. tipa kolagé€na, uzkraSanas izkroplo aknu
arhitektoniku, veidojot skiedru briici, kam seko $iinu sferisko apgabalu paplasinasanas, ko sauc
par mezgliniem, un p&c tam audu sacietésana (Awdan & Asaad, 2021).

Aknu slimibai turpinoties, fibrozes un neoangiogenézes d€l rodas izteiktakas
arhitektonikas izmainas, kas izraisa cirozes attistibu. Ciroze izpauzas ka diftiza paradiba, kad
savienojosas Skiedru starpsienas pilniba ierobezo regenergjosas aknu parenhimas strukturali
patologiskas mezglu zonas. Cirozes patofiziologiskas sekas galvenokart ir atkarigas no saistito
asinsvadu izmainu smaguma pakapes (Borrello & Mann, 2022). Ciroze ir ped&jais aknu
slimibas attistibas celS. Cirozei ir raksturiga pakapeniska aknu Siinu bojaeja un saistaudu
ieaugsSana, rezultata izraisot hepatocelularo disfunkciju, hepatocelularo karcinomu un Iidz ar to

arT aknu mazspé&ju (Grenkjer & Lauridsen, 2021).



1.2. Patofiziologiskie mehanismi

Sakotngja NATAS patofiziologijas teorija balstijas uz divam hipotézém. Pirmaja hipotéze
bija aprakstita aknu TG uzkraSanas, kas padara aknas jutigas pret bojajumiem, ko p&c otras
hipotézes apgalvojuma izraisa, pieméram, iekaisuma citokini un adipokini, mitohondriju
disfunkcija un oksidativais stress, kas savukart izraisa NASH un fibrozi. ArT paaugstinats brivo
TS Itmenis aknas ir noverots insulina rezistences un aptaukoSanas gadijuma. Tomér ST
koncepcija ir mainita, jo arvien vairak tiek saprasts, ka brivajam TS ir tieSa loma aknu bojajumu
izraisiSana (Seto & Mandell, 2021). Brivas TS var veicinat ari lipidu uzkrasanos aknas,
esterificéjot glicerinu vai izmantojot B-oksidaciju, lai veidotu TG. Brivas TS var izraisit
iekaisumu, veicinat oksidativa stresa raSanos, tapéc aknu TG veidoSanas varétu kalpot ka
aizsargmehanisms, lai neitralizétu neesterificéto brivo TS kaitigo ietekmi (Kwaifa et al., 2023).

Ir labi zinama oksidativa stresa un mitohondriju disfunkcijas ietekme uz NATAS un
NASH progresésanu (Wang et al., 2017). Mitohondriji galvenokart ir atbildigi par superoksida
anjonu veidoSanos. Mitohondriji ir svarigi vielmainas un signalu centri, kas darbojas, lai
uzturétu aknu Stinu homeostazi, elastibu un Stinu izdzivoSanu. Disfunkcionala elektronu
transportéSana un mitohondriju dinamika pasliktina lipidu metabolismu un izraisa TS patérina
un tauku uzkraSanas regul€Sanas pazeminasanos, un tas izraisa turpmaku mitohondriju reaktivo
skabekla savienojumu (ROS — reactive oxygen species) un superoksida raZzoSanas pieaugumu
(Maet al., 2022). Normalas mitohondriju homeostazes apstaklos $tina var likvidét ROS. Tomér
NATAS gadijuma palielinata mitohondriju TS oksidéSanas un trikarbonskabju cikla aktivitate
pastavigi nodro§ina elektronu transporta kédes reducgjosos ekvivalentus. STilgstosa disfunkcija
elposanas kompleksa veicina superoksida anjona O2e- veidoSanos. Turklat mitohondriju
dezoksiribonukleinskabe (DNS) ir loti jutiga pret ROS. Tas ir paklautas bojajumiem un
mutacijam, ka rezultata oksidativa stresa apstaklos rodas elposanas kédes defekti un samazinas
mitohondriju biogenéze. Kodola DNS oksidativie bojajumi pasliktina mitohondriju darbibu un
kavé kodola kodétu mitohondriju génu transkripciju (Hong et al., 2021). Veseligas aknas f-
oksidacija notiek mitohondrijos, bet NATAS gadijuma ir palielinata mitohondriju TS
oksidesanas. Turklat paatrinata [B-oksidacija izraisa ROS veidoSanos un var izraisit
mitohondriju disfunkciju. Faktiski mitohondriji ir galvenais ROS generacijas avots $tinas (Bovi
et al., 2021). Augsta ROS koncentracija pastiprina §tinu makromolekulu, pieméram, DNS,
proteinu un lipidu modifikacijas, kas var izraisit bojatu makromolekulu nogulsnéSanos un péc
tam izraisit aknu bojajumu. Mehanisms, ar kura palidzibu ROS veicina NATAS attistibu, var

bt saistits ar redoks signalizaciju un oksidativu biomolekularo bojajumu (Kwaifa et al., 2023).
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Endoplazmatiska tikla (ET) stress ir vél viens veids, kas saistits ar NATAS un NASH
patofiziologiju. Stresa apstaklos, nepareizi salocitie proteini uzkrajas ET limena, aktiviz&jot
specifisku signalizacijas celu, ko sauc par nesalocitu proteina reakciju (NPR), lai atjaunotu ET
homeostazi. NPR regulé tris transmembranas stresa segmenti: proteinkinazei RNS Iidziga ET
kinaze, aktivizgjoss transkripcijas faktors-6 un inozitolam nepieciesams signalizacijas proteins-
1. Kumulativa reakcija uz Siem signalizacijas celiem blok& translacijas uzsakSanu, lai
samazinatu ET slodzi (Masarone et al., 2018). Ir konstatéts, ka NPR stimulé c-Jun N-terminala
kinazi (Buzzetti et al., 2016), kas izraisa spécigu iekaisumu un $§Gnu navi, palielinot
proapoptotisko faktoru Bax and Bak ekspresiju no Bcl-2 gimenes, lai veicinatu no mitohondriju
atkarigo $tnu navi (Ali & Zhang, 2018). Ja NPR nespéj atjaunot ET homeostazi, ET stresa
reakcija var bt aizkavéta, un hepatocitu apoptozi var izraisit ET un mitohondriju stresa
reakcijas vai citi neatkarigi celi. ROS un oksidativais stress traucé ET darbibai, un Ca?*
izdalisanas no ET. Ca?" parpalikums izraisa ar&jas mitohondriju membranas caurlaidibu, kas
savukart palielina mitohondriju ROS izdaliSanos (Wang et al., 2020). Oksidativais stress inducé
reguléjoso elementu saistoSo proteinu-1c aktivaciju un lipidu uzkrasanos. Tad€jadi oksidativais
stress un ET savstarpéji atkarigi stimulé TG un holesterina sintézi un uzkrasanos de novo, un
kave lipoproteinu sekréciju (Fujii et al., 2018).

Insulina rezistencei ir butiska nozime NATAS attistiba, jo ta izraisa aknu lipogenézes
palielinasanos un taukaudu lipolizes inhibiciju, kam seko palielinata TS plisma aknas
(Caturano et al., 2021). Insulina rezistence izraisa samazinatu glikozes piegadi audos, kas
izraisa periféro lipolizi un palielina brivo TS daudzumu asinsrité. Parmerigs oglhidratu patérins
un samazinata glikozes uznemsSana insulina rezistentos muskulos un taukaudos palielina
hepatocitu iedarbibu uz glikozes Itmeni asinis. Ta ka muskuliem un taukaudiem attistas
samazinata jutiba pret insulinu, aizkunga dziedzera beta Stinas sekreté paaugstinatu insulina
Iimeni, lai uzturétu glikozes Iimena homeostazi asinis. Aknas saglaba lielaku jutibu pret
insulinu neka taukaudi vai skeleta-muskulu audi. Insulins veicina brivo TS un oglhidratu
uznemsSanu aknas. Abus parvér§ TG un uzglaba aknu hepatociti (Robinson & Shah, 2020).
Insulina rezistenci izraisa vairaki faktori, pieméram, interleikins-6 un audzgja nekrozes faktors-
a. Insulina receptoru substrata-1 serina fosforiléSana ir viens no galvenajiem aspektiem, kas
trauc@ insulina signalcelus, izmantojot, pieme&ram, c-Jun N-terminala kinazi-1 vai kB kinazes-
B inhibitoru (Yu et al., 2016). Insulina receptoru substrati tiek fosforiléti, kad tie saistas ar
receptoriem, kas parraida insulina signalu. Taja pasa laika tiek kaveta brivo TS beta oksidacija,
kas v&l vairak veicina lipidu uzkrasanos aknas (Caturano et al., 2021). Turklat cilvékiem ar
NATAS un insulina rezistenci ir samazinata jutiba pret insulinu ne tikai muskulu liment, bet ar1

taukaudos un aknas, kas izraisa sarezgitakus lipidu un glikozes vielmainas traucgéjumus (Li &
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Wang, 2020). Divam svarigam enzimu sistémam, acetil-CoA karboksilazei un TS sintazei, ir
butiska loma aknu TS sintéz€. Insulins un glikoze var regulét abus enzimus (Caturano et al.,
2021). Paaugstinata glikozes koncentracija aktivizé oglhidratu atbildes elementu saistoSo
proteinu un sterinu reguléjoSo elementu saistoSo protemnu-lc, lai regulétu acetil-CoA
karboksilazes un TS sintazes ekspresiju, tadéjadi veicinot de novo lipogenézi hepatocitos (Guo
et al., 2022). Hepatocitos lipidu uzkrasanas palielinas, un TG tiek izdaliti loti zema blivuma
lipoprotemnu veida. Uzkratie lipidi tiek transporteti uz taukaudiem, samazinot adipocitu sp&ju
uzglabat lipidus. Lipotoksicitate pasliktina insulina signalu parraidi, izraisa oksidativus

bojajumus un veicina iekaisumu un fibrozi (Chen et al., 2017).



1.3. Diagnostika

Aknu funkciju testi

Riska faktori, pieméram, diab&ts, metabolais sindroms un aptaukosanas rada lielaku
risku pacientiem, kuri ir paklauti NATAS attistibai. Jaizmanto neinvazivas metodes, lai
noteiktu, vai pacientam ir NATAS risks, un janosiita pacientus pie gastroenterologa vai
hepatologa (Kelly & Wattacheril, 2019). NATAS biezi vien ir asimptomatiska pirms tas parejas
uz SH, kas var klmiski izpausties ar nespecifiskiem simptomiem: neskaidras sapes labaja
augs¢ja kvadranta, nogurums (Wong et al., 2019). Pasreizéjas NATAS diagnostikas metodes
ietver ultraskanas diagnostiku, datortomografiju, magnétiskas rezonanses attélveidoSanu, aknu
biopsiju un laboratorijas testus. Lai gan ultraskanai ir augsts mérenas un smagas aknu steatozes
noteikSanas limenis, vieglas aknu steatozes gadijuma tas jutigums un specifiskums ir zems.
Tadgjadi ultraskanu nevar izmantot, lai diagnosticétu SH vai fibrozi (Bril et al., 2015).
Datortomografiju var izmantot ari, lai diagnosticeétu NATAS ar tadu paSu jutiguma limeni un
specifiskumu ka ultrasonografijai. Tomér tas ir dargi un ir saistits ar starojuma iedarbibu, kas
ierobezo ta klinisko pielietojumu (Hyodo et al., 2017). Magnétiska rezonanse ir visjutigaka
noteikSanas metode un ta var noteikt aptuveni 5% hepatocitu steatozes. Toméer ta precizitati var
ietekmét fibroze un smaga steatoze (Lee & Kim, 2019). Aknu biopsija ir “zelta standarts”
NATAS diagnostikai, un to var izmantot, lai precizi novérté€tu aknu Siinu iekaisumu, aknu
fibrozi un aknu steatozi. Tikm&r laboratoriskas parbaudes var laicigi prognozét NATAS, ja
asins analiz€s konstatéts paaugstinats aknu enzimu [imenis un novértét kardiovaskularo un citu

bistamu notikumu risku (Chalasani et al., 2018).

ALAT

ALAT ir transaminazu enzims, kas agrak bija pazistams ka seruma glutamata piruvata
transaminaze. ALAT izraisa aminogrupas parneSanu no alanina uz alfa-ketoglutaratu alanina
cikla, hepatocitos veidojot piruvatu un glutamatu, kas ir svarigi energijas razoSanai (Claus et
al., 2021). ALAT pastav ka divas izoformas, kas ir relativi labi saglabatas ar Iidzigu audu
sadalfjumu: ALATI1 galvenokart lokaliz€jas nier€s, aknas, taukos un sirdi, bet ALAT2
galvenokart lokalizgjas skeleta muskulos un taukos. Lai gan pastav imintesti specifiskam
ALAT izoformam, lidz §im tie v€l nav pieradijusi uzlabotu specifiskumu. Ta vieta kopgjo
seruma ALAT aktivitati visbiezZak méra ka hepatocelularo bojajumu markieri nekliiskos
toksicitates petfjumos (Kalas et al., 2021). ALAT atrodas seruma un organu audos (ipasi aknas)
un bieZi lietots ka hepatocelularo bojajumu markieris. ALAT limenis seruma ir paaugstinats
Stnu nekrozes apstaklos, un tiek uzskatits par NATAS indikatoru, ko defin€ ka aknu steatozi ar

9



tauku saturu vairak neka 5% no kopgja aknu svara (Shen et al., 2018). ALAT parasti izmanto,
lai parbauditu un noteiktu aknu darbibas traucg&jumus un novertétu to novirzes pakapi. Ipasi
infiltracija aknas boja normalu aknu §iinu darbibu, izraisot aknu enzimu izdaliSanos un
paaugstinasanos asinis (Visaria et al., 2020). Aknas tas atrodas citozola, kur tas katalizé
aminoskabju metabolismu. ALAT Ilimena izmainas var biit patologiskas. Paaugstinasanas var
liecinat par tiesu bojajumu vai iekaisumu, savukart samazinaSanas var atspogulot sint&tiskas
sp&jas samazinasanos. ALAT ir iesaistits glikozes-alanina cikla, kas rada substratus
glikoneogenézei un proteinu sintézei, tadéjadi ALAT Iimena paaugstinasanas normas robezas
var atbilst palielinatai aknu funkcionalitatei (Smith et al., 2013). Normalais ALAT diapazons
virieSiem ir no 29-33 IU/L un 19-25 TU/L sievietem (Kalas et al., 2021).

AST

AST, kas pazistama arT ka glutamin-oksaloetikskabes transaminaze, ir plasi izmantots
biokimisks markieris, lai noteiktu aknu un skeleta muskulu bojajumu un iekaisuma pakapi (Lee
et al., 2022). AST ir enzims, kas tapat ka ALAT ir atrodams aknas. AST normalais diapazons
ir < 35 IU/L (Rohani et al., 2020). AST galvenokart atrodas aknas un sirdi, tomér tas atrodas
ar1 skeleta muskulos, smadzengs, aizkunga dziedzeri, eritrocitos, plausas un nierés. Ir divi
lidzigi AST izoenzimi, kas lokaliz&ti citoplazma un mitohondrijas. AST katalizé aminogrupas
parneSanu uz o-ketoglutarskabi, lai iegiitu glutarskabi. AST palielinas 12 h péc aknu bojajuma,
un maksimalais ITmenis tiek novérots 24-48 h (Kobayashi et al). AST veicina aminoskabju
metabolismu, bet vissvarigaka AST fiziologiska funkcija ir NAD+/NADH attiecibas uzturéSana
sunas. AST ir butisks partneris malata-aspartata transporta sist€mai, kas okside NADH citozola,
un samazina NAD+ mitohondrialaja matrica, lai atvieglotu attiecigi glikolizi un elektronu
transportu (Lee et al., 2022). AST ir nepiecieSams intracelulara Ca?* limena reguléSanai,
saglabajot mitohondriju struktiiras integritati, kas savukart ietekmé apoptozes potencialu (Lee
et al., 2022).

