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1. ANOTACUA

Mildronats ir zalu viela, kas samazina karnitina koncentraciju audos, kav€jot karnitina
biosintézi un samazinot ta reabsorbciju nier€s. Karnitins piedalas garkézu taukskabju
energijas metabolisma. Lidz Sim nebija izpétita mildronata izraisito karnitina koncentraciju
samazinajuma ietekme uz KPT-1 aktivitati un ar to saistito taukskabju energijas metabolismu.
Zurkam tika ilgstosi ievadits mildronats, ka ari karnitina-mildronata kombinacija un méritas
karnitina, GBB un mildronata koncentracijas. Noteicam KPT-1 ekspresiju, aktivitati un ar
KPT-1 saistito garkézu taukskabju metabolismu sirds mitohondrijos. No p&tijumu rezultatiem
var secinat, ka mildronata molekularas darbibas mehanisma pamata ir KPT-1 aktivitates
kaveésana, samazinot karnitinu koncentraciju sirds audos, ka rezultata tiek kavéts taukskabju

metabolisms un sasniegts kardioprotektivais efekts.

2. ATSLEGVARDI

L-karnitins, KPT-1 — karnitina palmitoiltransferaze, mildronats, GBB, energijas

metabolisms, taukskabju metabolisms.



3. ABSTRACT

Mildronate is a cardioprotective drug which is known to decrease carnitine through
inhibition of biosynthesis of carnitine and its reabsorption in the kidneys. Carnitine
participates in long chain fatty acid energy metabolism. Thus far the effect of decreased
carnitine level by mildronate on CPT-1 activity and its dependent fatty acid metabolism was
not fully clarified. This study was carried out to investigate the effects of mildronate treatment
on carnitine homeostasis and fatty acid metabolism. Carnitine, GBB and mildronate
concentrations, CPT-1 activity and expression, mitochondrial respiration was measured after
treatment with mildronate and carnitine-mildronate combination. In conclusion, mechanism of
the cardioprotective effect of mildronate is based on the decreased carnitine concentration that

decreases CPT-1 activity and inhibits fatty acid metabolism.
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5. IZMANTOTIE SAISINAJUMI

Acilkarnitins

Acil-koenzims A

Adenozina trifosfats

5,5 -ditiobis-(2-nitrobenzoskabe)

Ditiotreitols

Etilendiamina tetraacetats

taukskabju translokaze

Gamma butirobetains
4-(2-hidroksietil)-1-piperazinetansulfoskabe
Cilveka imiindeficita viruss
Karnitina-acilkarnitina translokaze

L-karnitins, B-hidroksi-y-trimetilamonija butirats
Karnitina acetiltransferaze

Komplementara dezoksiribonukleiskabe
Koenzims A

Karnitina palmitoiltransferaze-1

Aknu karnitina palmitoiltransferazes-1 izoforma
Skeleta muskulu palmitoiltransferazes-1 izoforma
Smadzenu palmitoiltransferazes-1 izoforma
Karnitina palmitoiltransferazes-2

Karnitina transporta proteins

matrices jeb informacijas ribonukleinskabe
organisko katjonu/karnitina transportproteins 2
Fosfatu buferskidums

Piruvatdehidrogenaze

Fenilmetilsulfonilfluorids

ribonukletnskabe

reala laika reversas transkripcijas polimerazu kézu reakcija
vidgjas aritmétiskas vertibas standartkltda
OKTP2 proteinu kodgjosais géns

augstas izSkirtspgjas Skidruma hromatografija ar sekojoSu

tandémmasspektrometriju



6. DARBA MERKIS

Noskaidrot mildronata, karnitina un karnitina-mildronata kombinacijas ietekmi uz
karnitina koncentraciju sirds audos un izpétit karnitina koncentracijas izmainu ietekmi uz
taukskabju metabolisma iesaistito enzimu karnitina palmitoiltransferazes 1 (KPT-1)

ekspresiju un aktivitati.

7. DARBA UZDEVUMI

1. Apkopot zinatnisko literatiru par karnitiha uzpemSanu, transportu organisma,
biosintézi, karnitina lomu $tinu energijas metabolisma norisés un taukskabju metabolisma, ka
ari par farmakologiskajiem efektiem, kas saistiti ar samazinatu karnitina daudzumu

organisma.

2. Izpetit dazadu mildronata devu, ka arT karnitina un mildronata kombinacijas ilgstosas

ievadiSanas ietekmi uz GBB un karnitina daudzumu sirds audos.

3. Izpetit dazadu mildronata devu, ka ar karnitina un mildronata kombinacijas ilgstosas

ievadiSanas ietekmi uz KPT-1 aktivitati sirds audos.

4. Izpetit karnitina, mildronata un karnitina-mildronata kombinacijas ievadiSanas ietekmi

uz KPT-1 ekspresiju sirds audos.

5. Izpetit karnitina, mildronata un karnitina-mildronata kombinacijas efektu uz skabekla

patérinu mitohondriju elposanas eksperimenta.

Magistra darbs izstradats Latvijas Organiskas sintézes institita Farmaceitiskas

farmakologijas laboratorija.



8. IEVADS

Sirds un asinsvadu sist€émas saslimsanas ir izplatitakais naves c€lonis ne tikai Latvija,
bet ar1 Eiropa. Novérojama tendence, ka mirstiba no sirds un asinsvadu sist€émas slimibam ir
lielaka Austrumeiropas un Viduseiropas valstis, bet mazaka Rietumeiropas un Ziemeleiropas
valstis (1). Tadejadi petijumi, ka uzlabot dzivildzi un dzives kvalitati, profilaktiski noveérSot
vai arstéjot kardiovaskularas saslimSanas, joprojam ir aktuali un nozimigi misdienu
sabiedriba.

Muskulu $tnas energijas iegtiSanai izmanto gan oglhidratus, gan taukskabes. P&c to
uznemsanas $tinas notiek specifiski katabolisma procesi, kuros veidojas $iinu energijas avots —
adenozina trifosfats. Normalos apstaklos energiju ieglist galvenokart taukskabju oksidacijas
rezultata. Tomér skabekla trilkuma gadijuma Sitinai izdevigaka ir glikozes oksidéSana neka
taukskabju izmantoSana, jo §im procesam nepiecieSams mazaks skabekla daudzums (2, 3).
Karnitins ir viens no vairakiem faktoriem, kas palidz parvietot garo kézu taukskabes
mitohondrijos sirds un skeleta muskulatiira, lai varétu sekot P-oksidacija, kas ir svarigs
energijas avots sirds un muskulu §tinam (4, 5).

Eksperimenti liecina, ka karnitina koncentracijas izmainam audos var€tu biit divejads
efekts. Nedaudz samazinot karnitina koncentraciju sirdi, tas Stinas vieglak adapt&jas iS€mijas
apstakliem un parejosam skabekla badam (6), kamér iev€rojama karnitina koncentracijas
samazinaSanas varétu izsaukt muskulu distrofiju (7). Tap&c loti nozimigi biitu noskaidrot
karnitina regulacijas farmakologiskas un fiziologiskas sekas, lai labak izprastu tas
izmantoSanas iesp&jas klinika sirds-asinsvadu saslimSanu arstéSana. Karnitins tiek uznemts ar
partikas produktiem, ka arT tiek sintez€ts no lizina un metionina aknas, nierés un sékliniekos.
Fiziologiskais karnitina daudzums dazados audos tiek uzturéts pateicoties kompleksai
transporta sistémai (8, 9). Nepietickams karnitina transporteru daudzums izraisa primaro
karnitina deficitu, kas raksturojas ar izmainttu lipidu uzglabasanu un muskulu disfunkciju (10,
11).

Lidz $im nebija izpétita no devas atkariga mildronata ilgstoSas ievadiSanas ietekme uz
karnitina homeostazi un karnitina palmitoiltransferaze-1 (KPT-1) aktivitati. Bez tam loti
nozimigi butu noskaidrot karnitina regulacijas farmakologiskas un fiziologiskas sekas, lai
labak izprastu tas izmantoSanas iesp&jas klinika sirds-asinsvadu saslimSanu arsteéSana.
Magistra darba pétijjumos vé€l€jamies noskaidrot vai mildronata kardioprotektiva efekta
molekularas darbibas mehanisms pamatojas uz karnitina koncentracijas samazinaSanu un

taukskabju metabolisma kavésanu.



9. LITERATURAS APSKATS

9.1 Karnitina homeostaze

L-karnitins (B-hidroksi-y-trimetilamonija butirats) (talak teksta — karnitins) pirmo reizi
tika izdalits no muskulaudu ekstraktiem 1905. gada, ko paveica latvieSu fiziologs un
bioktmikis profesors Roberts Krimbergs (1874 — 1941). R. Krimbergs karnitinu izolgja no
liellopu galas ekstrakta un noskaidroja ta molekulformulu, veica p&tijumus par muskulaudu
ekstraktvielu ietekmi uz gremoSanas, sirds un asinsvadu
sisttmam. Karnitina nosaukums atvasinats no varda carne
(lat. miesa, gala), td noradot uz ta izdaliSanas avotu. 20
gadus velak tika noteikta karnitina kimiska struktura.

Biologiska aktivitate piemit daba sastopamajam L-

O H 0O karnitinam, bet otrs optiskais izomérs, D-karnitins, darbojas
+ lll \)\)L i pret€ji un organisma bloke L-karnitina efektus (12).
- \ O Karnitina homeostaze organisma tiek nodroSinata,
9.1.att. L-karnitins pateicoties ta absorbcijai no partikas, biosintézei, ka ari
intensivai reabsorbcijai no glomerulu filtrata nieru proksimalajos kanalinos (9, 13). Papildus
tam normalos apstaklos organisms nodroSina augsti regulétu karnitina aktiva transporta
sistému, kurai pateicoties, karnitina koncentracija muskulu audos (taja skaita — sirds audos) ir
vairakus desmitus reizu lielaka neka asinis (9). No partikas karnitins organisma tiek
galvenokart uznemts ar galas un piena produktiem.

