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Petijuma aktualit ate

Sirds-asinsvadu s&nas saslimSanas ir izpitakais rives &lonis
ne tikai Latvig, bet ar Eiropas Savieiha. Eiropa kopun@ vérojama
tendence, ka mirgta no sirds-asinsvadu @istas slinibam ir lielaka
Austrum- un Viduseiropas vaist bet maaka Rietum- un Zienieiropas
valstis (Muller-Nordhorn et al., 2008).adle] joprojam aktuli ir p&tijumi,
ka uzlabot dzvildzi un daves kvalitti, profilaktiski nowersot unarstejot
&is saslim3anas.

Muskuu dinas enetijas iediSanai izmanto gan taulades, gan
oglhidratus. Rc to umemSanas whas notiek specifiski katabolisma
procesi, kuros veidojastsu enegijas avots — adenaza trifosfts.
Normalos apsiklos Jina enegiju iegust galvenokrt taukskbju
oksidacijas rezulita. Tomer skibela trikuma gafiuma Sinai
izdevigaka izradas glikozes oksieBana nek taukskibju izmantoSana, jo
Sim procesam nepiecieSams #iaz skibea daudzums (Beadle &
Frenneaux, 2010). Karmils ir viens no faktoriem, kas nosaka garo
virknu taukskbju izmantoSanas intendit ka af piedafs hdzsvara
regukSara starp glikozes un taukaliju ieguldjumu Sinu eneggtiskaja
metabolisn.

Ka zinams, ar karniha paidzibu $inas caur mitohondriju
membanam notiek taukskbju transports ar sekojodiroksidaciju un
enegijjas iediSanu (Strijbis et al., 2010). Laitakarnitina fiziologisko
lomu musklu metabolisma procesos dild jau pirms 50 gadiem un
pedeja laika to plaSi lieto B uztura bagtinataju, tomer karniina
farmakolgiskie efekti, tad skai kardioprotekivie, ir safdzinoSi maz
izpetiti. Eksperimenti liecina, ka karfiita koncenficijas izmanam
audos vadtu biat divejads efekts. Nedaudz samazinot karrat
koncentaciju sirdi, tas §inas viegik adapgjas i€mijas apsikliem un
parejoSam skbela badam (Dambrova et al., 2002), karrevérojama
karnittna koncenticijas samaziisaras vagtu izsaukt muskiu distrofiju
(Georges et al., 2000).apec loti noZmigi batu noskaidrot karniha
regukcijas farmakolgiskas un fiziolgziskas sekas, lai ladk varctu
izprast & izmantoSanas iesjs Kinika sirds-asinsvadu saslimSanu
arstSanas jorm

Pamatojoties uz atgim zimtniskag literatira, ir formuleta
promocijas darba hipoteze mildrorata kardioprotekva efekta
molekuliras darlthas mehnisms pamatojas uz karma koncenficijas
samaziasSanu un taukgbju metabolisma kaganu.
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Darba merkis
Petit ar karnitnu saisttas sirds 8nu enegijas metabolisma

sigralsistmas reguicijas iespjas kardioprotekva efekta sasniegSanai.

Darba uzdevumi

Petit ilgstoSi pazemistas karniina koncenficijas ietekmi uz sirds
un aknu funkcionalitti un lipidu profila izmaham audos un plazin
Petit karniina koncenficijas izmahpu ietekmi uz tauksioju
metabolism iesaistto enZmu karnitna palmitoiltransfeizes |
(KPT 1) un karnitna acetiltransfazes (KrAT) aktiviiti un glikozes
metabolism iesaistta piruvatdehidrogeazes kompleksa aktiviti
sirds mitohondrijos.

Raksturot mildroata mijiedarfbu ar karniina acetiltransfazi
in vitro un ietekmi uz enma aktivigti in vivo.

Petit mildrorata kardioprotekva efekta saisbu ar karniina
koncentéacijas samazifjumu Zurku izoétas sirds infarkta modeln
angioproteltvas darbbas saisbu ar karniina un gamma-
butirobetana koncenticiju izmaipam Dahl sals-jutigo Zurku
hipertensijas model

Darba zinatniska novitate
Darba ietvaros @ita karnitna un & prekursora gamma-

butirobetana koncentciju izmaipu noZzme mildrorata kardioprotekva
un angioprotekva efekta sasnieg3anai:

Piemdits, ka mildroata ilgstoSas 3 @meSu lietoSanas ietekm
samaziata karniina koncenficija neizraisa sirdsdaitas un aknu
funkciju trau€jumus, Kk an neizmaina lipdu profilu; ieditie
rezuléti apliecina mildroata ilgstoSas lietoSanas nekgitmu.
Pagdits, ka ilgstoSs karnita koncenficijas samazifjums izsauc
kompensatoru, no izsaakt samazigjuma atkafgu karnitna
palmitoiltransfesizes | aktivifites palieliaSanos.

Pirmo reizi raksturota mildrata saisiSaras  karnitna
acetiltransfedzes akivaja cents; saidzinata mildrorata un karnitna
saistSaras ar enmnu.

Pandita mildrorata kardioprotekva efekta atkaba no karnina
koncentacijas samazifjuma sirds audos un angioproteis
darlibas saigba ar karnitha un gamma-butirobatea koncentciju
izmainam Dahl sals-jutigo Zurku hipertensijas model



1. Darba aprobacija — publikacijas un tezes
Promocijas darbs ietver sekojoSas pudilas recengamos

starptautiskajos izdevumos:

1.

Jaudzems K., Kuka J., Gutsaits A., Zinovjevs K., Kalvinsh 1.,
Liepinsh E., Liepinsh E., Dambrova M. Inhibition ofarnitine
acetyltransferase by mildronate, a regulator of rggnemetabolism.