ALP

ALP ir ar membranu saistits enzims, kas kataliz€ fosfata izdaliSanos, Skelot fosfata estera
saiti (Levitt et al., 2022). ALP var bt prognostiski nozimigs pacientiem ar NATAS (Ali et al.,
2021). Sarmainas fosfatazes ir Sinu membranas metaloenzimi, un tie tiek sintez€ti zarnas,
aknas, kaulos, placenta un proksimalajos nieru kanalinos. ALP aktivitate galvenokart ir atkariga
no aknam (Ray et al., 2017). Parasti ALP ir piestiprinati pie plazmas membranas argjas virsmas
un kataliz€ fosfatu esteru hidrolizi no dazadiem substratiem sarmaina vid€, veidojot organisko

radikalu un neorganisko fosfatu no tadam molekulam ka nukleotidi, olbaltumvielas un alkaloidi
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(Rader, 2017). ALP aktivitati parasti méra, lai noteiktu tas aktivitates picaugumu. Paaugstinata
ALP aktivitate rodas grutniecibas, bérnibas, PedZeta slimibas, un dazadu citu kaulu slimibu
gadfjuma. Loti mazaka uzmaniba ir pieveérsta kliniskiem stavokliem, kas saistiti ar zemu vai
samazinatu ALP aktivitati cilvékiem. Zemu ALP aktivitati var izraisit dazadi iemesli,
pieméram, hipofosfatazija, sirds kirurgija un kardiopulmonalais apvedcels, C un B12 vitamina
deficits, un magnija deficits (Ray et al., 2017). Cinks un magnijs ir svarigi §1 fermenta
lidzfaktori. Divvértigie joni, piem&ram, Mg®*, Co?* un Mn?*, ir ALP aktivatori, un Zn®" ir
metala jonu sastavdala. Aknas ALP ir citozoliska un atrodas hepatocttu kanalu membrana.
Lielaka dala ALP (vairak neka 80%) tiek atbrivota no aknam un kauliem, ka arT nelielos
daudzumos no zarnam. Ir vairakas kliniskas metodes ALP limena noteikSanai. Testi principa
balstas uz fermenta sp&ju hidrolizét fosfatu esterus. Visplasak izmantotaja starptautiskaja
metod€ par substratu kalpo p-nitrofenola fosfats, bet ka buferis tiek izmantots aminospirts
(Lowe et al., 2022).
GGT

GGT 1 kliniskaja praksé plasi izmantots diagnostikas tests aknu darbibas funkciju
noteikSanai (Park et al., 2015). GGT tiek uzskatita par aknu funkcionalo testu kop$
seSdesmitajiem gadiem (Brennan et al., 2022). GGT parasti izmanto, lai novértétu hepatocitu
bojajumus, un GGT ir loti saistita ar NATAS sastopamibu. Turklat pétjjumi liecina, ka
paaugstinats GGT limenis ir saistits ar smagaku NATAS histologisko spektru, pieméram, ST
un fibrozi (Li et al., 2022). GGT ir enzims, Kkas saistas ar plazmas membranu un tiek ekspreséts
nierés, aknas, liesa, aizkunga dziedzer, tievajas zarnas. GGT aknas galvenokart atrodas aknu
Stnu kapilara pusé un zultsvada epitélija Sinu membrana (Oni et al., 2020). GGT ir jutigs aknu
Stinu bojajumu un oksidativa stresa markieris (Li et al., 2018). GGT katalizé pirmo soli
glutationa ekstracelularaja degradacija (Kim et al., 2018). GGT galvena loma ir metaboliz&t L-
glutationu, kas var parvérst aminoskabes par L-glutationa prekursoru un veicinat dazu
endogénu vielu, pieméram, leikotri€na, prostaglandinu un eksogénas vielas saistiSanos ar L-
glutationu, tadgjadi paatrinot $tinu metabolismu un eksoogénu vielu izdaliSanos. Turklat GGT
piedalas ROS razoSana, izraisot DNS bojajumus un regulgjot $tinu proliferaciju un apoptozi ar

prooksidacijas palidzibu (Xing et al., 2022).

AChE
Pedejo 40 gadu laika vairaki holinesterazu pétjjumi ir izraisjjuSi straujo intereses
pieaugumu, lai izpétitu to funkcijas, struktiiras un fiziologiskas lomas veselibas un slimibu

joma. Rezultata iegtitie atklajumi norada uz holinesterazu biitisku lomu gan nervu sistéma, gan
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citas kermena sistémas, un ne-neironalas funkcijas, pieméram, apoptozes un ickaisuma
regulé$ana. STmilziga interese lauj daudz dzilak izprast AChE struktiiru un funkcijas, pieméram
Stinu un molekularaja biologija, genétika un epigenétika (Tsim & Soreq, 2013). AChE ir
holinergisks enzims, kas galvenokart atrodams postsinaptiskos neiromuskularos savienojumos,
1pasi muskulos un nervos. AChE hidroliz€ ACh holina un acetata péc ACh receptoru aktivacijas
postsinaptiskaja membrana (Lionetto et al., 2013). AChE galvena loma ir partraukt neironu
transmisiju un signalu parraidi starp sinapsém, lai novérstu ACh izkliedi un receptoru aktivaciju
(Trang., 2023). Tas ir nepiecieSams normalai centralas un periferas nervu sistemas darbibai
(Lionetto et al., 2013). AChE aktivitates testu var izmantot arstéSanas efektivitates parbaudei,
pieméram, Alcheimera slimibas terapijai (Pohanka et al., 2011). Holinesterazes aktivitate
seruma ir paaugstinata NATAS gadijuma, jo parasimpatiskas nervu sist€mas aktivitate mazina
loti zema blivuma lipoproteina TG sekréciju un palielina TG uzkraSanos aknas. Parasimpatiska
neirotransmitera AChE inhibicija var nedaudz ietekmét aknu lipidu metabolismu (Yokota et
al., 2014). ACh ir iesaistits dazadas Stnu biologiskas darbibas, pieméram, Stnu proliferacija,
Stnu diferenciacija, $inu migracija un Stnu iminreakcija. Nesena Wang et al. pétijjuma tika
noverota, ka ACh uzkrasanas audz€ja mikrovidé tieSi vai netieSi veicina audz&ja augSanu.
AChE var noardit ACh un samazinat laundabigo aknu véza attistibas risku, tapeéc AChE ir
identificéts ka prognostisks aknu v&za markieris (Wang et al., 2021). Ta ka ACh ir
pretiekaisuma molekula, tad, paaugstinoties AChE koncentracijai, samazinas ACh Iimenis. Tas
izraisa ACh izraisttu pretickaisuma darbibu samazinasanos. Tadgjadi paaugstinata AChE
koncentracija plazma, leikocitu, sarkano asins Stinu, trombocitu un citu audu netie$i atspogulo
samazinatu ACh koncentraciju un tad€jadi palielina lokalo un sistemisko iekaisumu. Tade] ir
pamatoti domat, ka AChE aktivitate palielinas visos iekaisuma apstaklos pat tad, ja IL-6, TNF-
o un citu iekaisuma markieru koncentracija plazma un audos nav ievérojami paaugstinata.
AChE aktivitates palielinasanas plazma, leikocitos (tostarp makrofagos un T S$iinas),
trombocitos un citos audos veido uzticamu, unikalu un specifisku markieri akiita, hroniska un

sistémiska iekaisuma noteikSanai (Das, 2012).

Bilirubins

Bilirubins ir oranZi dzeltens Zults pigments, kas rodas dazadu hému saturoSu
olbaltumvielu sadaliSanas rezultata, ipasi hemoglobina katabolisma rezultata. Heéms tiek
sadalits biliverdina, kas tiek parveidots par nekonjugétu vai netieSu bilirubinu. Bilirubins ir
tidenT neskistoss un nonak asinsrite saistits ar albuminu. Visi aknu bojajumi izraisa hepatocitu
Stinu skaita samazinaSanos, kas var izraisit hiperbilirubinémiju. Bilirubins ir visparatzits

markieris, ko regulari ieklauj biokimiskajos testos pacientiem ar aknu darbibas traucgjumiem
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vai kadu citu slimibu. Tomer bilirubins nav jutigs vai specifisks aknu darbibas markieris, tapec
precizai diagnostikai ir nepiecieSama riipiga testa rezultatu interpretacija (Ruiz et al., 2021).
Normala bilirubina koncentracija ir robezas no 0,30 Iidz 1,20 mg/dL. Paaugstinats bilirubina
Itmenis var liecinat par dzelti, hepatitu, cirozi, Gilberta sindromu, un citam nopietnam
slimibam. Ja bilirubina ITmeni uzrauga ciesa korelacija ar citiem aknu enzimu testiem, tas var
biit noderigi, lai noveért&tu, vai paaugstinatu bilirubina [imeni var saistit ar hemolizi vai citiem
nehemolitiskiem aknu darbibas trauc€jumiem (Young et al., 2022). Bilirubins ir svarigs
antioksidants un citoprotektivs lidzeklis fiziologiskos apstaklos, un tam ir svariga nozime
oksidativa stresa noverSana, jo tas var efektivi nomakt tidenraza peroksida brivos radikalus,
inhibgjot seruma zema blivuma lipoproteina holesterina peroksidaciju (Shu et al., 2022). Zema
bilirubina koncentracija ir saistita ar labveligo antioksidantu aktivitati, un augsts cirkuléjosa
bilirubina limenis ir saistits ar nopietnu toksicitati (Ma et al., 2022). Lai gan bilirubins ir
visparatzits aknu darbibas markieris, tas ne vienmér identificé bojajumu Saja organa. Tapéc, lai
noteiktu precizu diagnozi, bilirubina koncentracijas izmainas janoverte saistiba ar pacienta

anamnézi, izmainu pakapi un vienlaicigu biokimisko izmainu modeli (Ruiz et al., 2021).

Albumins

Cilveka seruma albumins ir proteins, un tas ir visizplatitakais proteins cilvéka asins
plazma ar koncentraciju aptuveni 35-52 g/L. Viena no svarigakajam albumina fiziologiskajam
funkcijam ir endogéno un eksogéno savienojumu transportéSana. Tas ietver savienojuma
saistiSanu, transportéSanu plazma un savienojuma izdaliSanos mérka audos (Paar et al., 2021).
Albumins ir daudzfunkcionals proteins, kam ir nozime antioksidacija un pretickaisuma darbiba,
endotélija stabilizacija, prettromboze un kapilaru caurlaidibas reguléSana (Sun et al., 2019).
Sakara ar samazinatu aknu sp&ju veikt proteinu sint€zi, pacientiem ar aknu cirozi un ascitu
parasti ir pazeminats seruma albumina limenis (hipoalbuminémija). Turklat aknu ciroze ne tikai
samazina albumina Iimeni, bet ari izraisa izteiktas izmainas ta molekularaja integritate. Sis
izmainas korele ar cirozes smagumu un pasliktina vairakas albumina funkcijas. Pacientiem ar
dekompensetu cirozi un pacientiem ar akiitu hronisku aknu mazspgju albumina saistiSanas
efektivitate ar daudziem ta ligandiem ir ievérojami samazinata (Grungreiff et al., 2021). Ir
zinots, ka albumina saistiSanas funkcija ir agrins aknu bojajuma indikators hepatita un aknu

cirozes gadijuma. Tomer ta loma NATAS pacientiem nav zinama (Sun et al., 2020).
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1.4. Taukaino aknu slimibas arsteSanas iespéjas

Svara zudums, diétas un fiziskas aktivitates

AptaukosSanas ir svarigs riska faktors NATAS un NASH attistiba, tadgjadi svara zudums
ir pirmas izvéles arst€Sanas iesp&ja $§im slimibas procesam. Vairaki petijumi ir paradijusi svara
zaud&Sanas pozitivo ietekmi uz NATAS uzlaboganos. Sie pétijumi paradija aknu histologijas
uzlabosanos. NepiecieSamais svara zuduma apjoms NATAS arsté€Sana vél nav noteikts, tacu
pieradijumi liecina, ka histologijas uzlabo$anai ir nepiecieSams svara zudums par 5% NATAS
vai 7-10% NASH gadijuma (Ganguli et al., 2019). Tika konstatéts, ka ditas un fiziskas
aktivitates kombinacija ir visefektivaka NATAS uzlaboSana. Apvienojot vingrinajumus ar
kaloriju ierobezojumu, var veiksmigi ietekm&t NATAS, palielinot energijas patérinu, samazinot
lipidu parslodzi un uzlabojot vielmainas homeostazi. Randomizéta kontroléta pétjjuma
vingrinajumu kombinacija ar dietu veél vairak samazinaja intrahepatisko tauku saturu. Tapat
petijuma zinoja, ka vingrinajumi un uztura paradumu maina var uzlabot glikozes metabolismu
NATAS pacientiem (Rong et al., 2023). Visiem pacientiem ar NATAS jaizvairas no alkohola
lietoSanas (pat mérenas) un, ja iesp&jams, no hepatotoksisku zalu lietoSanas. Ar1 jaiesaka
izvairities no cigareSu smékesanas un fruktozi saturo§iem dzerieniem un partikas produktiem.
Vingrinajumi uzlabo aknu un sist€émisko insulina jutibu, tad€jadi uzlabojot insulina darbibu un
samazinot de novo lipogenézi. Vingrinajumiem ir ari tieSa ietekme uz glikémijas kontroli un
lipidu pliismu, palielinot loti zema blivuma lipoproteinu klirensu, tadéjadi veicinot aknu tauku

satura samazinasanos (Mantovani & Dalbeni, 2021).

Svara samazinasana ar kirurgiskiem pasakumiem

Bariatriskas operacijas tiek veikta, lai samazinatu svaru pacientiem ar aptaukoSanos.
Sakara ar saistibu starp aptaukosanos un NATAS attistibu pétnieki peta §ada veida operacijas
NATAS arstéSana. Ir zinams, ka no hepatocitiem iegiito ekstracelularo pusliSu Iimenis
atspogulo aknu fibrozes un steatozes stavokli. ST markiera samazinasanas tick novérota péc
svara zaud&Sanas operacijam, kas var atspogulot NATAS stavokla uzlaboSanos (Kosmalski et
al., 2023). Bariatriska kirurgija sastav no kirurgiskam procediiram, kas izraisa svara zudumu,
ierobezojot baribas daudzumu kungi un veicinot baribas vielu malabsorbciju. Visa pasaulé
visizplatitakas bariatriskas kirurgijas procediiras ir laparoskopiska piedurknes gastrektomija.
Bariatriska kirurgija sp&j uzlabot insulina rezistenci, aptaukosanos, hipertensiju, dislipidémiju.
Svarigi, ka bariatriska kirurgija var ievérojami uzlabot visas NATAS histologiskas pazimes,

tostarp fibrozi (Mantovani & Dalbeni, 2021).
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Farmakologiskas arstéSanas iesp&jas

Pamatnostadnés ieteiktas farmakologiskas arstéSanas iesp&jas NATAS pacientiem ir
ierobeZotas, un paslaik Eiropas un Amerikas Aknu p€tijjumu asociacija atseviskiem pacientiem
iesaka tikai E vitaminu un pioglitazonu. Neatkarigi no E vitamina un pioglitazona pédgjos gados
ir publicéti vairaki pétijjumi, kas peta dazadus medikamentu veidus NATAS arsté$anai, un tie
ir paradijusi daudzsoloSus rezultatus. Tomer neviens vél nav iekluvis valsts vai starptautiskas

vadlinijas (Paternostro & Trauner, 2022).