Endogénas biosintézes rezultata, cilvéka organisma diena veidojas 1 — 2 pmol karnitina
uz 1 kg kermena masas (13) jeb 23 — 135 mg karnitina, rékinot uz vidéju pieaugusu cilvéku
(14). Biosintéze pamata notiek aknas, nier€s un virieSiem ari sekliniekos, kur ka starpprodukts
veidojas y-butirobetains (GBB) (4). Lai arT karnitina biosint€zes pirmais tieSais metabolits ir
trimetillizins, karnitina biosintéze notiek no aminoskabém metionina un lizina.

Nevegetaras dictas gadijuma apméram 25% no nepiecieSama karnitina daudzuma
organisma tiek sintezeti, bet 75% cilvéks uzpem ar partiku. No partika lietojamiem

produktiem visvairak karnitiu satur liesa liellopu gala un ciikgala.



9.1.Tabula. Karnitina saturs partikas produktos (15, 16, 17)

Partikas produkts Karnitins mg/100g
Aitas gala 210
Liellopu gala 50-143
Ciikgala 17-28
Avokado 8.1

Menca 3.5-6.2
Vistas gala 3.5-21
Sald&jums 2.65
Govs piens 2-2.9
Sviests 1.3
Olas 0.3-0.8
Baltmaize 0.2
Risi (variti) 0.0449
Apelsinu sula 0.0019
Rieksti 0.1

P&c oralas uzpemSanas karnitina absorbcija notiek divéjadi — pateicoties aktivajam
transportam transportprotemu ietekmé, ka ar1 pasivas diftizijas cela (9). Pétjumi pieradijusi,
ka karnitina absoliita biopieejamiba 1-6 g lielas oralas devas gadijuma ir tikai 5-18 %, kamér
ar partikas produktiem uznemta karnitina biopieejamiba var sasniegt pat 75 % (14). Tapec, ja
papildus uznem karnitinu ka farmakologisku lidzekli karnitina deficita arsté$anai vai ka uztura
bagatinataju, jaatceras, ka, jo vairak karnitina orali uznems, jo salidzino$i mazaka dala no ta
uzstiksies.

Janem veéra ari tas, ka, papildus lietojot karnitina racematu (salidzino$i vienkarSak
ripnieciski ieglistams un letaks L- un D-karnitina maisijums), ne tikai netiks sasniegti
iecerétie efekti, jo D-karnitins bloké L-karnitina uzpemSanu organisma, bet vargtu tikt
noverotas tadas toksiskas blakusparadibas, ka miasténija un sirds aritmijas (18). Perorali
lietojot lielas karnitina devas (>6 g) paradas nepatikama kermepa smaka, iesp&jams,
palielinoties trimetilamina koncentracijai sviedros (19).

Karnitina ekskrécija notiek galvenokart nierés un nedaudz aknas, tomér no organisma
izvadita karnitina daudzums veseliem cilvékiem neparsniedz 1-5 % no izfiltréta daudzuma, jo
lidz pat 99 % karnitina tiek reabsorbéts (20, 13). Samazinoties karnitina saturam partika, ta
reabsorbcija nier€s pastiprinds, bet, uznemot papildus karnitinu, palielinas izfiltréta karnitina
daudzums un atpakal uzstksanas samazinas (13).
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9.2 Karnitina nozime energijas metabolisma

Energijas iegiSanai muskulu $nas izmanto gan taukskabes, gan oglhidratus. Péc to
uznemsanas $iinas notiek specifiski katabolisma procesi, kuru rezultata rodas kopigs
metabolits — acetil-koenzims A, kas, oksid€joties mitohondrijos noritoSaja Krebsa cikla un
talak ar elposanas kédes palidzibu, nodro§ina $iinas ar energiju ATF veida. Siina energiju
ieglist galvenokart taukskabju oksidacijas rezultata. Vesela sirdi normalos apstaklos 70 — 90
% taukskabju, kas iekliist $tinas, tiek parveérstas par acilkarnitiniem (Acil-K) un nekavéjoties
oksidétas, bet pargjie 10 — 30 % papildina sirds trigliceridu krajumus (21, 22). Skabekla
trikuma apstaklos glikozes oksidéSana Siinai ir izdevigaka, neka taukskabju izmantoSana, jo
Sim procesam nepiecieSams mazaks skabekla daudzums (2, 3). Karnitins ir viens no
faktoriem, kas nosaka garo k&€zu taukskabju izmantoSanas intensitati un Iidz ar to ar1 So
taukskabju ieguldTjumu $iinu ener getiskaja metabolisma.

Karnitins regulé ka garo kézu taukskabju transportu mitohondrijos, ta ari acetil-
KoA/KoA attiecibu un lidz ar to piruvatdehidrogenazes (PDH) kompleksa aktivitati (23).
Intensivas fiziskas slodzes apstaklos PDH darbibas rezultata, oksid€jot piruvatu, veidojas loti
daudz acetil-KoA, ko nevar pietickami efektivi iesaistit Krebsa cikla. Karnitins, darbojoties
enzimam karnitina acetiltransferazei (KAT), stajas KoA vieta, veidojot acetilkarnitinu. Sada
veida tiek nodroSinats pietickams briva KoA daudzums, lai netrauc€ti norit€tu PDH
kompleksa un Krebsa cikla reakcijas (23, 24). Var secinat, ka karnitinam ir biitiska loma ne
tikai garo kézu taukskabju oksidacija, bet ari oglhidratu metabolisma. Lidz ar to karnitina
koncentracijas izmainas lauj tieSi modulét energijas ieguiSanas procesus audos, ietekméjot

taukskabju un oglhidratu ipatsvaru ATF sinté€zes nodroSinasana.
9.3 KPT-1

Taukskabes galvenokart tiek kataboliz€tas mitohondrijos caur B-oksidacijas celu. Garo
kéZu taukskabes ir galvena taukskabju frakcija, ko piegadda audiem, taCu tas nespgj Skérsot
mitohondriju membranu diftizijas cela, salidzinot ar 1so k&€zu taukskabem.

Péc taukskabju aktivacijas, ko veic garo k&zu taukskabju acilkoenzima A (Acil-KoA)
sintaze uz aréjas mitohondrialas membranas, garo k&zu taukskabes un acil-KoA komplekss,
tiek ienests mitohondrija matriksa ar karnitina palmitoiltransferazes (KPT) sist€mas palidzibu.
So enzimatisko kompleksu veido KPT-1 un karnitina palmitoiltransferaze-2 (KPT-2) (25). Ir
identificetas tris KPT-1 izoformas — aknu, nieru un smadzenu (26, 27, 28, 29).

Aknu KPT-1 izoformas (KPT-1A) pilna garuma kDNS klons tika izoléts no Zurku aknas
ka proteins, kas sastav no 773 aminoskabém (30). Vélak tika konstatets, ka KPT-1 proteins

sastav no viena polipeptida, kas satur gan inhibitoro, gan katalitisko doménu. KPT-1A
11



primara izoforma ir atrasta aknas, niers, plausas, liesa, zarnas, aizkungi, olvados un
smadzen@s (25, 31). Nesen tika pieradita aknu izoformas klatbiitne kardiomiocitos proteinu
[iment (32)

Skeleta muskulu KPT-1 izoformas (KPT-1B) kDNS pirmo reizi tika identific€ts
1995.gada zurkas (27). KPT-1B izoforma izoforma dominé skeleta muskulatiira, sirdi,
adipozos audos un s€kliniekos (33).

Smadzenu KPT-1 izoformas (KPT-1C) proteini tika atklati 2002. gada peles un cilvéku
audos (28). Proteinu primara struktiira sastav no 798 aminoskabém. KPT-1C ekspresija
dominé smadzenés, tacu mazakas koncentracijas ari sékliniekos, olnicas, tievaja un resnaja

zarna (28).

Brivis KARNITINS

Taukskabes

TAukskabes

KARNITINS
Acil-CoA

CoA

Acetil-CoA

1
)

9.2. att. Taukskabju metabolisms

NADH

Tauvkskabju
B-oksidacija

Muskulaudi nav spg&jigi sintezet karnitinu un uzgem to no asinsrites ar aktiva transporta
palidzibu, izmantojot citoplazmatiskajas membranas esosos karnitina transporta proteinus
(KTP) (9). Taukskabju katabolisma sakuma posma brivas taukskabes tiek aktivétas, veidojot
acil-KoA acil-KoA-ligazu ietekme. Talak no karnitina un acil-KoA, ar mitohondriju argjas
membranas enzima KPT-1 palidzibu tiek sintez€ts atbilstoSais acil-K. Péc tam acil-K
transporta iesaistas mitohondriju aréja membrana esosa taukskabju translokaze FAT/CD36,
kas nogada acil-K pie nakosa transporta enzima. Karnitina-acil-K translokaze (KAKT), kas

atrodama mitohondriju iek$€ja membrana, iznes tai cauri acil-K. Nakosais enzims KPT-2,
12



veic KPT-1 funkcijai pret€ju reakciju, t.i., no acil-K mitohondriju iekSien€ atkal izveido acil-
KoA, kas talak B-oksidacijas reakcijas saskelas lidz acetil-KoA. KPT-1 gadijuma nozimiga
loma ir enzima aktivitates regulacijai ar malonil-koenzima A palidzibu, jo tadgjadi ietekmé ne
tikai taukskabju B-oksidaciju, palielinoties vai samazinoties taukskabju transportam caur
mitohondriju iek$§&jo membranu, bet art glikozes metabolisma norises (25, 22).

Lietojot ar oglhidratiem bagatu uzturu, palielinas malonil-koenzima A daudzums, tapéc
tiek nomakta KPT-1 aktivitate aknas un stimuléta liponeogenéze. Noveérsot malonil-koenzima
A inhibgjoso ietekmi uz KPT-1, iesp&jams stimulét de novo sintez&to taukskabju p-oksidaciju
un samazinat So taukskabju akumuléSanos trigliceridu veida, noveérSot vai kavgjot aknu
steatozes rasanos (34).