J Enzyme Inhib Med Che009; 24(6):1269-75.

Liepinsh E.,Kuka J., Svalbe B., Vilskersts R., Skapare E., Cirule H.,
Pugovics O., Kalvinsh I., Dambrova M. Effects ohdpterm mildronate
treatment on cardiac and liver functions in rd&asic Clin Pharmacol
Toxicol 2009; 105(6):387-94.

Vilskersts R., Liepinsh EKuka J., Cirule H., Veveris M., Kalvinsh I.,
Dambrova M. Myocardial infarct size-limiting andtaarrhythmic effects
of mildronate orotate in the rat heafardiovasc Drug Ther 2009;
23(4):281-8.

Vilskersts R.,Kuka J., Svalbe B., Cirule H., Liepinsh E., Grinberga S.,
Kalvinsh I., Dambrova M. Administration of L-carimé and mildronate
improves endothelial function and decreases muytati hypertensive
Dahl rats. Pigemts publieSanai Pharmacological Reporf2011; 63(3)).
Kuka J., Vilskersts R., Cirule H., Makrecka M., Pugovics ®alvinsh 1.,
Dambrova M., Liepinsh E. Treatment with L-carnitidéminishes the
cardioprotective effect of mildronate in an isothteat heart infarction
model. lesniegts manuskripts Zalminternational Journal of Cardiology.

Publikacijas vietjos izdevumos:
Kiika J., Skapare E., Makrecka M., Medne R., Dambrova M.
Polinepiestinatas taukskbes organisma funkciéBari. Latvijas arsts
2010; 358(3), 54.-58. Ipp.
Dambrova M., Liepin$ E.Kiika J., Medne R. Karniha 100 gadi. No
atklaSanasidz kliniskajiem pielietojumiemDoctus,2007; 10, 4.-8. Ipp.

Par darba rezuitiem zinots sekojoss starptautisis konferenes:
Kuka J., Vilskersts R., Vavers E., Liepinsh E., Dambrova Bffects of
regulation of L-carnitine concentration in experit@d heart infarction
model, Frontiers in CardioVascular Biology Berlin, Germany,
July 16-19.201Q Abstracts, S134.

Vilskersts R. Kuka J., Svalbe B., Liepinsh E., Dambrova M. Protective
effects of L-carnitine and mildronate in salt-inddc hypertension,
Frontiers in CardioVascular BiologyBerlin, Germany, July 16-1201Q
Abstracts, S54.

Kuka J., Skapare E., Liepinsh E., Dambrova M. Effects ofdrnitine
availability on carnitine palmitoyltransferase | tigity in vivo,

6



MiPsummer School on Mitochondrial Physiology 20Iruskininkai,
Lithuania, June 10-1€01Q Abstracts P2-05, P.9.

4. Kuka J., Zinovjevs K., Skapare E., Liepinsh E. Charactéitra of
mildronate as an inhibitor of carnitine acetyltf@nase. FEBS 2009
Congress: Life's Molecular InteractionsPrague, Czech Republic,
July 4-9,2009 Abstracts, P.322.

5. Vilskersts R.Kuka J., Svalbe B., Liepinsh E., Dambrova M. Mildronate
orotate: its cardioprotective and antiarrhythmifeets and mechanism of
action. FEBS 2009 Congress: Life’'s Molecular Interactior®rague,
Czech Republic, July 4-2009 Abstracts, P.351.

6. Vilskersts R.Kuka J., Liepinsh E., Dambrova M. Effects of mildronate
on arrhythmias induced by coronary artery ligatioalcium chloride and
aconitine. Baltic Summer School 2008: Basic and clinical aspeaf
cardiac arrhythmia’s Copenhagen, Denmark, August 17 — September 6,
2008

7. Kuka J., Skapare E., Liepinsh E., Dambrova M. Interactioofs
cardioprotective drug mildronate with mitochondriaktarnitine
acyltransferasedyew Frontiers in Cardiovascular Researcl{! Bleeting
of France - New EU Membersf1&ymposium of Jagiellonian Medical
ResearctCentre Krakow, Poland, June 5-7. Abstra@608,P.88.

Par darba rezuitiem zipots sekojoss Latvijas maroga konferengs:
1. Vavers E., Kika J., Karnitina-palmitoiltransfeizes | aktiviites
regukcija, RSU 59. Medimas nozares studentu ziniskz konference
Bazes priekSmetu sekcija, g, Latvija, 17. marts,201Q Tezes,
12.-13.lpp.
2. Kiika J., Skapare E., Liegs E., Medne R., Dambrova M. Mildrata
ietekme uz karniba aciltransfeizem. RSU 2008. gada zitniski
konferenceRiga, Latvija, 13.-14. mart008 Tezes, Ipp. 30.

2. Materiali un metodes

Eksperimentiem izmantoja pieaugusS\Wistar Ilinijjas (RSU
Eksperimer#lo dzvnieku laboratorija, Latvija) ubDahl sals-jutigas (DS)
Itnijas (Charles River Vacija) Zurku gvinus. Visas eksperimealts
procediras veica saska ar Eiropas Komisijas direitas 86/609/EEC
vadlinijam un saskaoja ar Latvijas RepublikasaRikas un veteriaro
dienestu un Dwnieku aizsardibasétikas padomi. Lai izgrtetu ilgstosi
samaziatas karnitna koncenticijas efektus, mildragtu 100, 200 un
400 mg/kg vafa perodli Wistar Zurkam. Kardioprotelkva efekta
izvérteSanai karninu 100 mg/kg, mildroitu 100 mg/kg un abu vielu
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kombiraciju 100 un 100 mg/kg vaj@ perosli Wistar Zurkam.
Antiaritmiska efekta izerteSanai mildroatu 100 mg/kg, orotsdi
100 mg/kg un mildro&ta orotitu 200 mg/kgWistar Zurkas sgéma koga
ar dzeramoiudeni. Dahl sls-jutigas Zurkas karnibu 100 mg/kg,
mildronatu 100 mg/kg un abu vielu komlgiciju 100 un 100 mg/kg
sagéma kopa ar dzeramaideni.