E vitamins

E vitamina sastava ir astoni tokoferoli un a-tokoferols ir visaktivakais. Ta klatbiitne Stinu
membranu fosfolipidu divslani lauj noveérst Siinu sastavdalu neenzimatisko oksidaciju ar
brivajiem radikaliem. E vitamins var arl inhibét profibrotisku aktivitati un samazinat
kodolfaktora-kB medigtos ickaisuma celus aknas. Prekliniskie in vitro un in vivo pétijumi ir
paradijusi, ka divos fibrozes modelos E vitamins var uzlabot aknu bojajumus, blok&jot gan
apoptotiskos celus, gan mitohondriju toksicitati (Hardy et al., 2015). Turklat E vitamins
mijiedarbojas ar citiem Siinu komponentiem un var palidzet veicinat antioksidantu vidi. E
vitamins pastiprina ar1 citu antioksidantu enzimu, piemé&ram, katalazes un glutationa
peroksidazes darbibu. Turklat E vitaminam ir sp€ja nomakt peroksidaciju un kavet
transform€josa augSanas faktora-beta ekspresiju, kas ir saistita ar aknu fibrozi un hepatocitu
apoptozi, aktiviz&jot aknu zvaigznu Stnas (Perumpail et al., 2018). E vitamins ir novertéts
vairakos NATAS eksperimentalos modelos. Pelem ar NASH a-tokoferols mazinaja izraisttu
aknu bojajumu un nomaca izraisitu oksidativo stresu un ar iekaisumu saistitas patologijas,
pieméram, steatozi un nekrozes iekaisumu. P&tfjums, kura tika izmantots SH modelis, paradija,
ka E vitamins atjauno glutationa limeni aknas. Turklat a-tokoferols aktiviz€ adiponektina
promotoru, izmantojot PPAR reaggjosu elementu. Sis atklajums var biit saistits ar mehanismu,
ar kura palidzibu E vitamins uzlabo jutibu pret insulinu. E vitamins uzlabo lipotoksicitates
izraisitu aknu steatozi, nomacot aknu lipidu uzkrasanos un peroksidaciju. Tomeér E vitamins ir
kontrindic€ts pacientiem ar cukura diab&tu, kas ierobezo ta lietderibu (Nagashimada & Ota,
2019).

Pioglitazons

No insulina sensibiliz&josajiem lidzekliem, ko izmanto NASH arstéSanai, tiazolidindioni
ir pétiti visvairak un uzradijusi vislabveligakos rezultatus. Tiazolidindioni, piemé&ram,
pioglitazons palielina TS oksidaciju un samazina TS veidoSanos aknas. Jutiba pret insulinu

uzlabojas gan perifériski, gan aknas (Lam & Younossi, 2019). Pioglitazonam ir vajs PPARa
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agonisms, kas var izskaidrot labveligo ietekmi uz NATAS salidzinajuma ar citiem PPARYy
agonistiem (Lange et al., 2022). Vairaki p&étfjumi un metaanalizes ir konsekventi pieradijusi
aknu asins analizu un aknu biopsijas pazimju uzlabosanos péc pioglitazona 30—45 mg/diena
devas ievadiSanas, salidzinot ar placebo (Francque et al., 2021). Arun et al. pétijuma
pioglitazonu salidzinaja ar placebo un E vitaminu. Pioglitazons ievérojami samazinaja aknu
steatozi un aknu $tinu bojajumus un ickaisumu (Sanyal et al., 2010). Pioglitazons (45 mg/diena)
bija 1pasi efektivs NASH arst€Sana pacientiem ar prediab&tu vai 2. tipa cukura diab&tu.
Attieciba uz blakusparadibam pioglitazona terapija izraisa zinamu kermena svara pieaugumu,

skidruma aizturi un kaulu zudumu (Cusi et al., 2016).

Daudzsolosas zales
Statini

Statini ir ieteicami ka pirmas linijas terapija sirds un asinsvadu slimibu primarai
profilaksei. Arsti bieZi ir nobaZijusies par paaugstinatu transaminazu limeni pacientiem, kuri
lieto statinus (Dyson & Day, 2014). Tomer statini ir droSi pacientiem ar aknu slimibam, un
daudzie pétijumi faktiski paradija, ka statini uzlabo aknu enzimus un kardiovaskularos
rezultatus pacientiem ar paaugstinatiem aknu funkcionaliem testiem NATAS dél (Athyros et
al., 2010). Lai gan perspektivie pétijumi, kas novérté statinu dros§ibu un efektivitati, ir loti
nepiecieSami apstiprinasanai, pasreiz€ja dogma ir tada, ka pacienti ar NATAS ir jaarsté ar
statiniem paaugstinata kardiovaskulara riska dél (Bril & Cusi, 2017). Interese par
antihiperlipidémisko Iidzeklu lietoSanu NATAS gadijuma ir saistita ar dislipidémijas lomu
metaboliskaja sindroma un tas saistibu ar NATAS. Statini konkur€tsp&jigi inhib& aknu
hidroksimetilglutarilkoenzima A reduktazi, tadéjadi samazinot holesterina veidoSanos un
samazinot holesterina limeni seruma. Statinu lietoSana pacientiem ar hronisku aknu slimibu ir
radifjusi bazas par iesp&jamu hepatotoksicitati, tacu lielaka dala piekrit, ka nozimigs
hepatotoksicitates riska biezums ir arkartigi reti sastopams un statinu lietoSana aknu slimibas
gadjjuma ir drosa (Ganguli et al., 2019). Izméginajuma pé&tijjums ar atorvastatina terapiju
paradija ievérojamu aminotransferazes un lipidu Iimena pazeminasanos seruma pacientiem ar

NATAS. Tomér $aja pétijuma netika noveértéti histologiskie rezultati (Dominguez et al., 2006).

Silimarins

Silimarins gadsimtiem ilgi ir dro§i izmantots ka dabigs augu izcelsmes Iidzeklis aknu
darbibas trauc€jumu arst€Sanai (Gillessen., 2020). Silimarins ir polifenola flavonoids, kas

ekstrahéts, izmantojot 95% etanolu, no piena mardadzu seéklam (Mitra, 2018). Silimarina

16



hepatoprotektivas un antioksidanta ipasibas ir saistitas ar fenola grupu (Hashem et al., 2021),
kas atrodas silimarina un mijiedarbojas ar ROS, kas rodas metabolisma laika aknas, veidojot
stabilu, netoksisku savienojumu (Gillessen et al., 2022). Ir pieradits, ka silimarina antioksidanta
IpasSibas atjauno NAD+ homeostazi, sirtuina-1 aktivitati un AMP aktivétas proteinkinazes-o
celu, lai uzlabotu poli-(ADP-ribozes)-polimerazes funkciju (vissvarigakie regulgjosie celi, kas
saistiti ar oksidativo stresu). Turklat silimarina antioksidanta sp€jas uzlabo aknu lipidu
homeostazi, samazinot de novo lipogenézi, samazinot peroksisomu proliferatora aktivéto
receptoru-v, acetil-CoA karboksilazes un TS sintazes darbibu (Tighe et al., 2020). Silimarina
antifibrotiska aktivitate galvenokart ir saistita ar ta sp&ju inhibét aknu zvaigznu Sinu
parvérSanos miofibroblastos, inhibgjot fibrogénos celus, pieméram, tos, kas saistiti ar
citoskeleta veidoSanos, profibrogéno kolagénu un elektronu parneses keédeém. Konkréti,
silimarins samazina TGF-B1 mRNS, inhibé kodola transkripcijas faktoru NF-kB un attiecigi
samazina iekaisuma citokinus aknu parenhima, ka ar1 nover$ aknu zvaigznu Stinu stimulaciju
(Bahmani et al., 2015). Silimarina antihepatotoksiskais mehanisms ir saistits ar ta stabiliz&josu
iedarbibu uz hepatocitu §inu membranam (Wang et al., 2018), novérsot toksisku kimisku vielu
iekliSanu Sajas Siinds. Silimarins saistas ar receptoriem, kas atrodas uz $Sim membranam,
kavejot toksinu saistiSanos Sajas vietas, samazinot zalu izraisitos hepatocelularos bojajumus
(Salamone et al., 2012). Ir zinots, ka arst€Sana ar silimarinu efektivi samazina paaugstinatu
aknu enzimu Itmeni dazadas pacientu grupas, tostarp pacientiem ar NATAS, NASH vai
pacientiem, kuri tiek arstéti ar potenciali hepatotoksiskam zaléem (Hashem et al., 2021).
Pacientiem, kuri tika arstéti ar silimarinu, tika zinots par statistiski nozimigu ALAT un AST
limena pazeminasanos metaanaliz€, ko veica Avelar et al. (Avelar et al., 2017) Silimarina
terapeitisko iedarbibu ierobezo ta zema Skidiba ideni un vaja uzsiik§anas zarnas. Silimarins ir
viegli noardams, jo tas ir jutigs pret vides faktoriem, piem&ram, gaismu, siltumu un skabekli
(Robert et al., 2021).

Metformins

Metforminu ieviesa kliniskaja praksé 1950. gados, un to plasi izmanto ka pirmas izvéles
lidzekli pacientiem ar 2. tipa cukura diab&tu. Metformina ka pretdiabéta lidzekla efektivitate ir
izskaidrojama ar ta sp&ju pazeminat glikozes limeni asinis, samazinot glikoneogenézi aknas,
stimulgjot glikozes uznemsanu muskulos un palielinot TS oksidaciju taukaudos (Mazza et al.,
2012). Ta ka metformins ietver vairakus molekularus glikozes metabolisma un pretiekaisuma
iedarbibas mehanismus, metformins ir viens no interesantakajiem medikamentiem NATAS
progreséSanas iespjamai arst€Sanai vai kontrolei. Daudzi pé&tnieki ir veikusi virkni

eksperimentu ar dzivniekiem un kliniskus pétijumus par metformina efektivitati NATAS
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arstéSana (Huang et al., 2022). Ir pieradits, ka aknas metformins inhib& mitohondriju elpo$anas
kédes kompleksu I un aktivizé AMP aktivéto proteinkinazi — procesus, kas saistiti ar ta sp&ju
inhibét aknu lipogengzi un glikoneogenézi, palielinot aknu jutibu pret insulinu. Sie atklajumi ir
mudinajusi pétit metforminu ka NATAS farmakologisko arstéSanu (Hakkak et al., 2021).
Glikozes limeni pazeminosas iedarbibas d&] metformins, iesp€jams, zinama méra atbrivo
hepatocitus no substrata parslodzes, kas ir SH patogenézes c€lonis, un ir saistits ar oksidativa
stresa rasanos. Metformina glikozes Iimeni pazeminosa iedarbiba galvenokart ir saistita ar ta
hepatocitu glikoneogenézes inhibiciju. Ir pieradits, ka metformins regulé glikoneogenézi,
reguléjot hepatocitu redoks stavokli. Tas veicina samazinatu citozola daudzumu, lai gan Sis
efekts var€tu biit mitohondriju elpoSanas kompleksa I inhibicijas blakusprodukts. Metformina
izmainitais hepatocitu redoks stavoklis var mazinat oksidativo stresu, noveérSot NATAS

progreséSanu (Zhang et al., 2021).
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1.5. In vitro aknu pétniecibas metodes

Cilveka aknu $tinu Iinijas

Cilveka stinu Imijas ir iegtitas no izdalitiem audzg&ja audiem (piemeéram, HepG2, HepaRG
vai HuH7 hepatomas $iinu linijam) vai raditas, genétiski manipul&jot ar primarajam aknu §inam
(Xu., 2021). Siinu liniju galvenas prieksrocibas ir to neierobeZotais augSanas potencials un
stabils fenotips visa kultivéSanas laika. Tomér to audzgja fenotipa d&l aknu Stnu linijas parasti
tiek mainitas noteiktas vielmainas funkcijas (Ramboer et al., 2014).

Viena no visplasak izmantotajam aknu Stunu linijjam cilvéka NATAS modeléSanai ir
HepG2 stinu linija, kas iegiita no hepatocelularas karcinomas. HepG2 $iinas ekspres€ un izdala
dazadus galvenos aknu plazmas proteinus, tostarp albuminu, un uzrada vairakas hepatocitu
specifiskas reakcijas uz vides stimuliem, padarot $iinas piemérotas hepatocitu funkciju
model&sanai in vitro. HepG2 $tinam, kas apstradatas ar dazadam oleinskabes un palmitinskabes
attiecibam, attistas dazadi steatozes fenotipi, lielaka dala oleinskabes izraisa labdabigu hronisku
steatozi, bet lielaka palmitinskabes dala izraisa nozimigaku toksisku un apoptotisku iedarbibu

Stnas (Wang et al., 2022).
Primarie cilvéka hepatociti

Primarie cilvéka hepatociti tiek uzskatiti par tuvakajiem in vitro modeliem cilvéka aknam.
Hepatociti tiek iegtiti, sadalot aknu audus, un tiek saglabati kultiirai specifiskas aknu funkcijas:
glikogéna sinté€ze, lipidu metabolisms, urinvielas un albumina razosana ka ari membranu
transportproteinu funkcionala ekspresija. Tapéc primarie cilvéka hepatociti ir ierosinati ka in
vitro modelis dazadam hepatologijas jomam, pieméram, farmakologiskiem un
toksikologiskiem pé&tjjumiem un aknu slimibu modelés$anai, tostarp NATAS. Tomer to plaso
izmantoSanu kave ierobezota aknu audu pieejamiba, liela starpdonoru atSkiriba, un progres€joss
hepatocitu funkcionalitates zudums kultivéSanas laika (Pelecha et al., 2022). Pétnieki zalu
mijiedarbibas, zalu metabolisma un zalu toksicitates pétjjumos, jo 1pasi dod priekSroku
primarajiem cilvéka hepatocitiem, jo to sekrécijas 1pasibas un vielmainas enzimu aktivitates ir
salidzinamas ar in vivo hepatocitu pasibam, un tas var drosi atspogulot in vivo aknu ipasibas.
Tomeér to funkcionalo ipaSibu stabila izpausme ir loti atkariga no mikrovides signalu
reguléSanas, kas nozimé, ka primariem cilvéka hepatocitiem divdimensiju (2D) vidé atri
samazinas Stnu aktivitate un notiek $inu membranas polaritates zudumu un fenotipiskas

izmainas (Ma et al., 2023)
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2D Sunu kulturas modeli
Monokulttiras

Visbiezak izmantotais $tiinu kultiiras veids ir 2D modelis. Steatozi var izraisit, pievienojot
Stinu barotnei brivas TS, ipaSi oleinskabi vai palmitinskabi (Aoudjehane et al., 2020).
Hepatocitu indukcija ar brivajam TS izraisa TG uzkrasanos to citoplazma, kas galu gala izraisa
ER stresu, iekaisumu un §tinu navi, kas visas ir galvenas NASH pazimes (Lebeaupin et al.,
2018). Hepatocitu 2D monokultiira lauj pétit visus galvenos vielmainas celus, proti, oglhidratus,
lipidus un aminoskabes (Green et al., 2015). Tas ir piem&rots ari prekliniskai zalu parbaudei,

lai novertétu zalu efektivitati un $tinu toleranci (Boeckmans et al., 2020).
Kopkultiiras

2D kopkultiras modeli tiek izmantoti, lai pétitu savstarp€jo mijiedarbibu starp
hepatocitiem un neparenhimas $tinam in vitro. Viena vidé tiek audzeti dazadi §tnu veidi, un
steatozi var izraisit pievienojot barotnei brivas TS. Viens no 1pasi interes€joSiem modeliem ir
hepatocitu kopkultiira ar aknu zvaigznu $tnam, kas ir galvenie fibrozes efektori NATAS
gadijuma (Giraudi et al., 2015). Primaro hepatocitu kopkultiira ar Kupfera vai endotélija $tinam
ir spécigs instruments, lai novértétu mehanismus, ar kuriem brivas TS izraisa iekaisuma
procesus in vitro (Suurmond et al., 2019). Tomér kopkultiiru ir diezgan griti istenot, jo,
pieméram, ir nepiecieSama augsanas barotnes optimizacija, lai izv€letos barotni, kas vislabak
uztur dazadas Stunu populacijas. Cilveka Stnas ir ar1 slikti pieejamas, radot vél vienu
sarezgTjumu kopkultiiras modeliem. Visu $o iemeslu d€] $ie modeli literatiira ir reti sastopami

(Mdller & Sturla, 2019).