Peétijumos atklats, ka, lietojot ar taukiem bagatu uzturu, attistas hiperleptin€mija, kas
savukart samazina sirds KPT-1 jutigumu pret malonil-koenzimu A, stimuléjot sirds energijas
metabolismu; turklat $ada ietekme ir gan hroniskai, gan akitai hiperleptin€mijai (35).
Taukiem bagats uzturs izraisa insulina rezistenci, tacu ir izpétits, ka, stimulgjot no KPT-1
atkarigo garo virknu acil-KoA transportu mitohondrijos, iesp&jams noveérst lipidu izraisito
insulina rezistences attisttbu muskulu audos (36).

KPT-1 reakcija ir viens no garo kézu taukskabju oksidacijas atrumu noteicosajiem
posmiem, jo, samazinoties karnitina koncentracijai, paléninas ari garo k&zu taukskabju
transports mitohondrijos un to talaka oksidacija. Turpretim 1so k&€zu taukskabes (C; - Cg) cauri

mitohondriju membranam difund€ pasas, bez karnitina palidzibas (Acil-KoA veida).

9.4 Karnitina deficits

Karnitina deficitu var iedalit primaraja un sekundaraja deficita; savukart sekundara
deficita gadijuma izskir genétisko un iegito karnitina deficitu. Gan primarais, gan sekundarais
genétiskais karnitina deficits tiek parmantots autosomali recesiva veida.

Primarais karnitina deficits ir reti sastopama autosomali recesiva slimiba, kuru izraisa
organiska katjona transportproteina 2 (OKTP2) trikums organisma, kas izmaina taukskabju
oksidaciju. To izraisa mutacijas OKTP2 kodg&josaja géna SLC22A5 (37, 38, 11). OKTP2
deficits ir reta biokimiska slimiba, kuras kliniska aina raksturojas ar samazinatu karnitina
daudzumu muskulos un asinis (39). ASV un Eiropa slimiba nav izplatita, tacu Japana ta
sastopama 1/40 000 jaundzimuSajiem (38). Slimiba raksturojas ar progresgjosu
kardiomiopatiju, muskulu vajumu un p&ksnu hipoglikémiju, hepatomegaliju ar Reja slimibas
lidzigiem sindromiem, kas var novest pie neatgriezeniskiem smadzenu bojajumiem. Karnitina
koncentracija audos var biit pat Iidz 10 % no normas samazinata, savukart plazma ta I[imenis

var bit zem noteikSanas robezas (40, 41, 42). Lai gan vairuma gadijumu taukskabju
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oksidacijas trauc&umi ietekme sirds un skeleta muskulus un aknas, sirds mazspgja ir viena no
biezakajam karnitina transportproteina deficita izpausmém.

Prognozes, arstéjot pacientus ar karnitina terapiju, ir labas, tacu bez specifiskas
arstéSanas, sirds mazspéja var strauji progresét un izraisit navi. Karnitina deva svarstas no 110
[idz 600 mgkg diena. NepiecieSama deva tiek aprékinata balstoties uz karnitina
nepiecieSamibu muskuliem, aknam, sirdij un nierém. Lai individuali piemérotu devu, ir
nepiecieSami plazmas ltmepa mérjjumi. Nav zigots par karnitina lietoSanas blakus efektiem,
iznemot neregulara caureja vai kermena aromats, kas smarzo péc zivim. Dazos gadijumos
iesaka arT vid€ja garuma trigliceridu dietu (43).

Sekundara karnitina deficita gadfjuma ir samazinats taukskabju oksidacijai
nepiecieSamais enzimu daudzums. Karnitina daudzumu var samazinat malabsorbcija,
nepietickama ta uznemsana ar uzturu, hemodialize, acil-K parmériga izvadiSana un atsevisku

medikamentu lietoSana.
9.5 KPT-1 deficits

KPT-1 deficita gadijuma ir zinams tikai KPT-1A (aknu izoformas) deficits ar 30
zinamam mutacijam (44). KPT-1 deficits parasti ir saistits ar karnitina koncentracijas
palielinasanos plazma (45, 29) un hipoglikémiju, paaugstinatu aknu funkcionalo markieru
koncentraciju un palielinatu brivo taukskabju limeni (11). Bé€rniem no dzimSanas lidz 18
ménesu vecumam parasti noveéro hepatomegaliju un izmainttu mentalo stavokli. Lai gan biezi
saslimSana norit bez simptomiem vai ar viegliem simptomiem, atseviSkos gadijumos ir
registréti arT naves gadijumi, it seviski jaundzimuso vida (46). KPT-1 deficitu diagnosticg,
izvertejot paaugstinato daudzumu ar brivo un 1so k&zu acil-K, ka ar1 zemo garo kézu acil-K
koncentraciju. Diagnozi apstiprina ar KPT-1 limena noteikSanu fibroblastos, kas parasti ir
samazinats par 5-20% no normas.

Terapijai iesaka izvairities no badoSanas, ka arT iesakot di€tu ar zemu tauku Iimeni, kas
satur vidgja garuma trigliceridus, kuriem nav nepiecieSams karnitins, lai iesaistitos [-

oksidacija aknu mitohondrijos.

9.6 Samazinata karnitina koncentracija zalu lietoSanas ietekme

Samazinats karnitina daudzums un mitohondriju disfunkcija ir novérota ar HIV
infic€tiem pacientiem, kas sanem terapija zidovudinu, didanozinu, zalcitabinu vai stavudinu
(47, 48, 49, 50, 51). Siem pacientiem novéro arf muskulu miopatiju, nogurumu, palielinatu

seruma kreatina fosfokinazes Itmeni (47, 48). Iesp&amie miopatijas iemesli var€tu but
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samazinatais karnitina daudzums, mazakas karnitina uznemsanas d€l. Lai gan iemesls, kap&c
ir samazinats muskulu karnitina Iimenis nav zinams, dazi autori pienem, ka samazinata
energija muskulu $tnas liek ieslégt glikolizes celu, kas rezultéjas palielinata laktata un
acetilkoenzima-A daudzuma. Tas varetu esterificeét brivo karnitinu, kas tiktu ekskret€ts caur
nierém (48). Cita hipotéze ir, ka mitohondriju disfunkciju (aknu steatoze, miopatija), izraisa
nukleozidu analogu reversas trankskriptazes inhibitoru terapija, kas var samazinat energijas
atkarigo karnitina uznemsanu audos, un ta rezultata rodas karnitina deficits (52, 48).

Karnitina deficits izraisa gastrointestinalo dismotilitati, ko pavada vemsana, aizkaveta
zarnu iztukSoSanas un aizciet€§jumi, ka arl citi simptomi, pieméram, muskulu vajums,
hipotonija, kardiomiopatija, encefalopatija (53). Karnitina Iimeni samazina epilepsijas 1ekmju
arstésana lietotie medikamenti (54, 55, 56). Bez tam samazinatu karnitina [tmeni seruma var
izraistt tadas zales, ka fenitoins, karbamazepins, fenobarbitals (57, 58, 59, 60) (pivampicilins,
pivmecilamins, pivcefaleksins), un kas var izraisit karnitina deficitu (16, 61). Divi
kimijterapija lietoti medikamenti, ifosfamids un cisplatins, var palielinat karnitina deficita

risku.
9.7 Mildronats

Ar karnitinu saistitas sistémas farmakologiska regulacija un attiecigi ari sirds energijas
metabolisma regulacija vairuma gadijumu ir vérsta uz glikozes metabolisma veicinasanu un
taukskabju metabolisma kavéSanu. Mildronata darbibas mehanismi saistiti galvenokart ar
ietekmi uz karnitina koncentraciju audos un Iidz ar to, samazinot taukskabju metabolismu (62,
63). Jaatzime, ka mildronats zurku audu mitohondrijos tiesi neinhibé KPT-1, bet gan ietekme
enzima aktivitati netieSi, jo samazina ta substrata — karnitina koncentraciju. Tad&jadi tiek
kavéta KPT-1 atkariga taukskabju oksidacija, jo tiek samazinats mitohondrijos ieejoSo
garkézu taukskabju daudzums (62, 64).

Daudzi pétijumi neapSaubami pierada, ka mildronats tieSam samazina gan kopé&jo, gan
brivo karnitina daudzumu audos, gan eksperimentos ar zurkam (65, 66, 67, 64, 68). Ir
paradits, ka mildronats samazina karnitina koncentraciju ari dzivnieku asins plazma (63).
Karnitina samazinajums tiek panakts gan kavejot karnitina sint€zi no GBB (62) (9.3. attgls),
gan kavejot karnitina reabsorbciju nierés (65, 67).

Interesanti, lai gan mildronats ievérojami samazina karnitina koncentraciju asinis un
audos, tomér lielakaja dala pétijumu tam ir paraditas protektivas, nevis toksiskas ipaSibas.
Mildronats pieder pie sirds energétiska metabolisma reguléjosajiem medikamentiem.
Mildronats ar dazadiem mehanismiem sp&j regulét karnitina daudzumu S$iinas, tadgjadi ari

garkézu taukskabju oksidacijas atrumu, kam ir nozimiga loma energétiska metabolisma
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regulacijai skabekla trikuma apstaklos. Vairakos kliiskajos petijjumos ir pieradits mildronata
pozitivais efekts uz sirds un asinsvadu sist€ému, gan iS€misko saslimSanu arst€sana, gan ar1 ka
fizisko un garigo darbspéju uzlabotajs (69, 70, 71, 72, 73). Daudzajos preklimiskajos
petijumos ir pieradits mildronata kardioprotektivais efekts izoléta zurkas sirds modeli in vitro
un in vivo (74, 66, 75, 76). Mildronats palielina ar1 glikozes oksidacijas atrumu un terapija
kopa ar insulinu, uzlabo Zurkam sirds funkciju hipoksijas laika (74; 77). Nesen tika paradits,
ka mildronata ievadiSsana 100 mgkg diena 4 meneSus biitiski samazina aterosklerotisko
plaksnisu veidoganos aorta ApoE” un LDLR™ pelés (78), ka arT 200 mgkg 8 nedglas
samazina asins glikozes koncentraciju un ar diab€tu saistitas komplikacijas 2. tipa diabéta G-

K zurkas (79).