2.1. Invitro metodes
2.1.1.Karnit ina, GBB un mildronata noteikSana audos un plazm

Mildronata, GBB un karnina koncenticijas noteikSanai asins
plaznd un sirds un aknu audos izmantoja UPLC/MS/MS ianal
(Dambrova et al., 2008).

2.1.2.Biokimisko parametru mertjumi

Brivo taukslbju, trigliceddu, glikozes, ketonvielu, LDL-C,
HDL-C, laktata koncenticijas, ALAT, ASAT, ALP aktiviites un kopja
bilirubina daudzuma &mjumiem izmantojaWako un Instrumentation
Laboratory(IL) reazentu komplektus atbilstoSi raZd instrukcigm.

KrAT aktivitati noteica gan iz@tos Wistar Zurku sirds
mitohondrijos, gan izmantojot &ftu balozu kasu muskiu enZmu
(Sigma ASV). Mitohondrijus izoja pec literatira apraksitas metodes
(Wilcke et al., 1995). Reakcijas norises akgt DTNB (0,675 mM),
HEPES (125 mM), EDTA (2,5 mM), acetil-koanss A (0,1 mM),
karnitins (0,0625 Mz 0,5 mM). Mildroatu (10 uM Ilidz 1 mM)
izmantoja, tikai prbaudot & mijiedarbbu ar aftrito KrAT. KPT |
aktivitati noteica gan aknu un sirds audu homaggngan ar izolétos
mitohondrijos. Reakcijas norises &gk DTNB (0,675 mM),
HEPES (125 mM), EDTA (2,5 mM), palmitoil-koeinas A (0,05 mM)
un atbilsto8s karnitna koncentcijas. ElpoSanas @&rijumus veica
saskaa ar literatira apraksitu metodi (Baliutyte et al., 2010). ElpoSanas
bufer&idums satwgja 40 pM palmitoil-koerzma A vai 36 pM palmitoil-
karnittna vai 5 mM pirugta un 5 mM maita.

2.1.3.Molekularas dinamikas skaifoSana mildromata un KrAT
mijiedarb ibas raksturoSanai

Molekularas dinamikas skdibSanai par mildragia saistSanos
KrAT aktivaja centd izmantoja MOE2007.09 programmnodraimnmu
(Chemical Computing Group, InKarada).



2.2. Exvivounin vivo metodes
2.2.1.Hemodinamikas parametriin vivo

Sistolisko asinsspiedienu un sirds ritmu DS Zark merja
eksperimenta akuma, ka afm pec 4 un 8 neelam kopS terapijas
uzskSanas, izmantojot Zurku neinvaz asinsspiediena @&mtaju
MLT125, kas savienots ar PowerLab 8/30 datisteacijas sisEmu no
ADInstruments

2.2.2.Langendorffa izoletas Zurku sirds infarkta modelis

Infarktu eksperimentu veikSanai izmantoja literat aprakstto
metodi (Liepinsh et al.,, 2006). No iggjiem rezulitiem apekinaja
nekrozes lielumu pret ke riska zonas lielumu. Kontrolesenibas
pieneéma 100 % un @ejos rezulitus attiedgi parrekinaja.

2.2.3.Eksperimentalie Zurku aritmiju mode li

Lai nowrtetu mildrorata ietekmi uz i8mijas-repertizijas
izraistajam sirds aritmigm, izmantojaWistar Zurkas, kuras anestga ar
natrija pentobarbitlu (60 mg/kg i/p). Bc traheotomijas duniekus
ventilgja (15 ml/kg, 55 reizes miite) ar mazo gralgu elpiramo apaitu
(7025,Ugo Basild. Zurkam atwra kriskurvi un ar 5/0 Surgipro Il diegu
caurSuja zem sirds krass lejupejo8s kororaras ar€rijas. Izmantojot
Chart 5.5 programmu, gistréja EKG no oté standartnovaguma. Rc
20 mimsSu adaggicijas kreiso lejupejoSo koraro areriju uz 10 mirutem
okludeja, kam sekoja 30 misu reperfzija. Lai nowertétu mildrorata
ietekmi uz kalcija hlada izraistajam aritmijam, izmantoja Wistar
Zurkas, kuras anestga ar ratrija pentobarbitlu (60 mg/kg i/p). Lai
ievadtu 10 % kalcija hloda idumu, kanuja kreiso femailo venu.
Kalcija hloiida &idumu ievadgja aritmogna deva (180 mg/kg) aitrumu
0,01 ml/s, un, izmantojot Chart 5.5 programmugisgja EKG no ota
standartnovaguma gan ievadanas laig, gan 10 miates gc tam. Tika
noertéta mirstba, aritmiju gkSaras laiks un laiksitlz atgriezas norats
sirds ritms, krei® kambara tahikardiju un fibétiju skaita biezums un
ilgums.