Aknu sferoidi un organoidi

P&dgjos gados petijumi ir versti uz trisdimensiju (3D) Stinu modelu izstradi, ko var iegiit
gan no pacientu biopsijam, gan no komerciali pieejamam 2D Stinu Iinjjam. Salidzinot ar
parastajam 2D $§tinu kultGiram, 3D sisteémas nodros$ina precizaku in vivo procesu un mikrovides
saglabasanu, kura audzgjs attistas, laujot novértét vairakus biologiskos aspektus, ieskaitot
proliferaciju, morfologiju un §inu-mikrovides mijiedarbibu. Vienu no pirmajam atklatajam 3D
sistémam attelo sferoids, trisdimensiju $iinu agregats ar sferisku formu, kas bagatinats ar cilmes
Stnu lidzigu populaciju. Sferoidus var razot no primarajam kultiram vai $iinu Iinijam, kas
kultivetas ka vienas vai vairaku $tinu suspensijas (De Siervi & Turato, 2023). Sferoidu kultora

tiek uzskatita par vislabako 3D kultivésanas modeli (Calitz et al., 2018).
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Organoidi ir jauni petniecibas instrumenti, kas tiek definéti ka maksligi audz&tas Stinu
masas, kas atgadina miniattirus organus. Aknu organoidus iegiist, izol€jot no aknu cilmes Stinu
nisam, lai veidotu nelielas pasorganizgjosas 3D strukturas, kas imité daudzas dabiskas aknu
funkcijas (Wu et al., 2019).

Lai izveidotu cilvéka aknu organoidus, cilvéka pluripotentas cilmes S$iinas tiek
diferenc@tas epit€lija un mezenhimalas Iinijas, veidojot sferoidus. legiutie cilvéka aknu
organoidi ir pasorganiz€tas Stnu kopas, kas ietver aknu epitélija $iinas (holangiocttus un
hepatocitus) un hepatocitu neparenhimas $tinas (zvaigznu, cilmes un Kupfera $tinas) (Ouchi et
al., 2019). Kad $ie cilvéka aknu organoidi tiek paklauti brivo TS iedarbibai, hepatocitos attistas
steatoze un balonéSana, Kupfera Stinas izdala pro-ickaisuma citokinus (Kostrzewski et al.,
2017). Tadgjadi cilveka aknu organoidi Skiet daudzsolosi instrumenti patofiziologiskajiem
petijumiem NATAS gadijuma. Salidzinot ar 2D $iinu kultiiru, organoidu 3D raksturs var vairak
atspogulot dabiskos fiziologiskos procesus, tostarp cilmes $tinu diferenciaciju, $tinu kustibu un
Sinu mijiedarbibu. Turklat organoidi var tikt plasi kultiveti, ka arT saglabat genomikas
stabilitati, padarot iesp&jamu ilgtermina uzglabasanu un augstas caurlaidibas skriningu (Kim et

al., 2020).

3D S§iinu kulttras modeli

3D Sunu kultiira kollagéna gela

1989. gada Dunn et al. pirmo reizi zinoja par zurku primaro hepatocitu kultiiru starp
divam kolagéna g€la slaniem, un paradija, ka ta labak imit€ in vivo aknu mikrovidi
salidzinajuma ar vienslana kultiiru uz kolagéna g€la. Hepatociti $aja kult@ira in vivo var uzturét
aknu specifiskas funkcijas, pieméram, albumina sekréciju, urinvielas sekréciju, CYP aktivitati,
un tiek atziti par zelta standartu primaro hepatocitu kultivéSanai in vitro (Panwar et al., 2021).
Nesen tika izstradats sarezgits 3D modelis, kura hepatociti tiek kultivéti kopa ar aknu
sinusoidalajam endotélija sinam kolagéna gglos, lai imitétu aknu lobularo arhitektoniku (Bale
et al., 2014). Tomér $aja modeli $tinu un $tnu mijiedarbibu var paslépt vai blokét kolagéna

biezuma d&l (Janorkar et al., 2011).

Griezumu slanu modelis

Iekaisums ir galvena iezime, lai atSkirtu SH no vienkarSas steatozes. Tadgjadi cilvéka
precizi izgrieztas aknu slani, kas saglaba aknas infiltrgjosas imtinas §iinas, pieme&ram, limfocitus
un makrofagus, lauj petit izmainas, kas novérotas dazados NATAS posmos, un parbaudit jaunu

savienojumu terapeitisko efektivitati (Parthasarathy et al., 2020). Aknu steatozi var izraistt,
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pievienojot brivas TS aknu slanu barotnei, ka rezultata aktivizéjas iekaisums un fibrogengze
neparenhimas $tnas. Sis modelis ir arT labi piem&rots, lai saprastu, vai intrahepatisko lipidu

uzkrasanos var modulét, izmantojot epigenétiskas manipulacijas (Palma et al., 2019).
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2. MATERIALI UN METODES

2.1. Pétamas vielas

2.1. tabula
Petamas vielas

Nosaukums Kataloga numurs Razotajs Razotajvalsts
Atorvastatins 344423-98-9 Sigma-Aldrich ASV
Celekoksibs 169590-42-5 Sigma-Aldrich ASV
Diklofenaks 15307-86-5 Sigma-Aldrich ASV
Metformins 1115-70-4 Sigma-Aldrich ASV
Neostigmins 114-80-7 Sigma-Aldrich ASV
Nimesulids 51803-78-2 Sigma-Aldrich ASV
Silimarins 65666-07-1 Sigma-Aldrich ASV
Simvastatins 79902-63-9 Sigma-Aldrich ASV
HepG2 stnu linija HB-8065 ATCC ASV

AST

2.2. Reagentu komerciali pieejamie komplekti

aktivitates komercialais komplekts, kataloga Nr. MAKO055-1KT (Sigma-Aldrich, ASV):
Testa buferis (25 ml)
Enzimu maisijums (liofilizéts, 1 flakons)
Izstradatajs (liofilizéts, 1 flakons)
Substrats (liofilizéts, 1 flakons)
Glutamata standarts (0,1 M tilpums 0,1 ml)

Pozitiva kontrole (liofilizéta, 1 flakons)

ALP komercialais komplekts, kataloga Nr. MAK447-1KT (Sigma-Aldrich, ASV):

Parbaudes buferskidums (pH 10,5 tilpums 50 ml)
Mg acetats (0,2 M tilpums 1,5 ml)
pNPP skidrums (1 M tilpums 600 pL)

Kalibrators (Tartrazins tilpums 10 ml)

ACh/AChE komercialais komplekts, kataloga Nr. A12217 (Thermo-Scientific, Vacija):

Amplex Red reagents (MW = 257), pieci flakoni, katrs satur 1 mg
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e Bezudens dimetilsulfoksids (DMSO tilpums 1,3 ml)

e Marrutku peroksidaze (200 vienibas)

e Udenraza peroksids (H202), 500 pL stabiliz&ta ~ 3% $kiduma

e 5Xreakcijas buferis (28 ml 250 mM)

e Holina oksidaze no Alcaligenes sp. (12 vienibas)
e ACh hlorids (MW = 181,7), (~ 100 mg)
e AChE no elektriska zusSa (60 vienibas)
ALAT komercialais komplekts, kataloga Nr. MAKO052 (Sigma-Aldrich, ASV):
e ALAT testa buferis (25 ml)

e Fluorescgjosais peroksidazes substrats (DMSO tilpums 0,2 ml)

e ALAT enzimu maisijums (1 vl)

e ALAT Substrats (1 vl)

e Piruvata standarts (100 nmol/uL 0,1 ml)

e ALAT pozitiva kontrole (1 vI)

2.3. Laboratorijas materiali un iekartas

2.2. tabula
Laboratorijas materiali
Nosaukums Kataloga numurs Razotajs Razotajvalsts
Mehaniskas pipetes
(0,5-10 uL, 2 -20
ul,20 —200 pL, LH-725663 Sartorius Vacija
100 —1000 uL)
96 Laucigu mikro- 83.3925 Sarstedt Vacija
plates
Pipesu dozators F110120 Gilson ASV
Pipesu uzgali Sartorius Vacija
(0,1-10 pL) 07-360-2015 )
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Pipesu uzgali

(0,1-20 L) 07-361-2015 Sartorius Vacija
Pipesu uzgali QgD . _ ..
(1-200 L) 07-862-0080 Sartorius Vacija
Pipesu uzgali 2R . _ .
(100-1000 L) 07-368-2005 Sartorius Vacija
Multikanalu pipetes BOE 9608300 Boeco Vacija
Ependorfa mégenes 72.706.400 Sarstedt Vacija
Centrifuggsanas sto- _ ..
brini (50 mL) 62.547.004 Sarstedt Vacija
Stinu kultivésanas
flakons (T-75-75 83.3911.002 Sarstedt Vacija
cm?)
Serologiskas pipetes | g6 1254 01 Sarstedt Vicija
(10mL) oo )
Flomasteri
rakstiSanai uz plast- NC1544798 Sardstedt Vacija
masas
Pipesu dozators F110120 Gilson ASV
2.3. tabula
Laboratorijas iekartas
Nosaukums Kataloga numurs Razotajs Razotajvalsts
Analitiskie svari BXX 22 Boeco Vacija

25




Vortex V-1 plus BS-010203-AAG Biosan Latvija

MikroplaSu lasitajs
Tecan Microplate
Reader Infinite
M200,

INF-FPLEX Tecan Trading AG Sveice

2.4. HepG2 Suinu stimulé$ana ar izvéles zalém un supernatanta iegiSana

Eksperimentos péetitas 8 vielas — silimarins, metformins, diklofenaks, nimesulids,
neostigmins un celekoksibs koncentracija — 6,5 uM, 12,5 uM, 25 uM, 50 uM un 100 uM, bet
atorvastatins un simvastatins koncentracija 6,5 uM, 12,5 uM, 25 uM un 50 uM tika pievienotas
Stinu inkubatora augosam Hep(G2 Stinam, kas bija izs€tas 20000 Stinu viena mikroplates laucina.
Koncentracijas tika izv€letas atbilstosi ieprieks veiktajiem vielu ietekmes uz Stinu dzivotspeju
petijjumiem, kuros paradija, ka statiniem maksimala koncentracija, kas neietekmé Stinu skaitu
ir 50 uM. Péc 24 h no $tinam ar pipeti tika atsiikta barotne jeb supernatants un taja méritas

enzimu aktivitates.

2.5. AST aktivitates mérisSana

AST darbibas novértésanas metode nodrosSina vienkarSu un tieSu mériSanas procediru
AST aktivitates noteikSanai dazados paraugos. Aminogrupas parne$ana no aspartata uz o-ke-
toglutaratu izraisa glutamata veidoS$anos, ka rezultata tieck iegiits kolorimetrisks (450 nm)
produkts, kas ir proporcionals AST fermentativai aktivitatei.

Laut testa buferSkidumam sasilt [idz istabas temperatiirai. Enzimu maisijumu (AST En-
zyme Mix) atskaidit ar 220 uL H20. Labi samaisit ar pipeti (nevirpulot). Veidotaju izskidina
820 uL dejonizéta iideni (dH20). Labi samaistt ar pipeti (nevirpulot). Substratu (AST Substrate)
iz8kidina 1,1 ml testa buferskiduma. Labi samaisit ar pipeti (nevirpulot). Pozitiva kontrole (AST
Positive Control): Atskaidit ar 100 uL dH0. Labi samaisit ar pipeti (nevirpulot).

Glutamata standarti kolorimetriskai noteikSanai:

Atskaida 10 pL 0,1 M glutamata standarta Skiduma ar 990 pL AST reakcijas
bufer§kiduma, lai ieglitu 1 mM standarta $kiduma. Pievieno 0, 2, 4, 6, 8, un 10 uL 1 mM
standarta Skiduma 96 (x2) laucinu platém, lai iegitu atskirigas koncentracijas standartlikni.

Papildina laucinu plates iedobes lidz 50 uL ar AST reakcijas buferskidumu.
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2.4. tabula

Galvenais reakcijas maisijums

Reagenti Tilpums
AST reakcijas buferskidums 80 uL
AST veidotajs 8 uL
AST enzimu maistjjums 2 uL
AST substrats 10 L

Katra laucina ieméra 50 pL HepG2 sStnu supernatanta katrai vielai un Kkatrai
koncentracijai triplikatos. Katrai laucinu plates iedobei pievieno 100 pL galvena reakcijas
maisTjuma. Labi samaisa, izmantojot pipeti. Plati ievieto mikroplasu lasitaja, uzturot 37 °C
temperattiru. Péc 2-3 miniitém veic sakotngjo mérijumu. Izmera absorbciju pie 450 nm laika,
ko pienem par 0 min. Turpina inkubgt plati 37 °C temperatiira, veicot mérfjumus ik péc 5

minttém. Méra ar mikroplasu lasitaju (Tecan Microplate Reader Infinite M200).

2.6. ALP aktivitates mériSana

Metodé izmanto p-nitrofenilfosfatu, kas tiek hidrolizéts ar ALP palidzibu un parvérsas
dzeltena produkta (maksimala absorbcija pie 405 nm). Absorbcija ir tie$i proporcionala
fermentu aktivitatei.