GBB Karnitins

Mildronats

9.3. att. Mildronata ietekme uz karnitina sintézi

Paraléli petijumiem par mildronata ietekmi uz karnitina koncentraciju un uz taukskabju
metabolismu, ir pétits arT mildronata efekts uz alternativa energijas iegiSanas cela — glikozes
oksidacijas posmiem. Ir atrasts, ka mildronats paaugstina glikozes transportu, ka ari
oksidacijas atrumu Zurku un pelu izolétas sirdis (74, 77). Jadoma, ka tas var€tu bit viens no
kavetas taukskabju oksidacijas kompensatorajiem mehanismiem. Otrs mehanisms ir nesenos
petijumos paraditais fakts, ka karnitina koncentracijas samazinaSana ar mildronatu izraisa
KPT-1 ekspresijas palielinaSanos gan sirdi, gan aknas (80, 81, 77). Atrasta ar1 palielinata
KPT-1 aktivitate, pieliekot papildus karnitu (80, 81).

Mildronats primari ir pazistams ka kardioprotektiva zalu viela, kura darbibas pamata ir
karnitina koncentracijas samazinaSana, ka ari energijas metabolisma regulé$ana (6). P&d&jos
10 gados notikusi vairaki petijjumi, siastiba ar mildronata efektiem dazados sirds infarkta un
sirds mazsp&jas modelos (65, 75, 76, 78). P&tijumos ir paradits, ka ilgstosa mildronata
ievadiSana optimiz€ energijas metabolismu. Ir paradits ari nozimigs infarkta licluma

samazinajums izoléta sirds modeli gan in vitro (75), gan in vivo (76). Turklat mildronats, ka
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kardioprotektivs agents darbojas ari diabéta Goto-Kakizaki (G-K) Zzurkas, kur vienlaikus ar
glikozes pazeminoSiem efektiem, tika noverots infarkta samazinajums par 30% pie devam
100 un 200 mg/kg (78). Tatad mildronata terapija efektivi samazina miokarda infarkta lielumu
diabéta G-K zurkam un Wistar Iinijas zurkam.

Mildronata terapijai nav nozimiga efekta uz hemodinamiskajiem parametriem i$€mijas-
reperfuzijas laika, kas norada uz to, ka noverotie efekti uz infarkta lielumu nav saistiti ar sirds
darba slodzi. Tatad mildronats primari darbojas ka metabolisma re gulators.

P&dgjos gados tiek runats arT par mildronata pozitivo ietekmi uz diabetu. Iesp&jamais
pretdiabéta efekts Wistar Ilinijas Zurkam var tikt sasniegts pie devas, kas ir vismaz 800 mg/kg
(80), savukart G-K linijas zurkas, kuras izmantotas ka 2.tipa diab&ta modelis, péc 8 nedelu
ilgas mildronata terapijas, nekrozes zona bija samazinajusies par 30% (79). Kopuma, Sie
atklajumi norada, ka mildronata lietoSana diab@ta pacientiem ar kardiovaskularam
saslim$anam, var dot pozivitu ieguvumu. To apstiprina arl jauns pétijums, kura zurkam ar
streptozotoctnu inducétu diabetes mellitus, ilgstoSa mildronata ievadiSana samazinaja vidgjo
glikozes Iimeni asinis un glikoliz€ta hemoglobina koncentraciju (82).

Nesena pétijjuma tika salidzinats mildronata un metformina terapijas efekts Zucker
zurkas ar palielinatu kermena svaru (83). Saja pétijuma, mildronata terapija, tada pa$a méra
ka metformina ievadiSana, nozZimigi samazinaja glikozes Itmeni asinis tuksa dasa un péc
€Sanas Zucker zurku modeli. Jaatzimé, ka mildronata un metformina kombinéta ievadiSana
izraisTja sinergiskus efektus, proti, samazinajas insulina koncentracija un oralais glikozes
tolerances uzradija parliecinoSus rezultatus. Turklat metformina un mildronata kombinéta
ievadiSana palielinaja aknas glikogéna daudzumu, uzlabojot aknu insulina jatibu. Sie rezultati
var tikt izskaidroti ar glikozes metabolisma iesaistito génu palielinato ekspresiju. Palielinatais
Zucker Zurku svars monoterapija ar mildronatu un metforminu ievérojami nemainijas, tau
kombinéta metformina un mildronata terapija, samazinaja palielinato svaru, it Ipasi taukaudu
ipatsvaru, par 47%. Tatad kombin€tai mildronata un metformina terapijai varétu but
potencials terapeitisks efekts pacientiem ar 2.tipa diab&u un palielinatu kermena svaru.
JaatzZime, ka viens no metformina labi zinamiem blakusefektiem ir paaugstinats laktata
[imenis. Saja pétjjluma, mildronata monoterapija vai kombinéta terapija ar metforminu,
samazinaja laktata koncentraciju asins plazma Zucker zurkam ar palielinatu kermena masu,

tadejadi mildronata ievadiSana varétu samazinat metformina izraisito laktata acidozi.
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10.MATERIALI UN METODES

10.1 Dzivnieki

Eksperimenta izmantotas Wistar linijas Zurkas, ar svaru 200 — 240 g, kas tika iegadatas
no Eksperimentalas dzivnieku laboratorijas, Rigas Stradina universitate. Dzivnieki tur€ti
standarta apstaklos (21-23°C, 12 stundu gaismas - tumsas cikls) ar neierobeZotu baribas (R3
dieta, Lactamin AB, Zviedrija) un @idens daudzumu. Eksperimenti notika saskana ar Eiropas
Savienibas vadlinijam, ka arT saskanoti ar Latvijas dzivnieku aizsardzibas €tikas padomi un
Partikas un veterinaro dienestu.

Dzivnieki tika sadaliti 4 eksperimentalas grupas, sanemot mildronatu 100 mg/kg,
karnitinu 100 mg/kg, karnitina un mildronata kombinaciju 100 mg/kg vai tideni (kontrole).
Zurku sirds tika iznemta, skalota auksta fosfata buferSkiduma, dala sirds tika sasaldéta
Skidraja slapekli un uzglabatas sasaldétas -80°C, Iidz analizé€Sanas bridim ar RT-Polimerazes
kedes reakcijas metodi. Pargja sirds dala izmantota mitohondriju izoléSanas eksperimentos.

Otraja eksperimenta, dzivnieki tika sadaliti 4 eksperimentalas grupas, sapemot
mildronata devu 100 (M100), 200 (M200), 400 (M400) mg/kg vai udeni (kontrole). Astonas
zurkas no katras grupas tika arstetas 4 Iidz 8 ned€las, savukart 10 zurkas tika arstétas 12
ned@las. Asins paraugi tika nemti no zurkas astes vénas mikrocaurulit€s ar heparinu péc 4, 8

un 12 arst€Sanas nedélam.
10.2 Reagenti

Mildronats (3-(2,2,2-trimetilhidrazina) propionats) tika iegiits no A/S Grindeks (Riga,
Latvija). Adenozina difosfats (ADF), etiléndiamina tetraacetats (EDTA), TRI reagents tika
iegadats no Sigma (ASV). Malats, piruvats, kalija dihidrogénfosfats (KH,PO,), saharoze,
magnija hlorids (MgCl), kalija hlorids (KCl), Tris HCI, etilenglikoltetra etikskabe (EGTA),
hloroforms, izopropilspirts tika iegadats no Acros Organics (Belgija). Reagenti RevertAid H
Minus First Strand kDNS vienas virknes sintézei tika iegadati no Fermentas. Praimeri tika

iegadati no Metabion International AG. RT* gPCR Master Mix tika iegadats no Super Array.
10.3 Izmantota aparatira

Mi-730 Oxygen Electrode (Microelectrodes INC, ASV), datu apstrade izmantota
programma Lab Chart Pro 6. (AdInstruments, Australija). Homogenizetajs IKA T10 Basic
Ultra-Turrax (IKA, Vacija). CentrifugéSana tika veikta ar Biofuge Stratos 75005289R
centrifigu (Heraeus, Lielbritanija). Stinu istaba paraugu samaisiSana tika veikta ar Biosan

Multi spin MSC-6000, temperatiiras vide kontroléta ar Biosan CH-100 termostatu.
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Polimerazes kédes reakciju veic Applied Biosystems Prism 7500 Real Time PCR System
iekarta.

Reagenti tika Skidinati ar Genius 3 (IKA) vorteksa palidzibu. UPLC analizes tika
veiktas, izmantojot Waters Acquity UPLC sisttmu. MS/MS analizes tika veiktas izmantojot
Micromass Quatro Micro'™™ tandéma mass-spektrometru. Paraugu samaisisanai 96 laucinu

platite, tika izmantots Biosan termokratitajs PST-60HL-4.
10.4 Skidumu un paraugu pagatavo$ana

e Homogenizacijas bufera pagatavosana (250 ml 100mM Tris, 10mM EDTA, SmM
MgCl,,, 5 mM DTT (ditiotreitols), 0,1 mM PMSF, 1:1000 Mix, 1:500 Pepst.A, ImM NaF)

Nosver 3,0275 g Tris, 10,5 mg NaF, 0,193 g DTT. Noméra un pievieno 25 ml 100 mM
EDTA, 1,042 ml 1,2 M MgCl,, 250 pl 100 mM PMSF, 250 pl Mix (leupeptins 1 mM,
aprotinins 10 mg/ml), 500ul 1 mg/ml pepstatina A metilspirta, uzpilda ar attiritu Gideni lidz
250 ml.

e Saharozes buferskidums

Pagatavo saharozes buferskidumu ar pH 7.4 no 0.25 M saharozes, | mM EDTA, 10 mM
Tris HCl un 0.1 % etanola.

e Karnitina palmitoiltransferazes-1 aktivitates noteiksanas skidums

Pagatavo 50 ul buferSkiduma no 0.675 mM DTNB (5,5'-ditiobis-(2-nitrobenzoskabe)),
125 mM HEPES (4-(2-hidroksietil)-1-piperazinetansulfonskabe), 2.5 mM EDTA
(etilendiaminatetraacetats), 25 pl attirita idens un 50 pl palmitoilkoenzima-A.

o Mitohondriju izolésanas buferskidums

Pagatavo mitohondriju izoléSanas buferskidumu 4°C ar pH 7.7, kas sastav no180 mM
KCI, 10 mM Tris HClun 1 mM EGTA.

o Mitohondriju resuspendesanas buferskidums

Pagatvo mitohondriju resuspendéSanas buferSkidumu 4°C ar pH 7.35, kas sastav no 180
mM KClun 20 mM Tris HCL

o Mitohondriju elposanas buferskidums

Pagatavo mitohondriju elposanas buferSkidumu 37°C ar pH 7.2, kas sastav no 150 mM
KCI, 1 mM MgCl,, 10 mM Tris Hel un 5 mM KH,PO,.