2.2.4.Sals inducetas hipertensijas modelisDahl Zurkas

DS Zurku endotedio funkciju noteica izditas aorss, izmantojot
izoleto orcanu vanniu (Barty et al., 2008). DS Zurku sirds anatomijas
un funkcijas noerteSanai izmantoja iE33 ultrasonafr (Philips
Ultrasound, Inc). Zurkas anesteja ar ketarina ksilazna maigumu
(50 un 10 mg/kg i/p) un sirds kreikambara rérjjumus veica M-reima.
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2.2.5.Datu apstrades statistislas metodes

Datu apkopoSanu un sistematigu veica ar visprpiepemém
statistikas metagin, izmantojot programmaslicrosoft Excel 2003 un
GraphPad Prism 3.@aphPad Software, Ing Rezulsitus uzskaja par
ticamiem, ja p < 0,05. Grupu ¥dtinaSanai lietoja Manna-Vitnija vai
Stjudenta t-testu, vai atbilstoSo dispersijas &mesl metodi ar sekojoSu
pectestu (Bonferoni, Tukija tests). Adzes iknes DS Zurkm ieguva
ar Kaplana-Meiera metodi. Aritmiju bieZuma st starp gruigm
analizja, izmantojot hkvadsta (%) testu.

3. Rezultati

3.1. Mildron ata un karnitina lietoSanas ietekme uz karniha un
GBB koncentraciju asins plazma un audos

Mildronata 4, 8 un 12 ne&du perodla lietoSana, ja devas ir

100 (M 100), 200 (M 200) un 400 mg/kg (M 400), EtnSi samazidja
karnitina koncenficiju Wistar Zurku asins plazm Pec 4 nedlu
mildronata lietoSanas karnita koncenficija samazigjas attiedgi 3, 5
un 13 reizes. Tikai mildraita 400 mg/kg devas ievEna samazifa
karnittna koncen#ciju atkafba no lietoSanas ilguma (1.A al); ta pec
12 nedlam karnitna koncenticija samaziajas 35 reizes. Mildrodts
GBB koncentiiciju palieliraja pat par 14 relm, toner s izmahas
neietekndja ne terapijas ilgums, ne deva (1.Eeksit

A gOKontrOIe‘D M 1000 M 200m M 400 B m Kontroled M 1000 M 200m M 400

15 4
*

S 60+ S . .
i =) - .
sg40- o
c * * m 5 4
5 20{ W=~ * . ©
N4 * * *

4. nedla 8.nedla 12.neda 4. nedla 8.nedla 12. nedla

1. attels. Mildronata ilgstoSas lietoSanas ietekme uz kamat (A) un
GBB (B) koncenticijas izmagkam Wistar zurku asins plazmRezuldti
ir vidéjais no nerzjumiem 8 — 10 deniekos + SEM. * statistiski ticami
atstiras no kontroles grupas (Tukija tests, p<0,05).
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Wistar Zurku sirds un aknu audos ilgstoSa milditanlietoSana
karnitna koncenficiju samazigja atkafba no devas lieluma, bet
lietoSanas ilguma ietekmi uz kafmi& koncenficijas samaziisanos
noeroja, ja mildrorata deva bija 200 mg/kg (2. &t).

AN Kontroleo M 1000 M 200m M 400 BE KontroleO M 1000 M 200m M 40(

41200, % 600

& © 500

< 8001 %’400_

E - " R E s00{ 8 .
7 400 | * ) g

é . ** ** ézoo * |« .
£ £

g o :

4.nedla 8.nedla 12.nedla 4.nedla 8.nedla 12.nedla

2. attels. Mildronata ilgstoSas lietoSanas ietekme uz karmit
koncentacijas izmagam Wistar zurku sirds (A) un aknu (B) audos.
Rezulagti ir vidéjais no nerjumiem 8 — 10 deniekos * SEM.
* statistiski ticami atgiras no kontroles grupas (Tukija tests, p<0,05).

Sirds audos GBB konceatija palieliragjas lidz 10 reigm
(3.A at€ls), bet aknu audos patlk 66 reigm (3.B atéls), ton€r lidzgi
ka asins plazran &s izmahas neietek@a ne terapijas ilgums, ne deva.

AN Kontroleo M 1000 M 200m M 400 B = Kontroleo M 1000 M 200m M 400
*

300 4 500 - *
% . * Tk x ¥ ”
= x X * 2 400 -

200 ]
=) <
3 o 300
IS ©
€ 1004 £ 200 4
aQ “ 100
a - J
O 8

0 4 O 0+
4. nedla 8.nedla 12.neda 4. nedla 8.nedla 12. neda

3. attels. Mildronata ilgstoSas lietoSanas ietekme uz GBB kongeijdis
izmagam Wistar zurku sirds (A) un aknu (B) audos. Reétittvideéjais
no nerjumiem 8-10 dwniekos + SEM. * statistiski ticami &igas no
kontroles grupas (Tukija tests, p<0,05).
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Mildronata (100 mg/kg, M 100), karmita (100 mg/kg, K 100) un
to kombiracijas (100+100 mg/kg, K+M) 14 dienu peitars lietoSanas
ietekme uz karniha un GBB plazmas konceatijas izmapam Wistar
Zurkam paadita 4. atéla. Karnitina lietoSana palielija ta koncenticiju
asins plazr par 24 %, sadlzinot ar kontroli, bet mildraita lietoSana
samazigja karnitna koncenficiju 3 reizes. Karniha vienlaicga
lietoSana kop ar mildroraitu samazigja karnitna koncenficiju asins
plazna par 18 % (4.A a#ls). Karnitna lietoSana GBB konceatiju
asins plazm palielinaja tikai 2 reizes, bet mildrats un abu vielu
kombiracija attiedgi 10 un 20 reizes (4.B als).

A 100 - * B 60 -
*
80
* 40 -
= 60 1 =
g 40 ’; i
= ]
S * & 20
< 20 4 . "
0- : : : O e R o : .
Kontrole K100 M 100 K+M Kontrole K100 M 100 K+M

4. attels. Mildronata, karnitna un to kombidacijas 14 dienu lietoSanas
ietekme uz karrnita (A) un GBB (B) konceritijas izmagam Wistar
Zurku asins plazm Rezulgti ir videjais no nerzjumiem 10 dzniekos
+ SEM. * statistiski ticami at8ras no kontroles grupas ($tjenta t-tests,
p<0,05).