Ieméra 30 pL parauga un 20 pL buferSkiduma piemérotas caurspidigas mikroplates
laucinos. Kopgjais tilpums paredz&éts 200 uL, tapéc pie paraugiem ieméra klat 150 pL darba
reagenta. Atseviski 2 laucinos ieméra 200 pL attirita Gdens un citos 2 laucinos 200 pL
kalibratora. Platé samaisa reagentus un paraugus.

Merijumi:

Nolasa optisko blivumu (OD) pie 405 nm uzreiz (T = 0 mindtes) un atkal péc 4 minatém

(T =4 minttes) ar plates lasitaju.

ALP apréekinasana paraugos:
ALP (IU/L or umol/(L-min)) =

(ODy4 — ODy¢p) % 1000 x RxnVol
gpyp X L xSmplVol xT

(0Dyy — OD7y) X 1000 X RxnVol
18.75 x 1.51 X (OD¢q; — ODgigni) X SmplVol x T

(ODpy — 0ODgg) X RxnVol x 35.3
(0Dgq; — ODgigni) X SmplVol x T
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kur,

ODr4 = OD vertiba pie 405 nm p&c 4 miniiteém

ODro = OD vertiba pie 405 nm p&c 0 mintiteém

ODcal = OD vertiba pie 405 nm kalibratoram

ODglank = OD vértiba pie 405 nm tidenim

RxnVol = reakcijas gala tilpums (200 uL)

T = reakcijas laiks 10 minutes

SmplVol = izmantota parauga daudzums reakcija (30 pL)

1000 =

parvérSana no mmol/L uz pmol/L.

ePNP = absorbcijas koeficients prieks p-nitrofenola (18,75 mM™ x cm')

L = gaismas celS (cm).

2.7. AChE aktivitates mérisana

Metodg ir paredzetas vairakas reakcijas. Pirmkart, AChE parvér§ ACh substratu par holinu.

Holinu savukart oksidé holina oksidaze par betainu un H202. H20,, marrutku peroksidazes

klatbiitng reagé ar Amplex Red reagentu, lai raditu loti fluoresc€josu savienojumu - rezorufinu.

Sagatavot ~ 20 mM Amplex Red reagenta standartskiduma: Amplex Red reagenta
flakonu un DMSO sasilda Iidz istabas temperatarai.

Tiesi pirms lictosanas Amplex Red flakona saturu izskidina 200 pL DMSO.
Mercilindra sagatavo 1X reakcijas buferSkidumu, pievienojot 10 ml 5X reakcijas
buferskiduma 40 ml dH20, un pieliek klat 1 ml sagatavota marrutku peroksidazes
standartSkiduma. Visu vortekse.

Ependorfa mégené 23 uL 3,0% H20> atskaida ar 977 pL dH-O.

600 pL 1X reakcijas buferskiduma pievieno pie 20 U/mL holina oksidazes
standartSkiduma.

Uz analitiskajiem svariem nosver 5 mg ACh hlorida un iz8kidina 275 pL dH20. Visu
vortekse.

100 U/ml AChE flakonu izskidina 600 uL 1X reakcijas buferskiduma.

AChE saturoSos stinu supernatantu paraugu 20 pL atSkaida ar 80 uL 1X reakcijas
buferskiduma.

Sagatavo pozitivo kontroli, atskaidot 100 U/ml AChE skidumu 1X reakcijas
buferskiduma, lai iegtitu 0,2 U/ml AChE $kidumu. Izmanto 1X reakcijas buferskidumu
bez AChE ka negativu kontroli. Katrai reakcijai tiks izmantots 100 pL tilpums.
Sagatavo otru pozitivo kontroli, atSkaidot 20 mM H,O, darba S§kiduma 10 pM 1X
reakcijas buferskiduma
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e Sagatavo 400 pM Amplex Red reagenta Skiduma. Pievieno 200 pl marrutku
peroksidazes Skiduma, 200 uL holina oksidazes Sskiduma un 20 pL ACh skiduma, un
pievieno 1X reakcijas buferskiduma lidz 20 ml atzimei mércilindra.

e Ar multikanalu pipetes palidzibu pievieno 100 pL Amplex Red reagenta/HRP/holina

oksidazes/ACh $kiduma katra mikroplates iedobg, kura ir paraugi un kontroles.

2.8. ALAT aktivitates mériSana

ALAT galvenokart atrodams aknas un seruma. Aknu $iinu bojajums biezi izraisa ALAT
Itmena paaugstinasanos, un ALAT limeni var izmantot ka aknu bojajumu markieri.

ALAT testa buferi un fluoresc€joSo peroksidazes substratu jasasilda lidz istabas
temperatiirai. ALAT enzimu maistjumu iz§kidina 220 pL Gident. Labi samaisa ar pipeti. ALAT
substratu izSkidina 1,1 ml ALAT testa buferSkiduma. Labi samaisa ar pipeti. ALAT pozitiva
kontroli izSkidina 100 pL tdeni. Labi samaisa ar pipeti, ja uzglaba vélakiem eksperimentiem,
tad sadala alikvotas dalas.

Piruvata standarti kolorimetriskai noteikSanai:

Atskaida 10 pL 100 nmol/pL piruvata standarta Skiduma ar 990 uL ALAT testa bufera,
lai iegitu 1 nmol/uL standarta skiduma. Pievieno 0, 2, 4, 6, 8 un 10 uLL 1 nmol/uL standarta
Skiduma 96 (x2) laucinu platém, lai ieglitu atSkirigas koncentracijas standartlikni. Papildina
laucinu plates iedobes 1idz 20 pL ar ALAT testa buferskidumu.

Paraugus atskaida ALAT reakcijas buferskiduma. Sagatavo analizes paraugus un
pievieno 20 pL bufer§kiduma 96 (x2) laucinu plateém. Supernatantus var ari ieprieks neatSkaidot
tiesi iemérit iedob&s. Ar pipeti ieméra 20 pL supernatantus 96 (x2) laucinu plates iedobgs.
Papildina laucinu plates iedobes Iidz 20 pL ar ALAT testa buferSkidumu, ja supernatanti nav
ieprieks sagatavoti vajadzigaja atSkaidijuma.

Piruvata standarti kolorimetriskai noteikSanai:
2.5. tabula

Galvenais reakcijas maisijums

Komponenti Tilpums
ALAT testa buferis 86 uL
Fluorescgjosais peroksidazes substrats 2 uL
ALAT enzimu maisijums 2 uL
ALAT substrats 10 uL

Katrai laucinu plates iedobei pievieno 100 pL galvena reakcijas maisijuma. Labi samaisa,

izmantojot pipeti. Inkubg@ plati pie 37 °C. P&c 2 miniitém var veikt sakotngjo mérijumu. lzméera
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absorbciju pie 570 nm sakotngja laika. Turpina inkubét plati 37 °C temperatiira, veicot
merjjumus ik p&c 5 mindtem.
Merfjumi:

Nolasa OD pie 405 nm uzreiz (T = 0 mintites) un atkal péc 4 minttém (T = 4 mindites) ar
plates lasitaja.
ALAT aktivitates aprékinasana:

ALT Activity = B x Sample Dilution Factor
(Thnal — Tinitiat) x V

B = piruvata daudzums (nmol), kas generéts starp T sakuma un T galigo vértibu.

T sakotngjais = pirma lastjuma laiks miniites.
Thinatls = priekSpedejas nolasiSanas laiks minttes.

V = parauga tilpums (mL), kas pievienots iedobei.

2.9. Datu statistiska analize

Iegitie dati tika apstradati ,,GraphPad Prism” datorprogramma. Datu statistiska analize
tika veikta izmantojot one-way ANOV A, Dunnett’s multiple comprisons testu. Datu butiskumu

apzimée ar p-vertibam, pie 95% ticamibas intervala.
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3. REZULTATI

3.1. Vielu efekti uz AST aktivitati

Silimarins, metformins, diklofenaks, nimesulids, neostigmins un celekoksibs koncentracija
—6,5uM, 12,5 uM, 25 uM, 50 pM un 100 pM, bet atorvastatins un simvastatins koncentracija
6,5 uM, 12,5 uM, 25 uM un 50 puM tika pievienoti augosam HepG2 §tinam uz 24 h. Péc 24 h
no S$Unam ar pipeti tika atsiikta barotne jeb supernatants un taja merita AST aktivitate.
Enzimatiska reakcija tika noverota 0, 5, 30 un 60 min. Par 0 min pienemts laiks, kad meérjjumi
veikti uzreiz pec enzimatiskas reakcijas maisijuma pievienoSanas. Grafikos att€lots vielu AST

inhibicijas efekts % dazados laika periodos, sakot ar 0 min.
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3.1. att. Petito vielu ietekme uz AST aktivitati HepG2 Sunas péc 0 minatéem. Statistikas analize
veikta ar vienvirziena ANOVA, Daneta vairakiem salidzinajumiem (one-way ANOVA, Dunnett’s

multiple comparisons) testu. *p-vértiba = 0,0332, **p-vértiba = 0,0021, salidzinot ar TS efektu.

AST aktivitate Stinu supernatanta bez vielu pievienoSanas tika pienemta par 100%. TS
efekti salidzinati ar kontroli un ir statistiski nozimigi atSkirigi visos meérijjumu laikos. Grafika 0
min TS efekti pret kontroli nav att€loti ar simboliem. Rezultati parada, ka enzima aktivitates
izmainas notiek loti atri. TS izraisa AST pieaugumu. Bet AST inhibicija paradas uzreiz, tiklidz

inhibitors un enzims ir savienoti reakcija péc 0 min. DaZzam vielam jau tika nov@rota no
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koncentracijas atkariga sp&ja samazinat AST aktivitati. Statistiski ticami visaugstako AST
inhibicijas sp&ju uzradija silimarins koncentracija 100 uM, nimesulids koncentracijas 12,5 uM
un 25 uM, neostigmins koncentracijas 12,5 pM un 100 puM, celekoksibs koncentracijas 50 uM
un 100 pM.
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3.2. att. Atorvastatina un simvastatina ietekme uz AST aktivitati HepG2 Siinas péc 0 miniitém.
Statistikas analize veikta ar vienvirziena ANOVA, Daneta vairakiem salidzinajumiem (one-way
ANOVA, Dunnett’s multiple comparisons) testu. *p-vértiba = 0,0332, **p-veértiba = 0,0021,
salidzinot ar TS efektu. “p-vertiba < 0,05 pret kontroli.

Attela 3.2. redzama statistiski ticama no koncentracijas atkariga sp€ja samazinat AST
aktivitati gan atorvastatinam, gan simvastatinam. Atorvastatinam, diapazona no 12,5 uM Iidz
50 uM, un simvastatinam, diapazona no 25 pM Iidz 50 uM inhibicija ir statistiski nozim1iga,
salidzinot ar TS efektu. Pétjjuma izmantotas mazakas koncentracijas (6,5 uM atorvastatinam

un 6,5 uM un 12,5 pM simvastatinam) neuzradija statistiski ticamu atSkiribu.
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3.3. att. P&tito vielu ietekme uz AST aktivitati HepG2 Sunas péc 5 miniitém. Statistikas analize
veikta ar vienvirziena ANOVA, Daneta vairakiem salidzinajumiem (one-way ANOVA, Dunnett’s
multiple comparisons) testu. *p-vértiba = 0,0332, **p-vértiba = 0,0021, ***p-vértiba = 0,0002,
***xn_vertiba = 0,0001, “p-vértiba = 0,0001, salidzinot ar TS efektu. “p-vertiba < 0,05 pret
kontroli.

P&c 5 min visas vielas uzrada AST inhibiciju. Visaugstako AST inhibicijas sp&ju no
pctamajam vielam uzradija silimarins koncentracija 100 uM, bet visas vielas jau koncentracija
12,5 uM samazina enzima aktivitati. Tomer nav labi izteikta koncentracijas un efekta attieciba.

Pieméram, metforminam 50 uM efekts ir lielaks neka 100 pM.
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3.4. att. Pétito statinu ietekme uz AST aktivitati HepG2 $iinas péc 5 min. Statistikas analize veikta
ar vienvirziena ANOVA, Daneta vairakiem salidzinajumiem (one-way ANOVA, Dunnett’s multiple
comparisons) testu. ****p-vertiba = 0,0001, “p-veértiba = 0,0001, salidzinot ar TS efektu. “p-vertiba

< 0,05 pret kontroli.

Atorvastatinam un simvastatinam netika nov€rota no koncentracijas atkariga spéja
samazinat AST aktivitati. Statini uzradija statistiski ticamu inhib&josu darbibu péc 5 min visa
koncentraciju diapazona. Iesp&jams, ka statiniem vajadz&€tu samazinat koncentraciju, lai redz&tu

efekta sakumu.
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3.5. att. Petito vielu ietekme uz AST aktivitati HepG2 Siinas péc 30 miniitém. Statistikas analize
veikta ar vienvirziena ANOVA, Daneta vairakiem salidzinajumiem (one-way ANOVA, Dunnett’s
multiple comparisons) testu. *p-vértiba = 0,0332, **p-vértiba = 0,0021, ***p-vértiba = 0,0002,
***xn_vertiba = 0,0001, “p-vertiba = 0,0001, salidzinot ar TS efektu. “p-vertiba < 0,05 pret

kontroli.

P&c 30 min redzams, ka enzimatiska reakcija attistas un TS efekts sasniedz aptuveni 200%
pret kontroli, kas pienemta par 100%. Attiecigi laika gaita mainas ar1 vielu efekti.

Tika novérota no koncentracijas atkariga spéja samazinat AST aktivitati ari pec 30 min
inkub&Sanas, iznemot silimarinu (koncentracyjas 12,5 puM un 25 pM), diklofenaku
(koncentracijas 12,5 pM, 25 puM un 50 uM), metforminu (koncentracija 12,5 uM), nimesulidu
(koncentracijas 50 uM un 100 pM), neostigminu (koncentracija 50 uM), kas statistiski ticami
neietekmé AST aktivitati. Nimesulidam visa perioda 100 puM koncentracija mazak ietekmé

AST aktivitati ka mazaka koncentracija.
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3.6. att. P&tito statinu ietekme uz AST aktivitati HepG2 Sunas péc 30 miniitém. Statistikas analize
veikta ar vienvirziena ANOVA, Daneta vairakiem salidzinajumiem (one-way ANOVA, Dunnett’s
multiple comparisons) testu. *p-vértiba = 0,0332, **p-vértiba = 0,0021, ***p-vertiba = 0,0002,
***xn_vertiba = 0,0001, “p-vértiba = 0,0001, salidzinot ar TS efektu. “p-vertiba < 0,05 pret

kontroli.

Statiniem saglabajas AST inhibicija visas koncentracija, bet ipaSi simvastatinam

iezimé&jas no koncentracijas atkariga sp&ja samazinat AST aktivitati p&c 30 min.
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3.7. att. Petito vielu ietekme uz AST aktivitati HepG2 Siinas péc 60 miniitém. Statistikas analize
veikta ar vienvirziena ANOVA, Daneta vairakiem salidzinajumiem (one-way ANOVA, Dunnett’s
multiple comparisons) testu. *p-vértiba = 0,0332, **p-vértiba = 0,0021, ***p-vértiba = 0,0002,
****_yertiba = 0,0001, salidzinot ar TS efektu. “p-vértiba < 0,05 pret kontroli.