10.5 Audu homogenatu iegiiSana

Sirds audi tika homogeniz€ti ar Cole Parmer 130 vatu ultraskanas ierici 15 sekundes pie

40 kHz, maistjuma ar Milli-Q aparata ledusaukstu tdeni, attieciba 1:10. Homogenatu
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centrifuggja 10 miniites 4°C pie apgriezieniem 15000xg. Supernatanta Skidums tika savakts

un izmantots talakiem karnitina, GBB un mildronata, ka art KPT-1 aktivitates meérjjumiem.
10.6 Karnitina, GBB un mildronata noteik§ana

Lai noskaidrotu mildronata ilgstoSas ievadiSanas ietekmi uz karnitina, GBB un
mildronata koncentraciju izmainam sirds audos un asins plazma, izmantoja UPLC/MS/MS
metodi, ka iek$€jo standartu izmantojot 3-(2,2-dimeil-2-prop-1-il-hidrazinija)propionatu.
Protetnu izgulsnéSanai no analiz€jama parauga (asins plazma un sirds audi) tika izmantots
metanola/acetonitrila maistjums. legttos 50-200 ul smadzenu ekstrakta samaisija ar 1.0 ml
iek$€jas standartvielas Skidumu acetonitrila/metanola Skiduma (3:1, vol/vol). Iegiitais skidums
tika centrifugets 20 miniites pie 10000xg. Supernatantu talak izmantoja UPLC/MS/MS
analizém. UPLC analizes tika veiktas, izmantojot Waters Acquity UPLC sistemu, kolonas -
Waters Acquity HILIC BEH 1.7 pm 2.1x100 mm, injekcijas tilpums 5 pl, elugja ar 10 mM
amonija acetata Skidumu (pH 4), plisma 0.2 ml/min. MS/MS analizes tika veiktas izmantojot
Micromass Quatro Micro™ tandéma mass-spektrometru. Datu apstradei tika izmantota
QuanLynx software (Waters) programmatiira. Karnitina, GBB un mildronata daudzuma

noteikSana tika veikta sadarbiba ar Dr. chem. O. Pugovicu un Dr. chem. S. Grinbergu.
10.7 Mitohondriju izoleSana

Sirds paraugu skalo auksta 0.9% KCIl Skiduma, sagriez ar §kérém mazos gabalinos,
resuspendé mitohondriju izole$anas buferskiduma. Skidumu homogenizé attieciba 1:9 (1 dala
audu un 9 dalas buferskiduma) ar teflonstikla homogenizetaju, to iepriekS atdzesgjot.
Homogenatu centrifugé 750xg 5 miniites 4°C, supernatantu parnes jauna ependorfa. Savakto
supernatantu centrifugé 6800xg 10 minttes 4°C. Nogulsnes, kuras atrodas mitohondriji, péc
centrifugéSanas resuspendé 500 pl mitohondriju resuspendésanas buferskiduma. Noméra

mitohondriju proteina koncentraciju péc Lowry metodes.
10.8 Sirds mitohondriju membranu izdaliSana

Zurku sirds paraugu homogenizé attieciba 1:10 ar saharozes buferskidumu.
HomogenizéSanu veic ar Turrax homogeniz&taju 2-3 miniites. Homogenatu centrifugé 10
miniites 4°C 600xg. Supernatantu parnes jauna ependorfa un centrifugé 10 minites 4°C
600xg. Supernatantu parnes jauna ependorfa un centrifugé 10 minttes 4°C 3670xg. Nogulsnes
resuspendé 1 ml saharozes bufer§kiduma un centrifugé 10 miniites 4°C 3670xg. Lai iegutu

mitohondriju membranas, nogulsnes resuspendé 1 ml 10 mM KH,PO4 $kiduma ar pH 7.0 un
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sasalde -20°C. P&c 1 stundas paraugus atkausé un centrifugeé 20 minttes 4°C 28 000xg.

Nogulsnes resuspendé 300 ul saharozes buferskiduma.
10.9 KPT-1 aktivitates noteikSana

KPT-1 aktivitate sirds mitohondriju membranas tika noteikta, mérot absorbciju pie vilna
garuma — 412 nm. Atbrivota KoA daudzums tika noteikts, izmantojot tiola reagentu DTNB.
Eksperimenta nosacijumi bija 0.675 mM DTNB, 125 mM HEPES, 2.5 mM EDTA,
mitohondriju membranas ar proteinu koncentraciju 1 mg/ml, un 50 pM palmitoil-KoA ar
kopgjo reagentu tilpumu 200 pl. Karnitina koncentracija ir atkariga no eksperimenta grupas,
proti, kontroles — 700 uM, mildronata — 200 uM, karnitina — 900 uM, karnitina un mildronata
— 600 pM.

10.10 Mitohondriju elpoSana

ElpoSanas mérijjumi tika veikti 1 ml elpoSanas buferskiduma, 37°C temperatura. Ar
katru paraugu veic 3 eksperimentus, ievadot mitohondriju elpoSanas sist€ma attiecigos
substratus.

1. Eksperimenta — KPT-1, ka substratu izmanto 40 uM palmitoil-KoA un attiecigo
karnitina daudzumu (kontrole 700 pM, mildronats 200 puM, karnitins 900 puM, karnitits un
mildronats 600 uM).

2. Eksperiments — KAKT, ka substratu izmanto 36 uM palmitoil-karnitina. Oksidativas
fosforilésanas novértésanai izmantoja 1 mM ADF.

3. Eksperiments — piruvats un malats. Ka substratu izmanto 5 mM piruvata un 5 mM

malata. Oksidativas fosforiléSanas novertésanai izmantoja 1 mM ADF.
10.11 RT-PKR metode (mRNS izoléSana)

Nosver audu paraugu, sasmalcina ar §keritém un tilpuma attieciba 1:10 ar TRI reagentu,
homogenizé 30 sekundes. Paraugus samaisa un inkub€ istabas temperatiira 10 minttes, péc
tam centrifugé 12 000xg, 10 minites, 4°C. 500 pl supernatanta parnes jauna ependorfa un
pievieno 200 pl hloroforma. Paraugus samaisa, inkub€ istabas temperatiira 10 miniites un
centrifugé 12 000xg, 10 minttes, 4°C. Maistjums sadalas 3 slanos, proti, bezkrasainais tidens
slanis, kas satur RNS, starpslanis, kas satur DNS un sarkans organiskais slanis, kas satur
proteinus.

Bezkrasaino udens slani parnes jauna ependorfa, pievieno 300 pl izopropilspirta un
samaisa. Inkubé 60 miniites -20°C, Iidz izkrit baltas nogulsnes, tad centrifuge 12 000xg, 10

miniites, 4°C. Nogulsném pievieno 1 ml 75 % etilspirta, samaisa un centrifugé 7500xg, 10
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miniites, 4°C. Atkartoti pievieno 0.5 ml 96 % etilspirta. Nogulsném nonem spirtu, velkmes

skapi izzave un izskidina 50 pl tidens, samaisa.
10.12 kDNS sinteze

Izoleétajam RNS spektrometriski nosaka daudzumu un kvalitati, atSkaidot paraugus 1:20
(10 pl paraugs un 190 pl tdens), un mérot absorbciju pie 230 nm, 260 nm un 280 nm.
Paraugus atSkaida ar Gideni, lai to koncentracija btitu 0.5 pg/ml. Pagatavo reagentu maisijumu
kDNS sintézes reakcijai, kas sastav no 2 pl 10xRT buferSkiduma, 0.8 pl 25x dANTP MIX, 2 ul
10x RT Random Primers, 1 pl RNazes inhibitora, 1 ul MultiScribe™ reversas transkriptazes
un 3.2 pl nukleazu briva tdens. Platité iepilina sagatavoto MIX reagentu maisijumu 10 ul un
pievieno 10 pl parauga, samaisa ar ependorfu maisitaju. Paraugus ievieto termostata, inkubg
10 miniites, 25°C temperatiira, péc tam 120 minites, 37°C temperatiira. KDNS sintézes
reakciju apstadina, kars€jot paraugus 5 mintites, 85°C temperatira.

Paraugus atSkaida attieciba 1:10 (20 pl kDNS un 180 pl tdens), samaisa un $o
maisijumu izmanto PKR reakcijai. Sagatavo reagentu maisjjumu no 10 ul SYBR Green
master Mix, 6 pl nukleazu briva tdens un 2 pl praimeru MIX(R+F) un pievieno 2 pl
uzsintezeta kDNS parauga. Reakcijai izmanto sekojoSu génu praimerus: KPT-1A izoformu,
KPT-1B izoformu, GLUT-4, piruvatdehidrogenazes (PDH) kompleksu, PDH B kompleksu,
ka ar B-aktinu ka kontroli. RT-PKR reakcijas veic Applied Biosystems 7500 Real Time PCR
System.