Sirds audos, 1llzigi ka asins plazm karnitna lietoSana at
koncenticiju palielirgja par 31 %. Mildroata lietoSana karnita
koncentaciju sirdi pazemiaja tieSi &pat ka plazna, 3 reizes, savukt
karnitna un mildroata kombiracijas lietoSana karnita koncen#ciju
neietekmgja (5.A attls). Karnitna lietoSana GBB konceatiju sirds
audos palielinja 2 reizes, bet mildrats un abu vielu kombécija
palielinaja attieagi 6 un 7 reizes (5.B altt).

12



[N
o
o
o
)
*
(o9]
w
o
S
)

*
(2]
° ] o 250
= 800 o .
v 200
= 600 I
g g 150 4
400 -

i) * < 100
2 o -
c 200 A 8 50 4 Ij
<
¥ 04 0 1 ; ; .

Kontrole K100 M 100 K+M Kontrole K100 M 100 K+M

5. attels. Mildronata, karnitha un to kombidcijas 14 dienu lietoSanas
ietekme uz karrnita (A) un GBB (B) konceritijas izmagam Wistar
Zurku sirds audos. Rezidit ir videjais no nerjjumiem 10 dzniekos
+ SEM. * statistiski ticami at8ras no kontroles grupas (Stjenta t-tests,
p<0,05).
3.2. Karnit ina koncentracijas izmaigpu ietekme uz enmmu aktivit ati
un audu un asins plazmas bikimiskajiem parametriem
3.2.1.letekme uz KPT | aktivit ati

6. atela padita ilgstoSi pazemitas karnitna koncenticijas

ietekme uz KPT | aktivitti Wistar Zurku sirds audos.
m Kontroleo M 100@ M 200m M 400

1,2 A *
1,0
0,84 »**
0,6 -
0,4 -
0,2 A
0,0 -

KPT | aktivitate, mU/mg sirds

4.nedla 8.nedla 12.neda

6. attels. Mildronata ilgstoSas lietoSanas ietekme uz KPT | aldie
izmagam Wistar Zurku sirds audos. Reztilir videjais no ngrjumiem
6 dzvniekos + SEM. * statistiski ticami &igas no kontroles grupas
(Tukija tests, p<0,05).

EnzZma aktiviati noteica audu homogetos [Ec mildrorata
(devas 100, 200 un 400 mg/kg) ilgstoSas 4, 8 umd@®|u peroalas
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lietoSanas. Sirds audos BEzKPT | aktivitite pec 4 ned@dlu mildrorata
lietoSanas paliel@jas pat par 21 %, sakinot ar kontroles grupu.eP
8 un 12 nedlu mildrorata lietoSanas, KPT | aktizte ticami palieliajas
tikai, ja ievadta mildrorita lielaka deva, attietgi par 25 % un 35 %.
Aknu audu homogetos statistiski ticamas KPT | aktigtes izmapas
pec ilgstoSas mildrodta lietoSanas nenéroja.

3.2.2.letekme uz mitohondriju elpoSanas aktivitti

ElpoSanas aktiviti Wistar Zurku izoEtos sirds mitohondrijos
noteica pc mildrorata (100 mg/kg ), karmima (100 mg/kg) un to
kombiracijas (100+100 mg/kg) 14 dienu peilas lietoSanas, &
substatus izmantojot palmitoil-koenmu A, palmitoil-karnitnu un
piruvatu/maktu. Mitohondriju elpoSanas @fTjumu rezuliti parmaditi
1. tabuii. Mildronata lietoSana samazja mitohondriju elpoSanu ar
palmitoil-koenzmu A, bet praktiski neietek&a elpoSanu ar palmitoil-
karniinu un pirudgtu/maktu. Mildromata un karniina kombincijas
lietoSana stim@ja mitohondriju elpoSanu ar palmitoil-karimti un
piruvatu/mahtu.

1. tabula
Mildronata, karnitna un to kombificijas 14 dienu lietoSanas ietekme uz
Wistar Zzurku izoEtu sirds mitohondriju sitbeka pagrinu, tiem oksidjot
dazidus enetijas substtus

Kontrole K 100 M 100 K+M
O, patrins, nmol/min/mg prot@a

Substrats

40 uM palmitoil-koenms 36.9+3.8 41.0+4.9 26.8+0.8* 36.8t1.4
36 uM palmitoil-karnitns 16.4+£1.2 21.4+2.8 19.2+0.9 21.3+1.2*
5 mM piruvats/5 mM maiits 41.3+2.7 44.7+6.0 42.6x4.1 52.4+2.4*

Rezulgti ir videjais no nerijumiem 6 da/niekos + SEM. * statistiski
ticami at%iras no kontroles grupas (Stjenta t-tests, p<0,05).
3.2.3.letekme uz aknu funkcionalitates un patolgiju mar kieriem

llgstoSi pazemiatas karniina koncenficijas ietekme uz aknu
funkcionaliites un patol@ju markieriem Wistar Zurku asins plazanpec
mildronata (devas 100, 200 un 400 mg/kg) ilgstoSas 4, 82imed]u
peroglas lietoSanas padita 2. tabud.
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2. tabula
Karnitina koncentcijas samaziasaras ietekme uz aknu funkcionalies
un patolgiju markieriemWistar Zurku asins plazm