Péc 60 min TS AST pieaugums sasniedz apméram 220% un enzimatiska reakcija
paléninas, nemot véra substrata un enzima attiecibu reakcijas maisijuma. Novérojam, ka vielu
efekti praktiski neatSkiras no mérjjumiem péc 30 min. Tika novérota no koncentracijas atkariga
spéja samazinat AST aktivitati, iznemot silimarinu koncentracijas 12,5 pM un 25 uM,
diklofenaku koncentracijas 12,5 uM, 25 uM un 50 uM, metforminu koncentracija 12,5 puM,
nimesulidu koncentracijas 50 uM un 100 uM, neostigminu koncentracijas 25 uM un 50 puM,

kas statistiski ticami neietekmé AST aktivitati.
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3.8. att. Pétito statinu ietekme uz AST aktivitati HepG2 Stuinas péc 60 miniitém. Statistikas analize
veikta ar vienvirziena ANOVA, Daneta vairakiem salidzinajumiem (one-way ANOVA, Dunnett’s
multiple comparisons) testu. *p-vértiba = 0,0332, **p-vértiba = 0,0021, ***p-vertiba = 0,0002,
****_yertiba = 0,0001, salidzinot ar TS efektu. “p-vértiba < 0,05 pret kontroli.

Statiniem AST inhibicija tika nov@rota jau 0 min un ta saglabajas visa 60 min perioda.
Atorvastatinam nav izteikta efekta un koncentracijas sakariba, bet simvastatinam tika novérota
no koncentracijas atkariga sp€ja samazinat AST aktivitati ar p&€c 60 min. Tomeér simvastatinam
izmantota mazaka koncentracija 6,5 uM péc 60 min vairs neuzradija statistiski ticamu atskiribu.

Visaugstako AST inhibicijas sp&ju uzradija simvastatins koncentracija 50 puM.
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3.2. Vielu efekti uz ALP aktivitati

Sesam vielam — silimarinam, metforminam, neostigminam koncentracija — 6,5 uM, 12,5
uM, 25 puM, 50 pM un 100 uM, bet celekoksibam, atorvastatinam un simvastatinam
koncentracija 6,5 uM, 12,5 uM, 25 uM un 50 pM tika pétiti ALP aktivitati ietekméjosie efekti.

ALP aktivitate tika mérita supernatantos. Enzimatiska reakcija tika novérota péc 10 min.
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3.9. att. Petito vielu ietekme uz ALP aktivitati HepG2 Siinas. Statistikas analize veikta ar
vienvirziena ANOVA, Daneta vairakiem salidzinajumiem (one-way ANOVA, Dunnett’s multiple
comparisons) testu. *p-vertiba = 0,0332, **p-vértiba = 0,0021, ***p-vértiba = 0,0002, ****p-
vertiba = 0,0001, salidzinot ar TS efektu. “p-vertiba < 0,05 pret kontroli.

Attéla 3.9. redzams, ka TS izraisa apméram pieckarSu ALP aktivitates pieaugumu,
salidzinot ar kontroli, bet vielas uzrada no koncentracijas atkarigu ALP inhibicijas efektu.
Statistiski ticami visaugstako ALP inhibicijas sp&ju no p&tamajam vielam uzradija silimarins
un celekoksibs, jo ALP inhibiciju novérojam jau 12,5 uM koncentracija, bet neostigminam un

metforminam ALP inhibicija ir, sakot no 25 pM.
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3.10. att. Petito statinu ietekme uz ALP aktivitati HepG2 Siinas. Statistikas analize veikta ar
vienvirziena ANOVA, Daneta vairakiem salidzinajumiem (one-way ANOVA, Dunnett’s multiple
comparisons) testu. **p-vertiba = 0,0021, ****p-vertiba = 0,0001, salidzinot ar TS efektu. “p-

vertiba < 0,05 pret kontroli.

Tika noverota statistiski ticama no koncentracijas atkariga sp&ja samazinat ALP aktivitati
gan atorvastatinam, gan simvastatinam. Atorvastatinam, diapazona no 6,25 uM Iidz 50 uM, un
simvastatinam, diapazona no 12,5 uM lidz 50 uM inhibicija ir statistiski nozimiga, salidzinot

ar TS efektu, iznemot atorvastatinu koncentracija 6,25 uM.
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3.3. Vielu efekti uz ALAT aktivitati

Astonas vielas — silimarins, metformins, diklofenaks, nimesulids un neostigmins,
celekoksibs, atorvastatins un simvastatins koncentracija — 50 uM, 100 uM, 200 uM, 400 pM
tika pievienotas Stnu inkubatora augosam HepG2 stinam. P&c 24 h no $tinam ar pipeti tika
atsiikta barotne jeb supernatants un taja mérita ALAT aktivitate. Enzimatiska reakcija tika

novérota 4 min péc p&déja reagenta pievienosanas.
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3.11. att. Péetito vielu ietekme uz ALAT aktivitati HepG2 Sunas. Statistikas analize veikta ar
vienvirziena ANOVA, Daneta vairakiem salidzinajumiem (one-way ANOVA, Dunnett’s multiple
comparisons) testu. *p-vertiba = 0,0332, ***p-veértiba = 0,0002, ****p-vértiba = 0,0001, salidzinot

ar TS efektu. “p-vertiba < 0,05 pret kontroli.

Attéla 3.11. redzams, ka statistiski ticami visaugstako ALAT inhibicijas sp&u no
pétamajam vielam uzradija silimarins un metformins, jo ALAT inhibiciju novérojam jau 50 pM

koncentracija. Silimarins uzradija visaugstako ALAT inhibicijas sp&ju.
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3.12. att. Pétito statinu ietekme uz ALAT aktivitati HepG2 Suinas. Statistikas analize veikta ar
vienvirziena ANOVA, Daneta vairakiem salidzinajumiem (one-way ANOVA, Dunnett’s multiple
comparisons) testu. *p-vértiba = 0,0332, **p-vertiba = 0,0021, ***p-vertiba = 0,0002, salidzinot ar
TS efektu. “p-veértiba < 0,05 pret kontroli.

Attela 3.12. redzama statistiski ticama no koncentracijas atkariga sp&ja samazinat ALAT
aktivitati tikai atorvastatinam. Atorvastatinam, diapazona no 200 uM lidz 400 uM inhibicija ir
statistiski nozimiga, salidzinot ar TS efektu. Pétijuma izmantotas mazakas koncentracijas 50

puM un 100 uM atorvastatinam neuzradija statistiski ticamu atSkiribu.
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3.4. Vielu efekti uz AChE aktivitati

HepG2 supernatantos tika mérita AChE aktivitate péc 24 h $tinu inkub&Sanas p&tamo
vielu klatbtitné. AChE tika mérita atbilsto$i metodes darba gaitai 30 min p&c pédgja reagenta
puevienoSanas. AChE darbibas novértésanas rezultati noradija uz to, ka dazadam vielam piemit
sp&ja inhib&t AChE aktivitati.
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3.13. att. Pétito vielu ietekme uz AChE aktivitati HepG2 $iinas relativas fluorescences vienibas
(RUF). Statistikas analize veikta ar vienvirziena ANOVA, Daneta vairakiem salidzinajumiem
(one-way ANOVA, Dunnett’s multiple comparisons) testu. ****p-vertiba = 0,0001, salidzinot ar TS
efektu. “p-vertiba < 0,05 pret kontroli.

Pétitas vielas visas koncentracijas samazinaja AChE limeni, salidzinot ar TS efektu.
Tomér no koncentracijas atkarigs efekts bija neostigminam, silimarinam, metforminam un
celekoksibam. Diklofenakam un nimesulidam novérojam AChE pazeminajumu, bet nebija
izteikta koncentracijas un efekta sakariba. Zinamais AChE inhibitors neostigmins uzradija

visaugstako AChE inhibicijas sp&ju.
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4. DISKUSIJA

HepG2 stnas ir plasi izmantotas, lai modelétu NATAS in vitro. Vairakos pé&tijumos ir
izmantotas arT HepG2 $tinas, lai novertétu NATAS arstésanu un profilaksi (Cominguez et al.,
2021). Ieprieks minéto $tnu kultiiru vidi HepG2 $tinu Iinija ir ieguvusi popularitati, pateicoties
tas plasajam pielictojumam zinatniskajos pétijumos (Arzumanian et al., 2021). HepG2 $tnu
Iiniju galvenas prieksrocibas ir to neierobezotais augSanas potencials un stabils fenotips visa
kultivésanas laika. Tadgjadi So modelu izmantoSana atvieglo standartiz€tus protokolus
un pétijjumus (Soret et al., 2021).

Palmitinskabe un oleinskabe ir visizplatitakas garo keZu TS cilveka organisma, un paslaik
tas ir visbiezak izmantotas TS NATAS modeleSana, tacu TS ir slikti Skistosas. Lai to labak
to atSkaiditu Iidz vajadzigajai koncentracijai. Palmitinskabes un oleinskabes koncentracijas
attieciba 1:2 ir vismazak toksiska hepatocitiem, tapéc daudzos pétijumos $1 attieciba tiek
izmantota. HepG2 $iinas apstrada ar oleinskabi un palmetinskabi koncentracijas 0,2 mmol/L un
0,1 mmol/L, lai izveidotu taukaino aknu modeli (Khan et al., 2022).

Eynaudi et al. 2021. gada pétijuma, lai novertétu, vai oleinskabe vai palmitinskabe
ietekmé lipidu pilienu morfologiju, HepG2 hepatociti tika apstradati ar oleinskabi vai
palmitinskabi no 0 Iidz 24 stundam. Oleinskabe stimul&ja lielu un spilgtu lipidu pilienu
paradisanos hepatocitos, galvenokart HepG2 $tnu centralaja regiona, palmitinskabe izraisija
vienmerigi sadalitu mazaku pilienu paradiSanos. Oleinskabe visos analizétajos laikos
ieverojami palielinaja lipidu pilienu skaitu §iina, sasniedzot ~ 30 reizes pieaugumu jau 2 stundas
pec apstrades. Apstrade ar palmitinskabi izraisija l1énaku lipidu pilienu skaita palielinasanos
Stna. Atskiriba no oleinskabes palmitinskabe nemainija lipidu pilienu tilpumu, kas liecina par
Iénu jaunu lipidu pilienu kodolu veidosanos bez augSanas fazes (Eynaudi et al., 2021). Vairaki
pétijumi liecina, ka mononepiesatinata TS oleinskabe ir mazak toksiska neka piesatinata TS
palmitinskabe. V&l vairak, oleinskabe var novérst palmitinskabes izraisitu toksicitati
hepatocitos. Lielaka oleinskabes sp&ja esterificéties lidz TG un uzkraties lipidu pilienos,
iesp&jams, izskaidro tas samazinato lipotoksicitati salidzinajuma ar palmitinskabi. Turklat
oleinskabe, ka zinots, uzlabo palmitinskabes izraisitu toksicitati hepatocitos, lai gan nav skaidrs,
vai oleinskabes veicinaSana palmitinskabes novirziSanai uz TG ir galvenais aizsardzibas
mehanisms (Chen et al., 2018).

Ricchi et al. 2009. gada pétjuma, in vitro steatogengzes modelt salidzinasanas noliukos,
tris dazadas hepatocitu Imijas tika paklautas augstam TS devam. Tika pétita oleinskabes,

palmitinskabes vai to kombinacijas ievadiSanas ietekme uz TG uzkrasanos, $tinu izdzivoSanu,
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TS sastavu, génu ekspresiju un insulina signalizaciju. Dati paradija, ka, lai gan steatozes pakape
Stinas, kas apstradatas ar oleinskabi, bija smagaka neka tam, kas paklautas palmitinskabei, tika
konstat&ta abu TS pret&ja ietekme uz Stinu apoptozi. Lielaks steatozes apjoms, kas novérots pec
olemnskabes iedarbibas, bija saistits ar ievérojamu PPARy un SREBP-1 aktivaciju. Turpreti
palmitinskabes iedarbiba bija saistita ar PPARa aktivaciju. Turklat palmitinskabe, bet ne
oleinskabe, traucgja insulina signalu parraidi. Neskatoties uz augstaku steatozes pakapi, ko
izraisa inkubacija ar abam TS kopa, apoptozes atrums un insulina signalu trauc&jumi bija
zemaki neka $iinas, kas apstradatas tikai ar palmitinskabi, noradot uz oleinskabes aizsargajoso

iedarbibu (Ricchi et al., 2009).

4.1. Dazadu vielu efekti uz AST, ALP, ALAT aktivitati HepG2 Siinas taukainas aknas
modelt

Galvena aknu slimibu skrininga metode ir asins markieru panela analize, ko dévé par
aknu funkcionalo testu. Sads panelis parasti ietver tadus aknu enzimus, pieméram, ALAT un
AST - hepatocitu bojajumu markierus. Bilirubinu, parenhimas aknu slimibas vai zultscelu
obstrukcijas markieri, un ALP, kas var but Zults celu slimibas un holestazes markieris
(Macpherson et al., 2020).

Misu darba silimarins, metformins, diklofenaks, nimesulids, neostigmins, celekoksibs,
atorvastatins un simvastatins tika pievienoti augo$sam HepG2 stinam uz 24 h. Péc 24 h no Stinam
ar pipeti tika atsiikta barotne jeb supernatants un taja méritas enzimu aktivitates. AST
enzimatiska reakcija tika nove€rota péc 0, 5, 30 un 60 min. ALP enzimatiska reakcija tika
novérota péc 10 min. ALAT enzimatiska reakcija tika novérota 4 min péc pédéja reagenta
pievienoSanas, bet AChE tika mérita 30 min p&c pédéja reagenta pievienosanas.

Silimarins ir izmantots ka aizsargajoSs lidzeklis aktitu un hronisku aknu slimibu
arsteésanai. Turklat tas atbalsta aknu Stnas, veicot daudzfaktoru darbibu, tostarp saistoties ar
Stinu membranam, lai nomaktu toksinu iekltiSanu aknu Stinas, palielinot superoksida dismutazes
aktivitati, paaugstinot glutationa Iimeni audos, inhib&jot lipidu peroksidaciju un uzlabojot
hepatocitu proteinu sintézi (Madrigal-Santillan et al., 2014). Masu pétjjuma tika parbaudita
dazadu silimarina koncentraciju ietekme uz AST, ALP, ALAT. Silimarins statistiski ticami
visaugstako AST, ALP inhibicijas sp&ju uzradija koncentracija 100 uM, bet ALAT inhibicijas
sp&ju uzradija koncentraciju diapazona no 100 uM Iidz 400 uM, paradot, ka silimarins izraisa
no koncentracijas atkarigu efektu.

Cacciapuoti et al. pétjjuma tika novérota viegla vai mérena ALAT un AST limena

paaugstinasanas, kas ir visizplatitaka anomalija, kas konstat&ta pacientiem ar NATAS. Pétjuma
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ALAT un AST limenis seruma ievérojami samazinajas péc di€tas un silimarina terapijas. AST
un ALAT samazinaSanos péc apstrades ar silimarinu, Skiet, izraisa silimarina antioksidanta
iedarbiba, kas arT spgj aizsargat aknas pret toksmiem. P&tfjuma tika pieradits, ka silimarins
samazina AST un ALAT augsto Iimeni seruma, iesp&jams, hepatocitu membranas struktiiras
stabiliz€Sanas rezultata, tadéjadi novérsot toksinu iekltsanu Stnas (Cacciapuoti et al., 2013).