10.13 Datu apstrade

Datu apkopoSana un statistiskaja analizeé tika izmantota programma Microsoft Excel
2003 un GraphPad Prism 3.00 (GraphPad Software, Inc.). Rezultatu ticamiba tika parbaudita
ar ANOVA un 2-tailed t-testu un rezultati tika uzskatiti par ticamiem, ja p veértiba ir bijusi

mazaka par 0.05.
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11.REZULTATI

11.1 Karnitina, GBB un mildronata koncentracija

Karnitina, GBB un mildronata koncentracija Zurkas plazma ir paradita 11.1. Tabula.
Mildronata arstéSana parada nozimigu devas atkarigu karnitina koncentracijas samazinasanos
plazma. Péc 4 ned€lu arstéSanas ar 100, 200 un 400 mg/kg mildronata devu, tika novérota
nozimiga karnitina koncentracijas samazinasanas, kas bija attiecigi 3, 5 un 13 reizes (11.1.
tabula). Péc 8 un 12 ned€lu arste€Sanas kursa, karnitina koncentracija turpindja samazinaties
tikai tam zurkam, kuru deva bija 400 mg/kg, sasniedzot 20 reizu mazaku karnitina daudzumu,
salidzinot ar kontroli 8 ned€la, un 35 reizes mazaku karnitina koncentraciju péc 12 nedélu
ilgas mildronata terapijas. Wistar zurku sirds audos ilgstoSa mildronata ievadiSana, karnitina
koncentraciju samazinaja atkariba no devas lieluma, bet ievadiSanas ilguma ietekme uz
karnitina koncentracijas samazinajumu netika noverota, ja mildronata deva bija 200 mg/kg.
Pie devas 100 mg/kg, karnitina samazinajums sirds audos bija vid€ji 2.6 reizes visu terapijas
laiku. Krasi atSkiras karnitina koncentracijas samazinajums 12 nedéla, proti, sirds audos
samazinajums pie devas 200 un 400 mg/kg bija attiecigi 5 un 15 reizes,. P& 4 nedelu
arsteéSanas ar 100, 200 un 400 mg/kg mildronata devu, karnitina koncentracijas samazinajums
sird1 bija attiecigi 2.6, 4 un 12 reizes, respektivi, peéc 12 nedelu ilgas arst€Sanas, samazinajums
bija attiecigi 2.5, 6 un 15 reizes (11.1. tabula).

Mildronata arstéSana izraisa GBB koncentracijas palielinaSanos asins plazma, tomér §1s
izmainas neietekméja ne terapijas ilgums, ne deva. (11.1. tabula). Plazma GBB koncentracija
pec 4 nedelu ilgas terapijas palielindjas 6 reizes pie visam tris devam. Péc 8 ned€lu ilgas
mildronata ievadiSanas, GBB koncentracija palielinajas 8 reizes, salidzinot ar kontroli.
Savukart 12 ned€la, pie mildronata devas 100mg/kg, GBB koncentracijas pieaugums bija 14
reizes, 200mg/kg devas — 10 reizes, bet 400mg/kg devas — 8 reizes. Sirds audos GBB
koncentracija pie 100 un 200 mg/kg devas, salidzinot ar kontroli, palielinas 7 reizes, bet pie

devas 400 mg/kg pat 10 reizes (11.2. tabula).
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11.1. tabula Karnitina, GBB un mildronata koncentracija plazma

Kontrole | M100 | M200 | M 400
4 nedélas
Karnitins, uM 56.9+2.8 17.2+1.6* 10.3+1.0* 4.2+0.3*
GBB, uM 1.3£0.1 7.9+0.9%* 8.4+0.9% 8.2+0.9%
Mildronats, uM 0 19.6+4.0 30.6+4.0 54.948.5
8 nedelas
Karnitins, yM 52.9+£2.6 11.94+0.8* 6.0+£0.8* 2.540.2%
GBB, uM 0.8+0.1 8.1+0.8* 7.2+0.4* 5.8+£0.4%
Mildronats, uM 0 19.8+3.6 25.8+2.4 40.0+£5.5
12 nedélas
Karnitins, uM 64.0£3.8 15.1+1.8%* 7.6£1.6* 1.8+0.3*
GBB, uM 0.7+0.1 9.9+1.0%* 7.5+1.0% 5.8+0.7*
Mildronats, uM 0 27.0+£3.7 30.743.6 47.8+5.4

Kontroles un ar mildronatu arstétas zurkas (100 lidz 400 mg/kg) tika noverotas péc 4, 8

un 12 ned€lam. Karnitina, GBB un mildronata daudzums tika noteikts asins plazma, ka

aprakstits nodala Materiali un Metodes. Dotas vidéjas +£SEM veértibas no 8 Iidz 10

dzivniekiem. *Statistiski atSkirigs no kontroles grupas P<0.05.

11.2. tabula Karnitina, GBB un mildronata koncentracija sirdi

Koncentracija sirdi (nmol/g)
Kontrole | M100 | M 200 | M 400
4 nedelas
Karnitins 1123+37 431+29* 251439* O1+11*
GBB 25+1 184+17* 206+16* 197+17*
Mildronats 0 640+48 948+63 1528+165
8 nedelas
Karnitins 935498 381+37* 199+21%* 116+22*
GBB 30+3 230+9* 255+11* 228+16*
Mildronats 0 758+37 1283+85 1653+102
12 nedélas
Karnitins 963+45 365+36* 164+22* 61+£7*
GBB 20+1 226+9* 2344+10* 196£7*
Mildronats 0 782+33 1337+90 1894440

Kontroles un ar mildronatu arstétas zurkas (100 lidz 400 mg/kg) tika noverotas pec 4, 8

un 12 nedélam. Karnittna, GBB un mildronata daudzums tika noteikts sirds audos, ka

aprakstits nodala Materiali un Metodes. Dotas vidéjas £SEM vértibas no 8 Iidz 10

dzivniekiem. *Statistiski atSkirigs no kontroles grupas. P<0.05.

24



11.2 KPT-1 aktivitate

Mildronata terapijas efekts uz KPT-1 (bez papildus pievienota karnitina) aktivitati sirds
audu homogenata ir paradits 11.1. attéla. Kontroles aktivitate 4 nedelu kontroles grupai bija
0,55 mU/mg. Savukart 8 un 12 nede€lu kontrol€s ta palielinajas lidz attiecigi 0,7 mU/mg un
0,8 mU/mg sirds. Pé&c 4 nedelu mildronata ievadiSanas, bazala KPT-1 aktivitate ir
palielinajusies par 16% grupa ar mildronata devu 100mg/kg, savukart ar devu 200 mg/kg,
KPT-1 aktivitates pieaugums bija 23%.

P&c 8 nedelu ilgas mildronata ievadisanas, KPT-1 aktivitate ir palielinajusies vid€ji par
23%. Jaatzime, ka pie 400 mg/kg mildronata devas, KPT-1 aktivitates pieaugums ir 32%. Péc
12 nedglu terapijas, KPT-1 aktivitate pie 200 mg/kg devas palielinajas par 27%, bet pie 400
mg/kg devas - par 53%.

B Kontrole O Mildronats 100 mg/kg
O Mildronats 200 mg/kg B Mildronats 400 mg/kg

3
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11.1. att. Mildronata efekts uz KPT-1 aktivitati sirds audos. Kontrole un ar mildronatu
(100-400 mg/kg) arstetas zurkas tika novérotas péc 4, 8 un 12 nedélam. KPT-1 aktivitate tika
noteikta bez papildus karnitina pievienosanas ka aprakstits nodala Materiali un Metodes.
Vertibas parada vidéjo £SEM no 6 dzivniekiem. * Statistiski atSkirigs no kontroles grupas.
P<0.05.

11.3 Karnitina, GBB un mildronata koncentracija Zurku plazma un audos

Karnitina, mildronata un karnitina-mildronata kombinacijas efekts uz karnitina
koncentraciju sirds audos ir paradits 11.2. atte€la. Kontroles grupa karnitina koncentracija bija
674 nmol/g sirds. Karnitina (K100) grupa, karnitina koncentracija bija pieaugusi lidz 886
nmol/g sirds, tatad sirds audos karnitina ievadiSana palielina ta koncentraciju par 31%.

Mildronata (M100) terapijas grupa, karnitina koncentracija sirds audos bija samazinajusies
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par 69 %, salidzinot ar kontroles grupu. Kombingtai karnitina un mildronata (K+M)

ievadiSanai, nebija statistiski nozimigas ietekmes uz karnitina koncentraciju sirds audos.
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11.2. art. Karnitina koncentracija sirds audos. Zurkam tika ievadita karnitina (100 mg/kg,
K100), mildronata (100 mg/kg, M100) un karnitina-mildronata kombinacijas (100 un 100
mg/kg, K+M) terapija 2 ned€las. Vertibas parada vidéjo +SEM no 5 dzivniekiem. * Statistiski

atskirigs no kontroles grupas. P<0.05.
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11.3. att. GBB koncentricija sirds audos. Zurkam tika ievadits karnitins (100 mg/kg,
K100), mildronats (100 mg/kg, M100) un karnitina-mildronata kombinacija (100 un 100
mg/kg, K+M) 2 nedélas. Vertibas parada vidéjo £SEM no 5 dzivniekiem. * Statistiski
atskirigs no kontroles grupas. P<0.05.

Karnitina, mildronata un karnitina-mildronata kombinacijas efekts uz GBB
koncentraciju sirds audos ir paradits 11.3. att€la. Kontroles grupa vidéja GBB koncentracija
bija 30 nmol/g sirds. GBB koncentracija sirds audos péc karnitina (K100) ievadiSanas picauga
2 reizes. Mildronata (M100) un karnitina-mildronata kombinéta (K+M) ievadiSana, palielinaja

GBB koncentraciju sirds audos attiecigi 6 un 7 reizes.
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11.4 KPT-1 aktivitate

Karnitina, mildronata un karnitina-mildronata kombinacijas efekts uz KPT-1 aktivitati ir
paradits 11.4. attela. Kontroles grupa KPT-1 aktivitate bija 8.43 mU/mg. Karnitina (K100) un
karnitina-mildronata kombinacijas (K+M) grupa KPT-1 aktivitates pieaugums nebija
statistiski nozimigi izmainijies, un pieauga attiecigi 1idz 8.98 mU/mg un 8.96 mU/mg. KPT-1
aktivitate bija statistiski nozimigi samazinata par 26% mildronata (M100) grupa, salidzinot ar

kontroli.
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11.4. att. KPT-1 aktivitate sirds audos. Karnitina (100 mg/kg, K100), mildronata (100
mg/kg, M100) un karnitina-mildronata kombinacijas (100 un 100 mg/kg, K+M) 2 nedélu
ievadiSanas efekti uz KPT-1 aktivitati, pie karnitina koncentracijam 700 uM kontroles grupa,
900 uM K100, 200 uM un 600 uM attiecigi K+M grupa. Veértibas parada vidéjo =SEM no 5
dzivniekiem. * Statistiski atSkirigs no kontroles grupas. P<0.05.