Kontrole M 100 M 200 M 400

4. nectla
ASAT, U/l 49.0+3.8 46.5+6.2 48.2+5.8 43.1+4.4
ALAT, U/l 20.6+1.6 19.5+0.6 19.4+1.7 19.9+1.0
ALP, U/I 33.5£3.2 29.8+3.2 34.0£2.9 35.743.1
Kop. bilirubins, mg/dl 0.39+0.17 0.27+0.09 0.17+0.02 0.29+0.05

8. neckla
ASAT, U/l 39.74£3.2 38.2+3.9 41.745.1 37.3+3.3
ALAT, U/l 17.2+2.1 17.1+1.8 18.3+1.5 17.2+1.1
ALP, U/l 16.7+1.5 21.3+1.0* 18.9+1.1 17.5+2.1
Kop. bilirubins, mg/dl 0.31+0.04 0.33+0.05 0.30+0.04 0.30+0.03

12. nedila
ASAT, U/l 39.9+1.0 42.5+1.8 36.6+2.1 44.4+1.1*
ALAT, U/l 15.8+1.1 17.8+1.4 15.8+0.9 19.0+1.8
ALP, U/l 18.8+0.5 20.2+1.2 21.6+1.6  23.0+1.9*

Kop. bilirubins, mg/dl 0.23+0.04 0.20+0.03  0.24+0.02 0.19+0.02

Rezulgti ir videjais no nerjumiem 8-10 dwniekos + SEM. * statistiski
ticami at%iras no kontroles grupas (Tukija tests, p<0,05).

Mildronata lietoSana neietekdja koggja bilirubina daudzumu un
ALAT aktivitati. ASAT un dirmaimas fosfafizes (ALP) aktiviite
minimali palielinajas tikai Ec 12 nedl]am, lietojot mildrommta devu
400 mg/kg. ALP aktiviite minimali palielinajas af pec 8 nedlam,
lietojot mildrorata devu 100 mg/kg.

3.2.4.letekme uz lipidu profilu aknu audos

llgstoSi pazemiatas karniina koncenticijas ietekme uz
trigliceridu un bivo taukskbju koncentiiciju Wistar Zzurku aknu audos
paadita 7. atéla. Triglicendu koncenticija aknu audos ticami
palielinajas attiedgi par 21 %, 20 % un 12 %@ 4, 8 un 12 neilam
tikai tam zurkam, kas saéma liekko mildrorita devu 400 mg/kg
(7.A attls). Savukirt taukskibju koncenticija aknu audos ticami
palielinajas pec 12 nedlam tikai am zurkam, kas saéma mildrorita
devas 200 un 400 mg/kg (7.Be).
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7. attels. Mildronata ilgstoSas lietoSanas ietekme uz triglider (A) un
brivo taukskbju (B) koncenticiju Wistar Zurku aknu audos. Reztiltr
videjais no nerjumiem 8-10 dxniekos = SEM. * statistiski ticami
atstiras no kontroles grupas (Tukija tests, p<0,05).

3.3. Mildron ata ietekme uz KrAT

Mildronata mijiedarbbu ar KrAT in vitro noteica, izmantojot
attiritu enZmu (Columba sp. Lai gan mildroats konkugjosi samazina
enZma aktiviati (8. atels), ton®r ir vajS inhibitors (9. a#lls), jo @
K; vertiba saigbai ar KrAT karnitna kktbatng ir 5,2 = 0,6 mM.

B 120 - Karnitins 0,25 mM

m Karnitins 0,5 mM
100 1A Karnitins 1 mM

A 6 -mKontrole
5 | & Mildronats 0,3 mM
A Mildronats 1 mM

S s
E 4 5—80-
= =
= 34 §60-
> 27 % 40 4
= =)
j =201

g . . . .
4 0 4 8 12 1¢

0 2 4 6 8 10 12 14

1/[Karnitins] mM? VolVi
8. attels. Linewevera-Burka (A) un Hendersona (B) kiikas slkemas
mildronata mijiedarbas ar KrAT raksturoSanai. Katrs punkts ir
videjais no 3 narjumiem + SEM. ¢inhibitora koncenticija; Vo—
reakcijasatrums bez inhibitora; Mreakcijasatrums inhibitora kiitiene.
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9. attels. KrAT aktivitite atkafba no mildronita koncentiicijas,
izmantojot 3 dazdas karniina koncenticijas. Katrs punkts ir vigais
no 3 nerjumiem + SEM.

Lai raksturotu mildroata saistou ar KrAT molekulu, veica
molekuliras dinamikas skdiwSanu. Molekuras dinamikas skdibSanas
rezultti pamditi 10. atela. Gandrz identisks ir karntha un mildroata
karboksilgrupas unoa-CH, grupas novietojums; savik KrAT
kataltiskais His-343 veidaideprazsaites ar karnita hidroksilgrupu, bet
mildrorata gadjuma ar NH grupu. $ atkirigas saistbas ar His-343
rezulita, batiski at&kiras trimetilamonija grupas novietojums; ja
karnitna gaduma trimetilamonija grupa ir iegremsth KrAT akiva
centra hidrofobaj kaba#, tad mildrorata gadjuma ta ir versta prom no
protana virsmas.
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10. attels. Modelis karniina un mildroata saistbai ar KrAT. Karnitha
C atomi attloti za/a, bet mildrorata C atomi gaiSi peka krasa. Attloti
tikai tie H atomi, kas piedas #degraza saiSu veidoSan Udenraza
saites attlotas ar rausitu balto kniju. Attls iegits ar MOE2007.09.
Mildronata (100 mg/kg), karniba (100 mg/kg) un to

kombiracijas (100+100 mg/kg) 14 dienu peifars lietoSanas izratas
karnittna koncentcijas izmanas sirds audosalkarn mildrorata klatbatne
neieteknaja KrAT aktivitati in vivo.