Nesena Mirzaei et al. 2021. gada pétijuma atklajumi liecina, ka 140 mg silimarina
sanemsana tris reizes diena 14 dienas var ievérojami samazinat aknu enzimu, tostarp ALAT,
AST un ALP Iimeni salidzindjuma ar placebo. P&tijumu rezultati noradija uz silimarina
aizsargajoSo iedarbibu pret aknu bojajumiem (Mirzaei et al., 2021).

Stellavato et al. in vitro pétijjuma paradits, ka apstrade ar oleinskabes un linolskabes
maistijumu izraistja lipidu pilienu uzkrasanos gandriz visas HepG2 §iinas. Turklat testi paradija,
ka lipidu pilienu daudzums ir v&l mazaks, ja Stinas tiek apstradatas ar silimarmu 0,005 mg/ml,
salidzinot ar kontroli. Ar1 eksperimenti, kas veikti ar normalam cilveéka aknu §tinam, paradija,
ka apstrade ar oleinskabes un linolskabes maisijumu izraisija lipidu pilienu uzkrasanos, bet
silimarins samazinaja intracelularo tauku saturu. Jo pasi Oil Red O krasosanas kvantitativa
noteikSana attieciba uz atseviskiem savienojumiem paradija, ka silimarins koncentracija 0,001
mg/ml bitiski samazinaja lipidu uzkrasanos par aptuveni 50-70% (Stellavato et al., 2018).

Epidemiologiskie p&tijumi liecina, ka metformins bitiski uzlabo hepatocitu dzivotsp&ju
taukainas aknas, tostarp NATAS un NASH, ka arT hepatokarcinomu gadijuma (Noto et al.,
2012). Iespgjamie metformina mehanismi NATAS arstéSana ietver uzlabotu rezistenci pret
insulinu, palielinatu TS oksidaciju, palielinatu glikozes uznemSanu muskulos, samazinatu
lipidu sintézi un samazinatu glikozes veidoSanos aknas (Zhu et al., 2018). Aknas metformins
uztur glutationu samazinata stavokli. Aknu mitohondriju glutationa uzturéSana samazinata
stavokli ir butiska $Gnu izdzivosanai (Nazer et al., 2018). Tomér precizi mehanismi, kas ir
metformina labvéligas ietekmes pamata, joprojam nav skaidri (Zhu et al., 2018).

Miisu pétfjuma tika parbaudita dazadu metformina koncentraciju ietekme uz AST, ALP,
ALAT. Tikai pec 5 min metformins uzrada statistiski ticami AST inhibiciju, un jau
koncentracija 12,5 pM samazina enzima aktivitati. Tomér nav labi izteikta koncentracijas un
efekta attieciba. Pieméram, metforminam 50 uM efekts ir lielaks neka 100 uM (attéls. 3.3).
Tika novérota no koncentracijas atkariga sp&ja samazinat AST aktivitati ar1 péc 30 min
inkub@Sanas, iznpemot metforminu koncentracija 12,5 uM (attéls. 3.5.). Péc 60 min noveérojam,
ka metformina efekti praktiski neatSkiras no meérfjjumiem p&c 30 min (attels. 3.7.). ALP
inhibiciju novérojam sakot no 25 uM koncentracija (attels. 3.9.). Attéla 3.11. redzams, ka
statistiski ticami visaugstako ALAT inhibicijas sp&u no pé&tamajam vielam uzradija
metformins, jo ALAT inhibiciju novérojam jau 50 uM koncentracija. Metformina iedarbiba,
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iesp&jams, izpauzas, kavéjot JNK aktivaciju, ka ar stimulgjot hipooksigenazes-1 ekspresiju, ka
rezultata tiek nodroSinata aknu aizsardziba pret oksidativa stresa izraisitiem bojajumiem.

Saravi et al. p&tijuma peles sanéma metforminu (100 un 200 mg/kg, p.o.) 21 dienu. Lai
novertetu acetaminoféna izraisito oksidativo stresu, tika meérits malodialdehida aknu audu
Itmenis, membranas lipidu peroksidacijas galaprodukts un superoksida dismutazes un
glutationa aktivitates. Tika veikta histologiska analize un seruma ALAT, AST un ALP
merTjumi. PEtijuma noveroja, ka metformins normaliz€ antioksidantu nelidzsvarotibu, samazina
ALAT, AST un ALP paaugstinasanos plazma. Tas nozimé, ka metformins, iesp&jams, samazina
kodola DNS bojajumus un sekojoSo Stinu navi peles aknas péc acetaminoféna pardozesanas.
Turklat metformins deva 200 mg/kg, atSkirtba no mazakam devam, ievérojami samazinaja aknu
audu malondialdehida limeni pelém, samazinot acetaminoféna izraisitos lipidu peroksidacijas
bojajumus aknas (Saravi et al., 2016).

Geng et al. pétijuma metformins (1,0 mmol/L) inhib&ja palmitata (0,5 mmol/L) izraisitu
nekrotisku §tnu navi HepG2 $inas. Saja pétijuma tika paradits, ka metformins aizsarga
hepatocitus no palmitata izraisitas Stinu naves. Metformins dal€ji inhib&a mitohondriju
elposanu, atjaunoja mitohondriju membranas potencialu, samazinaja ROS veidoSanos un
induc€ja SOD2 ekspresiju. Tapéc ir iesp&jams, ka metformins aizsarga pret palmitata izraisttu
Stinu navi, dalgji inhib&jot mitohondriju kompleksu-I, tadgjadi atjaunojot mitohondriju
funkciju. Metformina aizsargajosa iedarbiba tika nov€rota gan hepatomas Siinu Iinija HepG2,
gan primarajos zurku hepatocitos (Geng et al., 2020).

Misu pétijuma tika parbaudita dazadu diklofenaka koncentraciju ietekme uz AST,
ALAT. Tikai péc 5 min diklofenaks uzrada statistiski ticami AST inhibiciju, un jau
koncentracija 12,5 uM samazina enzima aktivitati (attéls. 3.3.). Péc 30 min diklofenakam
koncentracija 100 uM inhibicija ir statistiski nozimiga, salidzinot ar TS efektu. P&tijuma
izmantotas mazakas koncentracijas (12,5 uM, 25 uM un 50 pM) neuzradija statistiski ticamu
atSkiribu (attels. 3.5.). Peéc 60 min noverojam, ka diklofenaka efekti praktiski neatSkiras no
merfjumiem péc 30 min (attéls. 3.7.). Attéla 3.11. redzams, ka tomér diklofenaks neuzradija
statistiski ticamu ALAT inhibicijas sp&ju visas koncentracijas.

Hassan et al. pétjjuma paradits, ka diklofenaka lietoSana butiski paaugstinaja seruma
enzimu ALAT, AST, ALP un GGT aktivitates, bilirubina Iimeni un proinflammatorisko
citokinu TNF-qa un IL-17 limeni. Sis izmainas atspogulo hepatocitu bojajumus un nekrozi, zults
aknu disfunkciju, oksidativa stresa palielinasanos, antioksidantu aizsardzibas sistémas
nomaksanu un iekaisuma un apoptozes palielinasanos (Hassan et al., 2021). Ar cita Mostafa
pétijuma diklofenaka ievadiSana (50 mg/kg/diena) 7 dienas izraisjja ievérojamu aknu enzimu
limena paaugstinasanos (ALT un AST). Sis atklajums liecina, ka diklofenaka ievadisana
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izraisija nopietnus aknu membranas bojajumus. Petjuma zurkam, kuram injic€ja diklofenaku,
ievérojami samazinajas COX-2 proteina ekspresija un aknu prostaglandina-E2 Iimenis. Var
secinat, ka diklofenaka izraisita hepatotoksicitate vartu but saistita ar prostaglandina-E2
ItTmena samazinasanos, ko sakotngji izraisija COX-2 proteina ekspresijas samazinasanas
(Mostafa et al., 2020).

Mehanisms, ar kuru diklofenaks izraisa aknu bojajumus, ir saprotams tikai dalgji. Tiek
uzskatits, ka mitohondriju toksicitate un reaktivo metabolitu, pieméram, benzohinona-imina
starpproduktu veidoSanas izraisa hepatotoksicitati (Owumi & Dim., 2019). Diklofenaks izraisot
oksidativo stresu, var kritiski iztukSot intracelularos glutationa krajumus, un izraisit
citotoksicitati un (Selvaraj et al., 2023) var izraisit mitohondriju caurlaidibas poru veidoSanos,
tatu mehanisms dalgji ietver elpoSanas kede ietilpstoso tieSu enzimu inhibiciju un oksidativas
fosforilacijas. Diklofenaks arl inhibé mitohondriju brivo TS [-oksidaciju neatkarigi no to
inhib&josas iedarbibas uz mitohondriju elpoSanas kédi, tiesi inhib&jot galvenos Saja procesa
iesaistitos mitohondriju enzimus (Bessone et al., 2018). P&tjjumi liecina, ka So zalu
hepatotoksiska iedarbiba ir nozimiga, un pacientiem ar aknu slimibu minimala deva jaievada
piesardzigi. Tomer ir pieradits, ka diklofenaka izraisits aknu bojajums lielakajai dalai pacientu
ir atgriezenisks (Soleimanpour et al., 2016).

Statistiski ticami visaugstako AST inhibicijas sp&ju uzradija celekoksibs koncentracijas
50 uM un 100 uM (attels. 3.1.). Péc 5 min celekoksibs, jau koncentracija 12,5 uM samazina
enzima aktivitati (attels. 3.3.). Celekoksibam tika noveérota no koncentracijas atkariga sp&ja
samazinat AST aktivitati arT péc 30 min inkubgSanas (attels. 3.5.). Péc 60 min novérojam, ka
celekoksiba efekti praktiski neatSkiras no AST mérjjumiem péc 30 min (attéls. 3.7.).
Celekoksibs statistiski ticami uzrada no koncentracijas atkarigu ALP inhibicijas efektu tikai
12,5 uM koncentracija (attéls. 3.9.).

Nesena Zhu et al. pétijuma tika novérots, ka COX-2 inhibitors, celekoksibs, mazina aknu
steatozi un iekaisuma reakciju NATAS peles modeli. Sis pétijums ir pirmais tiesais
apstiprinajums tam, ka celekoksibs ir efektivs ar lipogenézi saistitas NATAS gadijuma,
nomacot no onkogéna homologa atkarigu aknu de novo lipogenézi. P&tijuma ir sniegti
parliecinosie pieradijumi tam, ka celekoksibs samazina lipogenézes izraisitu aknu steatozi, ko
papildina hepatocelularo iekaisuma reakciju (TNF-a, IL-6 un IL-18) nomakSana. Kopuma S§is
pétijums norada, ka celekoksibs nomac de novo lipogenézi un mazina aknu steatozi, inaktivéjot
onkogéna homologa signalu parraidi (Zhu et al., 2022).

Ekor et al. pétijjuma celekoksibs sp€ja butiski mainit ALAT Iimeni lidz normalam
Itmenim. Paaugstinats ALAT Iimenis, tiek konstatéts hepatocelularo traucjumu gadijuma.

Celekoksibs (5 un 10 mg/kg) ievérojami mainija So efektu, un tas varétu noradit uz celekoksiba
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uzlabojoso vai aizsargajoso iedarbibu pret aknu disfunkciju, kas saistita ar hiperlipidémiju
(Ekor et al., 2021). Pedgjo desmit gadu laika ir pieradits, ka COX-2 ekspresija akiitu un
hronisku aknu slimibu gadijuma ir paaugstinata. Plasi p&tijjumi liecina, ka COX-2 aktivitates
inhibicija uzlabo NASH smagumu, nomacot nekanonisko Wnt signalu celu, kavgjot
kodolfaktora-kB aktivaciju, ET stresu un hepatocelularas apoptozes veicinasanu. Tomer
molekularas detalas, ar kuram COX-2 inhibicija uzlabo NASH, nav pilniba noskaidrota (Zhu
etal., 2022).

Nimesulidam piemit pretsapju, pretiekaisuma un pretdrudza iedarbiba, jo tas spécigi
inhibé COX-2 enzimus. Nimesulida izraisitas hepatotoksicitates mehanisms joprojam nav
zinams. Ir ierosinats, ka tas varétu biit saistits ar reaktiva metabolita veidosanos (Zhang et al.,
2022). Kliniski nimesulida izraisitu aknu bojajumu galvenokart raksturo divi modeli:
hepatocelulara nekroze un holestaze. Metaboliska aktivacija var biit saistita ar nimesulida
hepatotoksicitati. P&tjjumi ir paradijusi, ka nimesulida oksidativa un reduc€josa aktivacija
neizraisa toksicitati primarajos cilvéka un zurkas hepatocitos. Sakotn€jas zales mitohondriju
toksicitatei var biit izSkiroSa nozime nimesulida izraisita Zurku hepatocelularaja toksicitate.
Lidz §im nimesulida izraisitas holestazes mehanisms joprojam nav skaidrs (Zhou et al., 2017).
Nimesulida toksicitate Stinu Ilimeni vél nav skaidra. Molekulara Iimeni nimesulida
nitroaromatiskas grupas reducgjosa bioaktivacija izraisa oksidativo stresu un var izraisit aktivo
metabolitu kovalentu saistiSanos ar S$iinu proteiniem. Terapeitiskas nimesulida devas atvieno
oksidativo-fosforilaciju un palielina $inu membranas caurlaidibu (Bessone et al., 2010).

Misu darba tika parbaudita dazadu simvastatinu un atorvastatinu koncentraciju ietekme
uz AST, ALP un ALAT. Atorvastatinam, diapazona no 12,5 uM Iidz 50 uM, un simvastatinam,
diapazona no 25 uM lidz 50 uM AST inhibicija ir statistiski nozimiga, salidzinot ar TS efektu
(attels. 3.2.) Péc 5 min atorvastatinam un simvastatinam netika novérota no koncentracijas
atkariga sp€ja samazinat AST aktivitati. Statini uzradija statistiski ticamu inhib&joSu darbibu
visa koncentraciju diapazona (attéls. 3.4.). Péc 30 min statiniem saglabajas AST inhibicija visas
koncentracijas, bet 1pasi simvastatinam iezim€jas no koncentracijas atkariga sp&ja samazinat
AST aktivitati (attéls. 3.6.). Péc 60 min novérojam, ka atorvastatinam nav izteikta efekta un
koncentracijas sakariba, bet simvastatinam tika novérota no koncentracijas atkariga sp€ja
samazinat AST aktivitati ari péc 60 min. Visaugstako AST inhibicijas sp&ju uzradija
simvastatins koncentracija 50 pM (attéls. 3.8.). Atorvastatinam, diapazona no 6,25 uM lidz 50
uM, un simvastatinam, diapazona no 12,5 uM Iidz 50 uM ALP inhibicija ir statistiski nozimiga,
salidzinot ar TS efektu (azzels. 3.10.). Attela 3.12. redzama statistiski ticama no koncentracijas
atkariga sp€ja samazinat ALAT aktivitati tikai atorvastatinam. Atorvastatinam, diapazona no

200 uM Iidz 400 uM inhibicija ir statistiski nozimiga, salidzinot ar TS efektu.
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Statiniem ir visparatzita loma sirds un asinsvadu slimiba primaraja un sekundaraja
profilaks€, un tie ir drosi pacientiem ar hronisku aknu slimibu, piem&ram, NATAS, tostarp
pacientiem ar vieglu sakotn€jo transaminazu limena paaugstinasanos. Tapat ir pieradijumi, ka
stattni var vajinat NASH un samazinat aknu fibrozes risku. Lai gan p&tjjumu dati liecina, ka
stattnus var drosi lietot pacientiem ar NATAS, Siem pacientiem statinus joprojam izraksta par
maz, jo pastav bazas par hepatotoksicitati. Tomer janem ve&ra, ka statini ir kontrindic&ti
pacientiem ar dekompensétu cirozi vai akiitu aknu mazsp&ju (Martin et al., 2022). Dazados
petijumos ar dzivniekiem tika konstatets, ka statini vairakos veidos uzlabo aknu lipotoksicitati,
oksidativo stresu, iekaisuma reakcijas un fibrozi, kas saistita ar NASH. Statini izraisa So
aizsargiedarbibu, atjaunojot peroksisomala proliferatora aktivéta receptora alfa geénu
ekspresijas ITmeni un tad€jadi atjaunojot mitohondrialo un peroksisomalo TS oksidaciju.
ArstéSana ar statiniem ari palielindja paraoksonazes-1 Iimeni, kas ir antioksidants un
antiaterogéns enzims, kas tiek samazinats NATAS gadijuma (Ahsan et al., 2020).