11.5 Mitohondriju elpoSana

Karnitina, mildronata un karnitina-mildronata kombinacijas efekts uz skabekla patérinu
mitohondriju elpoSanas eksperimenta, izmantojot palmitoil-KoA substratu, attélots 11.5.
att€la. Kontroles grupa skabekla patérins bija 36.9 nmol O,/min/mg proteina. Karnitina
(K100) terapijas grupa skabekla paterin$ palielingjas Iidz 41.0 nmol O,/min/mg proteina.
Karnitina-mildronata kombinacijas (K+M) grupa skabekla patérinpa izmainas nebija
nozimigas. P&c mildronata (M100) terapijas mitohondriju elpoSana ar substratu palmitoil-

KoA, bija samazinata par aptuveni 27 %, salidzinot ar kontroles grupu.
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11.5. att. Izoletu sirds mitohondriju skabekla patérin§ ar pamitoil-KoA substratu.
Karnitna (100 mg/kg, K100), mildronata (100 mgkg, M100) un karnitina-mildronata
kombinacijas (100 un 100 mg/kg, K+M) 2 ned€lu terapijas efekts, ka elpoSanas substratu
izmantojot 40 uM palmitoil-KoA, pie karnitina koncentracijam sirds audos 700 uM kontroles
grupa, 900 uM K100 grupa, 200 uM M100 grupa un 600 uM K+M grupa. Vertibas parada
vid€jo £SEM no 6 dzivniekiem. * Statistiski atSkirigs no kontroles grupas. P<0.05.

Karnitina, mildronata un karnitina-mildronata kombinacijas efekts uz skabekla patérinu
mitohondriju elpoSanas eksperimenta, izmantojot palmitoil-karnitina substratu, att€lots 11.6.
attela. Kontroles grupa skabekla patérin$ bija 16.4 nmol O,/min/mg proteina. Mildronata
(M100) terapijas grupa skabekla patérin$ palielingjas lidz 19.2 nmol O,/min/mg proteina.
Karnitina (K100) terapijas grupa skabekla patérip$ palielingjas lidz 21.4 nmol O,/min/mg
proteina. P&c karnitina un mildronata kombinacijas (K+M) terapijas, mitohondriju elpoSana ar

palmitoil-karnitina substratu, bija palielinajusies par 29 %, salidzinot ar kontroles grupu.
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11.6. att. Izoletu sirds mitohondriju skabekla patérin§ ar pamitoil-karnitina substratu.
Karnitina (100 mg/kg, K100), mildronata (100 mgkg, M100) un karnitina-mildronata
kombinacijas (100 un 100 mg/kg, K+M) 2 ned€lu terapijas efekts, ka elpoSanas substratu
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izmantojot 36 pM palmitoil-karnitinu, pie karnitina koncentracijam sirds audos 700 pM
kontroles grupa, 900 uM K100 grupa, 200 uM M100 grupa un 600 uM K+M grupa. Vertibas
parada vidgjo +SEM no 6 dzivniekiem. * Statistiski atskirigs no kontroles grupas. P<0.05.
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11.7. att 1zolétu sirds mitohondriju skabekla paterin§ ar piruvata un malata substratu.
Karnitina (100 mg/kg, K100), mildronata (100 mgkg, M100) un karnitina-mildronata
kombinacijas (100 un 100 mg/kg, K+M) 2 ned€lu terapijas efekts, ka elpoSanas substratu
izmantojot SmM piruvatu un SmM malatu, pie karnitina koncentracijam sirds audos 700 uM
kontroles grupa, 900 uM K100 grupa, 200 uM M100 grupa un 600 uM K+M grupa. Vertibas
parada videjo £SEM no 6 dzivniekiem. * Statistiski atSkirigs no kontroles grupas. P<0.05.

Karnitina, mildronata un karnitina-mildronata kombinacijas efekts uz skabekla patérinu
mitohondriju elpoSanas eksperimenta, izmantojot piruvata un malata substratu, attelots 11.7.
att€la. Mildronata (M100) terapijai un karnitina (K100) terapijai nebija nozimigas ietekmes uz
mitohondriju elpoSanu, proti, attiecigi 42.6 nmol O/min/mg un 44.7 nmol O,/min/mg
proteina, salidzinot ar kontroles grupu — 41.3 nmol O,/min/mg proteina. P&c karnitina un
mildronata kombinacijas (K+M) terapijas, mitohondriju elpoSana ar piruvata un malata

substratu, bija palielinajusies par 27 %.
11.6 KPT-1A un KPT-1B ekspresija

Karnitina, mildronata un karnitina-mildronata kombinacijas efekts uz KPT-1A un KPT-
1B izoformas gé€nu ekspresiju, att€lots 11.8. atteéla. Kontroles grupa génu ekspresija bija 1.00
NV, gan KPT-1A izoformai, gan KPT-1B izoformai. Statistiski nozimigas atSkirtbas mRNS
ekspresija starp KPT-1A un KPT-1B izoformam, netika nov€rotas neviena terapijas grupa,

salidzinot ar kontroli.
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11.8. att. KPT-1A un KPT-1B génu ekspresija. Karnitina (100 mg/kg, K100), mildronata
(100 mg/kg, M100) un karnitina-mildronata kombinacijas (100 un 100 mg/kg, K+M) 2 nedelu

terapijas efekts uz KPT-1A izoformas un KPT-1B izoformas génu ekspresiju. Vertibas parada

vidéjo =SEM no 6 dzivniekiem. * Statistiski atSkirigs no kontroles grupas. P<0.05.
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12.DISKUSIJA

Karnitins piedalas taukskabju un glikozes energijas metabolisma reguléSanas
mehanismos sirds un skeleta muskulos un organisma karnitina homeostaze tiek nodrosSinata
pateicoties kompleksai transporta sist€émai. Mildronats ir pazistams ka karnitina koncentraciju
pazeminos$s agents (62), kas kaveé gan karnitina biosint€zi, gan samazina ta reabsorbciju nierés
(63). Mildronata terapija saistita ar ieveérojamu karnitina pieejamibas samazinajumu, kas
izraisa vismaz dal&ju taukskabju oksidacijas kavéSanu (62, 84). Kavgjot biosintézi, mildronats
palielina karnitina prekursora GBB koncentraciju gan asinis, gan audos (75). ArT misu
petjuma mildronata ilgstoSa ievadiSana izraisa nozimigu - no devas atkarigu karnitina
koncentracijas samazinasanos asins plazma un sirds audos (11.1. un 11.2. Tabula). Ka jau bija
sagaidams, visizteiktako efektu izraisija 400 mg/kg mildronata ievadiSana 4 lidz 12 ned€las
ilgi, kad karnitina koncentracija sirds audos samazinajas 10 reizes, salidzinot ar kontroles
dzivniekiem (11.2. tabula). Ja ievadita deva bija 200 mg/kg 4 lidz 12 ned€las, mildronats
pazeminaja karnitina koncentraciju audos 3-4 reizes, kas ir apméram lidzigs samazinajums ka
citos pé€tijumos, ievadot to pasu devu 3 lidz 6 ned€las (84, 85). Lidz ar to var secinat, ka
mildronats karnitina koncentraciju pazemina no devas atkarigd veida un, ka karnitina
pazeminajums sasniedz plato Itmeni p&c 4 ned€lu terapijas, un ilgaka mildronata ievadiSana
karnitina Itmeni sirds audos butiski nepazeminaja. Ka kavé€tas karnitina sintézes markieris tika
atrasta GBB koncentracijas palielinasanas gan asins plazma, gan sirds audos. Pirmo reizi
paradits, ka atSkiriba no karnitina, GBB koncentracijas palielinajums veselas zurkas nav no
devas atkarigs, ka ar1 ta koncentracija nav atkariga no 4-12 nedg€lu terapijas ilguma.

Jauzsver, ka papildus miisu veiktajiem merfjjumiem, visos laika punktos tika veiktas
sirds un aknu funkcionalas parbaudes (dati nav paraditi) un, lai gan mildronata terapija
nozimigi samazinadja karnitina koncentraciju sirdi un aknas(dati nav paraditi), tas neizraisija
nekadus nozimigus funkcionalus trauc€jumus vai sarezgijumus (dati nav paraditi). Literatiira
savukart ir pretruniga informacija par mildronata ietekmi uz aknu funkcionalitati p&c ilgstosas
ievadiSanas. Ir publikacijas, kur samazinata karnitina koncentracija pé€c 6 ned€lu ilgas
mildronata ievadiSanas deva 200 mg/kg, izraisa aknu steatozi (84). Taja pasa laika ir
noskaidrots, ka tikai badinatam zurkam aknas akumul€jas lipidi, ja karnitina koncentracija ir
izteikti samazinata (80). Lai p&c mildronata (100, 200 un 400 mg/kg) ilgstosas ievadiSanas (4,
8 un 12 ned€las) parbauditu samazinatas karnitina koncentracijas ietekmi uz aknu
funkcionalitati, histokimiski analiz€ja aknu audu griezumus, noteica trigliceridu un taukskabju
koncentraciju aknu audos, ka ar1 lipidu profilu un aknu funkcionalitates markierus asins

plazma (dati nav paraditi). Aknu audu griezumu histokimiska analize neuzradija lipidu

31



infiltracijas pazimes (dati nav paraditi), bet trigliceridu koncentracija statistiski ticami
palielingjas par 10-20 % tikai lielakas mildronata devas gadijjuma (dati nav paraditi).
Taukskabju koncentracija aknu audos ticami palielinajas tikai p&c 12 ned€lam, neparsniedzot
15 %, salidzinajuma ar kontroles grupu (dati nav paraditi). Karnitina koncentracijas
samazinajums biitiski neietekméja arl asins plazmas lipidu profilu. AtSkirigie rezultati par
mildronata samazinatas karnitina koncentracijas ietekmi uz aknu funkcionalitati, iesp&jams, ir
saistiti ar pétijjumos (Spaniol M. ar kol€giem) izmantota 3-(2,2,2-trimetil-hidrazinija)-
propionata jeb mildronata izcelsmi. Spaniol M. ar kol€giem izmantojusi pasu sintez&tu vielu,
kas, balstoties uz metodes aprakstu un pétjjumiem par mildronata attiriSanu no sint€zes
blakusproduktiem (86), varétu saturét tadus toksiskus piemaisijumus ka 1,1,1-
trimetilhidrazinija sali un citi hidrazinija atvasinajumi. Misu un Degrace P. ar kolégiem
petijumos izmantots AS ,, Grindeks” razotais 3-(2,2,2-trimetil-hidrazinija)-propionats jeb
mildronats un toksiski efekti nav novéroti. Kopuma jasecina, ka ilgstoSa mildronata
ievadiSana inducé nozimigu karnitina koncentracijas samazinaSanos asins plazma, sirds un
aknu audos, tomer, pateicoties kompens€joSajiem mehanismiem tas neizraisa sirds un aknu
funkcionalus trauc&jumus.