3.4. Karnit ina koncentracijas izmainu ietekme uz infarkta lielumu

Mildronata (100 mg/kg), karniba (100 mg/kg) un to
kombiricijas (100+100 mg/kg) 14 dienu peilars lietoSanas ietekme uz
infarkta lielumu un atbilst@karnittna koncentcija Wistar Zurku sirds
audos padita 11. atla. Lai gan karnina lietoSana infarkta lielumu
samazigja par 28 %, torr Sis efekts nebija statistiski ticams.
Mildronata lietoSana iedrojami samazifija karnitna koncen#ciju sirds
audos, R an statistiski ticami par 34 % samazja infarkta lielumu,
saidzinot ar kontroles grupu. Mildrata un karnitna kombircijas
lietoSana praktiski neietelga karnitna koncentciju sirds audos,&afn
butiski neietekngja infarkta lielumu.
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11. attels. Mildronata, karnitha un to kombigcijas 14 dienu lietoSanas
ietekme uz infarkta lielumu Wistar zZurku gir@ezulgti ir vidéjais no
merjumiem 10 dzniekos + SEM. *, # statistiski ticami &ifas no
kontroles grupas (Siflenta t-tests, p<0,05).

12. atéla pamdita karnitna koncenticijas izmapu (5.A atels)
ietekme uz KPT | aktivitti sirds mitohondrijos §¢ mildrorata, karnitna
un to kombiacijas 14 dienu peralas lietoSanas. @ mildrorata
lietoSanas KPT | aktivite samazijas par 26 %.

12 -
10 A

1l

Kontrole K100 M 100 K+M

KPT | aktivitate, mU/mg prot.

12. attels. Mildronata, karnitha un to kombigcijas 14 dienu lietoSanas
ietekme uz KPT | aktiviti Wistar Zurku sirds mitohondrijos. Aktigies
noteikSanai lietais karnitha koncentfcijas: 700 uM kontroles grup
900 uM K 100 gru@, 200 uM M 100 grup un 600 uM K+M grupg
(5.A atels). Rezuliti ir videjais no nerjumiem 5 daniekos + SEM.
* statistiski ticami at§iras no kontroles grupas ($tjenta t-tests,
p<0,05).
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3.5. Karnit iha koncentracijas izmainu ietekme uz hemodinamikas
raditajiem Wistar Zurkas
Mildronata (devas 100, 200 un 400 mg/kg) 4, 8 un 12&hed
perotlas lietoSanas rezate samaziata karnitha koncenticija sirds
audos neietekeja hemodinamikas aditajus (sirds ritmu, korodro
plasmu, LVDP, sirds kontraktiliti un relakacijas sgju, ka am sirds
darbu) izoétas sirds.
3.6. Mildron ata un mildronata orotata ietekme uz aritmiju attistibu
3.6.1.letekme uz i®mijas-reperfuzijas izraisitajam aritmij am
13. atela paadita mildrorata (100 mg/kg) un mildraita orotta
(200 mg/kg) ietekme uz laiku, kadakas aritmijas okizija un
reperfizija. Visas gru@s pirmas aritmijas paadijas apndram
320 sekundesgg ar€rijas oklizijas, savulirt reperfizija mildronata un
mildronata orotita lietoSana itiski sasinaja laiku, attiedgi 73+21 s un
60+8 s, satizinot ar 175+36 s kontroles g@didz atjaundjs nornals
sinusa ritms.
B Laiks lidz pirmajai aritmijai okizija
O Laiks lidz normalizjas sinusa ritms repéidija
400+

320 1
240 1
160 A

Laiks, sekundes

80 1

0 -
Kontrole M 100 MO 200

13. attels. Mildronata un mildroraita orotata 14 dienu lietoSanas ietekme
uz laiku, fdz atistas aritmijas okiizija, un laiku, fdz atjaunaogs nornals
sinusa ritms repeiizija Wistar Zurkm. Rezuliti ir videjais no
merijumiem vismaz 6 dmiekos = SEM. * statistiski ticami &ifas no
kontroles grupas (Tukija tests, p<0,05).

Lai gan mildromts un mildroata orotits neietekraja tahikardijas
biezumu okizijas un repefizijas laila, tonmer mildrorats ticami
samazigja sirds kambaru fibrikijas biezumu repeitijas laila, bet
mildronata orofits gan okiizijas, gan repeiijas laila (14. atéls).
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14. attels. Mildronata un mildrorita orotata 14 dienu lietoSanas ietekme
uz sirds kambaru fibrilcijas biezumu okkija un reperfizija Wistar
Zurkas. * statistiski ticami at8ras no kontroles grupas (hkvadmta
tests, p<0,05).

Mildronats un mildroiata orofits ieerojami samazifja koggjo
sirds kambaru fibrilicijas laiku repeifzija (attiedgi 32 s un 2+2 s,
salidzinot ar 38+14 s kontroles gra)p bet neietekrgja to okiizijas laila
(15. attls).
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15. attels. Mildronata un mildrorita orotata 14 dienu lietoSanas ietekme
uz kogjo sirds kambaru fibrigcijas laiku okiizija un reperfizija Wistar
Zurkas. Rezuliti ir videjais no nerjjumiem vismaz 6 @miekos + SEM.
* statistiski ticami atiras no kontroles grupas (Tukija tests, p<0,05).
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3.6.2.letekme uz kalcija hlorida izraisitajam aritmij am

Mildronats (100 mg/kg) un mildrata orofits (200 mg/kg)
neietekngja laiku, kad 8kas aritmijas pc kalcija hlofda ievadSanas
(attieagi pec 26x4 s un 25+4 s, gdkinot ar 30+4 s kontroles grajp un
laiku, fidz atjaunggs nornals sinusa ritms (attiégi 119+20 s un
97+12 s, satizinot ar 159+39 s kontroles g@)p Mildronats un
mildronata orofits ticami samazija Kkalcija hlofda izraisto sirds
kambaru tahikardijas biezunWistar Zurkas (16. atls).
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16. attels. Mildronata un mildrorita orotata 14 dienu lietoSanas ietekme
uz sirds kambaru tahikardijas biezumu Wistar zgrk statistiski ticami
atstiras no kontroles grupas {tkvadmta tests, p<0,05).