Vairaki petijumi ir paradijusi simvastatina droSibas un efektivitates rezultatus pacientiem
ar NATAS un NASH. Abel et al. veica pétijumu ar nelielu NATAS pacientu grupu un atklaja,
ka simvastatins 20 mg diena 6 ménesSus ievérojami samazinaja AST, ALAT Iimeni Siem
pacientiem (Abel et al., 2009).

Alkhatatbeh et al. p&tijuma HepG2 $iinu pirmapstrade ar zemam simvastatina devam (4—
10 uM) sp€ja samazinat oleinskabes izraisito intracelularo lipidu uzkrasanos par ~ 40%.
Turpretim pirmapstrade ar liclam simvastatina devam (20 un 30 pM) izraisija HepG2 $tnu
apoptozi, ko atklaja $tinu morfologijas izmainas (Alkhatatbeh et al., 2016).

Atorvastatins, lipidu [imeni pazeminoss lidzeklis, ir pasaulé visbiezak izrakstitais statinu
lidzeklis, un to lieto hiperholesterinemijas vai jauktas dislipidémijas arsteéSanai.
Atorvastatins veic savu aizsargajoSo lomu, konkur€tsp&jigi inhib&jot 3-hidroksi-3-metil-
glutaril-koenzima A reduktazi, kas, ka zinams, nomac mevalonata celu un péc tam de novo
aknu holesterina sintézi. Tomér pétfjumi, kas péta atorvastatinu sp&ju noveérst NATAS, ir
ierobezoti, un ta molekularie mehanismi nav pilniba izprotami (Zhang et al., 2020).

Gomez-Dominguez et al. pétijjuma 22 pacienti ar NATAS sanéma 10 - 80 mg
atorvastatina diena 6 méneSus un konstat€ja ievérojamu aminotransferazes un holesterina
Iimena uzlaboSanos. Seruma aminotransferazes un lipidu [imenis bija ievérojami samazinats
visiem pacientiem, kuri sanéma atorvastatinu. Tika konstatéts, ka terapija ar atorvastatinu
NATAS pacientiem ar hiperlipidémiju ir efektiva un drosa (Gémez-Dominguez et al., 2006).

Cita pétijuma, kas tika veikts 27 ar biopsiju pieraditiem NASH pacientiem ar
hiperlipidémiju, Kiyici et al. atklaja daudzsoloso atorvastatina iedarbibu, lietojot 10 mg diena

6 menesus. Tika pieradits, ka atorvastatins samazina ALAT, GGT, ALP aktivitati un ievérojami
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samazina taukaino infiltraciju aknas. P&tfjuma netika noverots hepatotoksicitates risks, lietojot
atorvastatina terapiju, kas izpauzas ka transaminazu limena paaugstinasanas (Kiyici et al.,

2003).

4.2. Dazadu vielu efekti uz AChE aktivitati HepG2 Suinas taukainas aknas modeli

Holinesterazes aktivitates fiziologiska nozime aknas un seruma Iidz S§im nav
noskaidrota. AChE var darboties hepatocitos un citas epitélija $tinas, lai inaktivEétu asinsrité
cirkulgjoSo ACh. Tomér AChE var biit iesaistits ar1 daZos starpSiinu un intracelularos
regulé$anas mehanismos (Garcia-Ayllon et al., 2006). Simpatiskie nervu signali tiek parraiditi
uz katru organu, kas iesaistits TG metabolisma. Tas palielina brivo TS sekréciju no baltajiem
taukaudiem un veicina loti zema blivuma lipoprotenu TG veidoSanos un sekréciju no aknam,
izraisot paaugstinatu TG Iimeni asinis. Ta ka parasimpatiska aktivitate samazina loti zema
blivuma lipoprotetna TG sekréciju un palielina TG uzkrasanos aknas, un hoinesterazes
aktivitate seruma ir paaugstinata cilvéka NATAS gadijuma, AChE inhibitoriem var biit zinama
ietekme uz aknu lipidu metabolismu (Yokota et al., 2014).

Misu darba HepG2 supernatantos tika mérita AChE aktivitate péc 24 h Stinu inkub&Sanas
petamo vielu klatbiitné. AChE tika mérita atbilstoSi metodes darba gaitai 30 min p&c pedgja
reagenta puevienoSanas. AChE darbibas noveértéSanas rezultati noradija uz to, ka dazadam
vielam piemit sp&ja inhib&t AChE aktivitati, jo pétitas vielas visas koncentracijas samazinaja
AChE Ilimeni, salidzinot ar TS efektu. Tomér no koncentracijas atkarigs efekts bija
neostigminam, silimarinam, metforminam un celekoksibam. Diklofenakam un nimesulidam
novérojam AChE pazeminajumu, bet nebija izteikta koncentracijas un efekta sakariba.
Zinamais AChE inhibitors neostigmins uzradija visaugstako AChE inhibicijas sp&ju (attéls.
3.13)).

Emad et al. pétljuma mérkis bija izpétit nesteroido pretiekaisuma lidzeklu (NPL)
neiroprotektivo un uzlabojoso ietekmi uz atminas funkcijam, S$iinu oksidativo stavokli un
antioksidantu enzimu aktivitati un AChE aktivitati. Sinaptiska plastiskums ir svariga
neirokimiska funkcija kognitivos procesos. Uzlabota atminas funkcija péc NPL ievadiSanas
zurkam, var biit saistita ar COX-2 enzimu inhibiciju, tad€jadi noveérSot prostaglandinu sintézi.
Paaugstinata AChE aktivitate izraisa ACh limena pazeminasanos nervu sistéma, izraisot
atminas traucgjumus. Tika konstatéts, ka NPL spgj inhibet AChE. Saja pétijuma paaugstinata
AChE aktivitate tika normalizéta Zzurkam, kuras tika arstétas ar dometacinu un diklofenaka
natriju. Tas parada, ka NPL var uzlabot atminu, inhib&jot AChE aktivitati. Tap&c tiek secinats,

ka indometacinam un diklofenaka natrija sals var biit inhib&joSas funkcijas, kas ir lidzigas
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ACHhE inhibitoriem, kas var palielinat ACh Iimeni, un uzlabot atminas veiktsp&ju (Emad et al.,
2017).

Gaur et al. pétijjums izcel celekoksiba un nimesulida neiroprotektivo iedarbibu pret
iSémijas reperfuzijas traumu izraisitu atminas disfunkciju, neiroiekaisumiem un oksidativiem
bojajumiem. Septinas dienas ilgas arstéSanas ar celekoksibu (3 un 10 mg/kg, p.o.), nimesulidu
(10 mg/kg, p.o.) un ibuprofénu (30 mg/kg, p.o.) bitiski uzlaboja uzvedibas izmainas un
glutationa aizsardzibu un samazinaja AChE aktivitati un TNF-o [tmeni, salidzinot ar kontroles
grupu. ACh, neirotransmiters, kas saistits ar maciSanos un atminu, KO noarda enzims AChE,
partraucot neirotransmitera fiziologisko darbibu. AChE aktivitates pieaugums var izraisit
holinergiskas transmisijas samazinasanos, ko izraisa ACh limena pazeminasanas hipokampa.
COX inhibitori lielakas devas uzradija biitisku paaugstinatas AChE aktivitates samazinasanos.
AChE aktivitates inhibicija bija izteiktaka, arst€jot ar celekoksibu un nimesulidu, salidzinot ar
ibuprofénu, $T atskiriba var bt saistita ar selektivitati pret COX-2 enzimu (Gaur & Kumar,
2012).

Nesena pétjuma rezultati norada, ka metformins visas koncentracijas diapazona no 25
puM Iidz 100 uM samazinaja AChE Iimeni, salidzinot ar TS efektu. Pétijuma meérkis bija
novertét metformina profilaktisko darbibu Alcheimera slimibas modelos. Tika parbaudita
metformina (75 un 100 mg/kg) ietekme uz kognitivajam funkcijam. Tika noteikta metformina
ietekme, iedarbojoties uz smadzenu glikozes transportu un neironu metabolismu. Un tika
noteikta metformina ietekme uz neiroiekaisumu, ACh esterazes blivumu un aktivitati, ka artuz
sinaptisko plastiskumu. Rezultati paradija, ka metformins mainija streptozocina izraisitos
telpiskas maciSanas/atminas veiktsp&jas trauc€jumus. Alcheimera slimibas modela Zurkam
metformins uzlaboja mikrogliozi un astrogliozi. Metformins ar1 saglabaja hipokampu
sinaptisko plastiskumu un normaliz&ja ACh skelSanos garozas un hipokampu audos, ka ari
inhib&ja AChE aktivitati in vitro (Pilipenko et al., 2020).

Jaunakie pétijjumi liecina, ka silimarinam ir ari laba farmakologiska aktivitate nervu
sistéma, 1pasi Alcheimera slimibas arstéSanai. Silimarins var kontrolét Af veidoSanos, inhibgjot
AP prekursoru vielu (B-amiloida prekursoru proteinu), un tas var kavét AP polimerizaciju.
Silimarins var ar1 palielinat ACh saturu nervu sistéma, inhib&jot holinesterazes aktivitati. Taja
pasa laika tam ir ar7 pretestiba oksidativajam stresam un nervu sist€émas iekaisuma reakcijai.
Silimarnam ir laba inhibg&joSa iedarbiba uz AChE un BChE. Tas var palielinat ACh saturu,
kavgjot AChE un BChE aktivitati, tadéjadi atvieglojot Alcheimera slimibas stavokli. Guo et al.
pétijuma noveroja, ka péc apstrades ar silimarinu AChE aktivitate nervu sistéma tika ievérojami
samazinata, un holinergiska aktivitate palielinajas. Silimarina iedarbiba ir lidziga Alcheimera

slimibas medikamentam donepezilam kliniskajam pielietojumam (Guo et al., 2019).
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Neostigminu izmanto ka anestezijas Iidzekli, lai novérstu nedepolariz&joso
neiromuskularo blokadi. Parasti neostigminu hidroliz€ holinesteraze un metaboliz€ aknu
mikrosomu enzimi (Eldufani & Blaise, 2019). Tas var atgriezeniski inhibé&t AChE aktivaja
vieta, izmantojot serina karboksilaciju, veicinat impulsu parraidi starp neiromuskulariem
savienojumiem un uzlabot holinergisko iedarbibu. ArsteéSana ar AChEI uzlabo ACh
transportéSanu, kas potenciali var noverst neiroiekaisumu. Eksperimenti ar dzivniekiem ir
paradijusi, ka AChEI neostigmins var samazinat pecoperacijas smadzenu garozas un
hipokampa iekaisuma reakciju un neirodegeneraciju, samazinot AChE aktivitati un Iimeni (Zhu
et al., 2020). Aknu darbibu modulé gan simpatiskie, gan parasimpatiskie nervi, lidz ar to aknu
darbibu var ietekmét holinergisko nervu stimuléSana ar ACh, kas uzkratas AChEI ievadisanas
laika (Zhang et al., 2016).

Steinebrunner et al. pétijuma tiek paradits, ka neostigmins samazina acetaminoféna
hepatotoksisko iedarbibu. Neostigmins uzlaboja aknu darbibu un pazeminaja iekaisuma
citokinu TNF-a un IL-1p Iimeni. Neostigmina aizsargajosa iedarbiba, samazinot sist€émisko
iekaisumu caur holinergisko celu, var but atbildiga par uzlabotu dzivildzi péc acetaminoféna
lietoSanas. Aizsardzibas efekta tendence tika noverota pat tad, kad pirma neostigmina deva tika
aizkavéta par 1 stundu péc intoksikacijas ar acetaminofénu. Nosléguma pétijuma atklajumi
norada uz holinesterazes inhibitora neostigmina iesp&€jamo ieguvumu acetaminoféna izraisitas
akiitas aknu mazspéjas gadijuma, modulgjot nelidzsvarotus pretiekaisuma celus (Steinebrunner
et al., 2014).

Ir nepiecieSami turpmaki pétijumi, lai noteiktu precizu holinergiskas sistémas lomu
NATAS gadijuma un novértétu holinesterazes inhibitorus ka potencialu terapeitisku iesp&ju

NATAS skartajiem pacientiem.
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5. SECINAJUMI

1. Visam pétitajam vielam ir no koncentracijas atkariga sp€ja samazinat TS paaugstinato AST
aktivitati. Enzimatiska reakcija sakas uzreiz, bet p&c 60 min sasniedz plato stavokli. Silimarins

50 un 100 uM koncentracija un metformins 100 pM koncentracija normaliz€ AST limeni.

2. Pétitas vielas samazina TS izraisito ALP 5-7 reizes aktivitates pieaugumu. Maksimalo efektu
- 50% samazinajumu, salidzinot ar TS efektu, statini uzrada 12,5 uM koncentracija, celekosibs

50 uM koncentracija, bet pargjas vielas 100 uM koncentracija.

3. TS paaugstinato ALAT Iimeni samazina silimarins, metformins un atorvastatins. Citas p&titas
vielas neizmaina TS efektu. Statistiski ticami visaugstako ALAT inhibicijas sp&u no
p&tamajam vielam uzradija silimarins un metformins, jo tam ALAT inhibiciju novérojam sakot

no 100 uM koncentracijas, bet atorvastatinam no 200 uM koncentracijas.

4. Petitas vielas visas koncentracijas samazinaja TS izraisito AChE Iimena paaugstinajumu lidz
kontroles Itmenim. Zinamais AChE inhibitors neostigmins uzradija visaugstako AChE

inhibicijas sp&ju.

5. Misu pétijuma rezultati norada uz dazadu farmakologiska darbibas mehanismu vielu sp&ju
samazinat TS efektus uz aknu enzimiem, kas atspogulojas ka ALAT, AST, ALP un AChE
paaugstinato Iimenu samazinaSana vai normalizéSana. Pielaujam, ka §is vielas, vienlaicigi ar

TS pievienojot HepG2 §tnam, inhibé TS nonak$anu $tna un lipogenézi.
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