Karnitins enzima KPT-1 ietekmé& ar gark€zu taukskabém veido acil-K, kurus tad ir
iesp&jams transportét mitohondrijos. Lidz ar to, ir nozimigi apskatit, ka izmainas KPT-1
aktivitate samazinatas karnitina koncentracijas apstaklos. Samazinata karnitina koncentracija
audos izraisa izmainas energijas metabolisma, ipasi garkézu taukskabju mitohondrialo
oksidaciju. Parasti, sarezgTjumi, ko rada karnitia deficits sird1, ir saistiti ar samazinatu KPT-1
aktivitati, ka arT samazinatu taukskabju oksidacijas atrumu (87), jo tipiskos karnitina deficita
simptomus novéro art KPT-1 deficita gadijuma (88). Misu pétjjumu rezultati rada, ka ievadot
zurkam lielakas mildonata devas (200 un 400mg/kg) KPT-1 aktivitate sirdi ne tikai nav
samazinata, bet ir noZimigi paaugstinata un no devas atkariga, pat neskatoties uz lidz pat 10
reizém mildronata ievadiSanas ietekmé pazeminato karnitina Iimeni (11.1. attels). Sis
izmainas viennozimigi saistitas ar KPT-1 ekspesijas palielinasanos sirdi, turklat lidzigi efekti
noveroti ar1 citos pétfjumos (80, 77). legiitie rezultati liecina, ka KPT-1 aktivitate un mRNS
daudzuma izmainas péc mildronata ievadiSanas ir atkarigas no ta, cik ilgstoSs vai nozimigs ir
bijis karnitina samazinajums. Kopuma jasecina, ka KPT-1 proteina paaugstinata ekspresija
kompensé samazinato karnitina pieejamibu $ina un izmainas energijas metabolisma.

Salidzino$i mazaka deva (100 mgkg) péc 2 nedelu ilgas mildronata ievadiSanas,
nenoveroja armt KPT-1A un KPT-1B génu ekspresijas izmainas (11.8. att€ls) un ta ka karnitina
koncentracija bija ievérojami samazinata, KPT-1 aktivitate sirdi samazinajas par 26%,

salidzinot ar kontroles grupu (11.4. attéls). Lidzigi samazinajas KPT-1 atkarigais palmitata
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transports un ta oksidacija mitohondrijos. Interesanti, ka ir nepiecieSams vismaz 60-70%
karnitina koncentracijas samazinajums, lai samazinatu KPT-1 atkarigo garkézu taukskabju
transportu un oksidaciju par 27% (11.5. att€ls). Pé&c kombingtas karnitina un mildronata
ievadiSanas, karnitina koncentracija un KPT-1 aktivitate bija lidziga kontroles grupai (11.2.
un 11.4. attels). No ta var secinat, ka samazinata karnitina koncentracija, ir galvenais
mildronata kardioprotektivais mehanisms. Ja péc mildronata ilgstoSas ievadiSanas
mitohondriju elpoSanas eksperimentos ka substratu izmantoja palmitoil-karnitinu, kuram, lai
ieklutu mitohondrijos, nav nepiecieSams karnitins un KPT-1, tika noverots stimuléts
taukskabju metabolisms. Tas nozimé, ka mildronata izraisitds karnitina koncentracijas
samazinajums tiesi saistits ar KPT-1 ka butiskako iedarbibas vietu taukskabju metabolisma.

Nesen publicéta pétijuma paradits, ka ilgstoSa mildronata ievadiSana samazina karnitina
koncentraciju pelu sirds audos un atvieglo glikozes uznemsanu $iina, ka art palielina glikozes
metabolisma iesaistito génu ekspresiju (77). Vel izteiktaks glikozes samazinajums asins
plazma tika noverots 2. tipa diab&ta G-K zurkas. Savukart miisu petijuma ar veselam zurkam,
glikozes koncentracija praktiski nesamazinajas (dati nav paraditi). Jadoma, ka mildronata
terapija nevis tiesi stimulg, bet drizak atvieglo glikozes metabolismu, un Sis efekts ievérojami
mainas atkariba no dazadu substratu pieejamibas, ka ari energijas nepiecieSamibas.
Gadijumos, kad taukskabju oksidacija ir relativi samazinata, paatrinats glikozes metabolisms
varétu but vel viens nozimigs kompens€josais mehanisms, kas nodroSinatu S$tinu ar
nepiciceSamo energiju. Savukart 2. tipa diabéta gadijuma, taukskabju oksidacijas
samazinaSanai varétu biit terapeitisks efekts. Bez tam 2. tipa diab€ts biezi tiek saistits ar
palielinatu trigliceridu un brivo taukskabju cirkulaciju asinsrité. Savukart, palielinata
taukskabju koncentracija ievérojami kavé glikozes metabolismu, kas noved pie parak liela
taukskabju izmantoSanas un samazinatas glikozes izmanotSanas energijas razoSanai.
Turpretim, karnitina daudzuma samazinajums var€tu pasargat Stnas no lipidu parslodzes, un
tada veida atvieglot glikozes metabolismu. Kopuma var secinat, ka mildronats ietekmé
glikozes metabolismu diab&ta zurkas, bet praktiski neietekmé veselos dzivniekos.

Vairakos pétfjumos ir informacija, ka gan karnitina koncentracijas palielinasana, gan art
samazinaSana var samazinat iS€mijas izraisito sirds Stinu bojajumu. Farmaceitiskas
farmakologijas laboratorija vienlaicigi ar ietekmi uz karnitina koncentraciju, KPT-1 aktivitati
un mitohondriju elpoSanas eksperimentiem tika salidzinata karnitina (100 mg/kg), mildronata
(100 mg/kg) un abu vielu kombinacijas (100 un 100 mg/kg) 14 dienu ilgstosas ievadiSanas
aizsargajosa ietekme uz sirds iS€mijas-reperfiizijas bojajumu. Ir publikacijas par to, ka
karnitina ievadiSana samazina infarkta lielumu p&c paliekosSas sirds kreisas koronaras artérijas

okluizijas (89), bet neietekmé iSemijas-reperfiizijas izsaukta nekrotiska bojajuma lielumu (90).
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Taja pasa laika ir zinams, ka karnitina samazinajums, ko izraisijusi ilgstosa mildronata
ievadiSana ir kardioprotektiva (6, 75, 76). Ieprieks€jos pétijumos ar1 atrasts, ka mildronata
kardioprotektivais efekts korele ar karnitina biosintézes prekursora GBB koncentracijas
palielinasanos (75). Mildronata 14 dienu ilga ievadiSana samazinaja karnitina koncentraciju
sirds audos par 69 %, ka arT statistiski ticami samazindja infarkta lielumu par 34 %. levadot
mildronata-karnitina kombinaciju, karnitina koncentracija sirds audos nesamazinajas, bet
infarkta lielums bija praktiski lidzigs ka kontroles grupa (dati nav paraditi). Sirdsdarbibas
parametri starp grupam bija vienadi gan normoksijas, gan i§€mijas un reperfuizijas laika, kas
liecina, ka vielu ietekme uz infarkta lielumu nav saistama ar izmainam sirds veiktaja darba.
Iegttie rezultati liecina, ka mildronata kardioprotektivais efekts ir saistams ar izmainam sirds
energijas metabolisma, ko izraisa karnitina koncentracijas samazinasanas un nevis GBB
koncentracijas palielinasanas. Karnitina koncentracijas samazinajums izraisa ne tikai KPT-1
aktivitates samazinaSanos, kas kaveé taukskabju metabolismu, bet, nemot véra ieprieksgjo
petijumu rezultatus, stimulé arT glikozes izmantoSanu, jo kompensatori palielinds tas
metabolisma iesaistito enzimu ekspresija un aktivitate (91, 77). Tapéc var secinat, ka
mildronata izraisitais karnitina koncentracijas samazinajums sirds audos ir pamata mildronata
izraisitajam energijas metabolisma izmaindm un ar tam saistito kardioprotektivo efektu

iS€émijas apstak]os.
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13.SECINAJUMI

1. IlgstoSa mildronata ievadiSana samazina karnitina koncentraciju Wistar zurku asins
plazma un sirds audos no devas atkariga veida, tuklat pat 30 reizu karnitina koncentracijas

samazinajums neizraisa sirds un aknu funkcionalus trauc&jumus un audu bojajumus.

2. llgstoSa mildronata ievadiSana Iidz pat 10 reizes palielina GBB koncentraciju asins

plazma un sirds audos, tomer §is efekts nav atkarigs ne no devas, ne ar1 no terapijas ilguma.

3. Mildronata ilgstoSa ievadiSana deva 100mg/kg neizmaina, bet lielakas devas stimulé

KPT-1 ekspresiju sirds audos.

4. Mildronata ilgstoSas ievadiSanas izraisitais karnitina koncentracijas samazinajums

audos kavé KPT-1 enzima aktivitati un no tas atkarigo taukskabju transportu mitohondrijos.
5. Mildronata izraisitais karnitina koncentracijas samazinajums sirds audos ir pamata

mildronata izraisitajam energijas metabolisma izmainam un ar tam saistito kardioprotektivo

efektu i$€mijas apstaklos.
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