3.7. Mildron ata un karnitina lietoSanas ietekme uz hipertensijas
attistibu Dahl sals-jutigajas Zurkas
3.7.1.letekme uz karnitina un GBB koncentraciju asins plazna

Mildronata (100 mg/kg), karniba (100 mg/kg) un to
kombiricijas (100+100 mg/kg) 8 nefli peroélas lietoSanas ietekme uz
karnitina un GBB plazmas koncefitijas izmapam Dahl Zurkas paadita
3. tabufi. Lietojot barbu ar palieliatu sls saturu (PS, 8 % NaCl),
karnitina koncenticija Dahl PS kontroles Zurku asins plazm
samazigjas apndram 2 reizes, salzinot ar zurkm, kas lietoja babu ar
nepalielimtu sls (NS, 0,3 % NaCl) saturu. Karia (PS/K 100) un
karnitna un mildroata kombiracijas (PS/K+M) lietoSana statistiski
ticami palieliraja karnitna koncen#iciju zurku asins plaza safdzinot
ar PS kontroles grupas mniekiem. Mildrorata lietoSana statistiski
ticami samazifija karniftna koncenficiju, saidzinot gan ar NS, gan PS
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kontroles grupas zuikn. Sals saturs baba neietekmija GBB
koncentaciju NS un PS kontroles grap, bet mildroata, karnitna un
abu vielu kombiacijas lietoSanas ietekdin GBB koncenticija
palielinajas attietgi 6, 1,5 un 12 reizes, sdzinot ar PS kontroli.
3. tabula
Mildronata, karnitna un to kombiacijas 8 ned|u lietoSanas ietekme uz
karnitina un GBB konceniciju Dahl Zurku asins plazmn

Nepalielinata Palielinata sals satura dieta (PS)

sals S?,t\lusr? deta \ontrole M100 K 100 K+M
Karnitins, pM 5546 23+3 5+1 56+4 " 36+2"
GBB, uM 1.5+0.7 1.5+0.Ff 86+1.0 2.2+04* 181+34"
Rezulgti ir vidéjais no nerjumiem 3 — 10 deniekos * SEM.

* statistiski ticami atgiras no PS kontroles grupas; # statistiski ticami
at&tiras no PS/M 100 grupas (Manna-Vitnija tests, p&),0

3.7.2.letekme uz izdavoSanu

Mildronata (100 mg/kg), karniha (100 mg/kg) un to
kombiricijas (100+100 mg/kg) ilgstoSas lietoSanas ietekmeDahl
Zurku izdavoSanu paidita 17. attla.

100
- —o— NS | :
2 —— PS _| *%
< ——PS/M 100 .
§ 507 —— PS/K 100
kS| —o— PS/K+M
N
0 T T T 1
0 14 28 42 56

Laiks, dienas

17. attels. Kaplana-Meiera Dahl Zurku izdmSanas anates sbma
mildronata, karnitha un to kombificijas lietoSanas ietekmes
izvertéSanai. *, ** statistiski ticami atéras no PS kontroles grupas
(* p<0,05; ** p<0,01).

Datu anatze ar Kaplana-Meiera metodi péfja, ka PS kontroles
zurkam ir ieverojami lielaka mirstba neld NS grupas Zudm. Rec
8 nedlam PS kontroles grupizdzivoja 30 % (3 no 10) denieku, bet
NS grug naves gagumu nebija. Karnina un mildroata kombiracijas
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(PS/K+M) lietoSana statistiski ticami uzlaboja ird®Sanu (80 %, 8 no
10 davniekiem); savuirt, lai af karnitha (PS/K 100) un mildrata
(PS/M 100) grups izdavoja 80 % (8 no 10) denieku, tongr Sie efekti
nebija statistiski ticami, salzinot ar kontroli.

3.7.3.letekme uz sistolisko asinsspiedienu un sirds ritmu

Eksperimentaakuma Dahl Zurku sistoliskais asinsspiediensagis
grupas bija vicji 125 mmHg. Mildrorata (100 mg/kg), karniha
(100 mg/kg) un to kombitijas (100+100 mg/kg) 8 nefl ilgstosa
lietoSana neietek&jp hipertensijas agibu. Sistoliskais asinsspiediens
visas grums bija auggiks par 170 mmHg, sasniedzot pat 195 mmHg
(18. attls).
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18. attels. Mildronata, karnitna un to kombi#cijas 8 ned/u lietoSanas
ietekme uz sistolisko asinsspiedienu Dahl @irRezuliti ir vidéjais no
merijumiem 3-10 d@niekos + SEM. *** statistiski ticami atfas no
PS kontroles grupas (Manna-Vitnija tests, p<0,001).

Sirds ritms neaidras starp grupm gan eksperimentalsuma, gan
arn pec 4 nedlam. Toties pc 8 nedlam PS kontroles grdpsirds ritms
palielinajas, sasniedzot 51010 sitienus it bet NS, K am mildronata
(PS/M 100) un kombiicijas (PS/K+M) grups sirds ritms bija statistiski
ticami zenaks attiedgi par 16, 12 un 10 % (19. &f).
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19. attels. Mildronata, karnitna un to kombigacijas 8 ned/u lietoSanas
ietekme uz Dahl Zurku sirds ritmu. Reziilir videjais no ngrjumiem
3 — 10 daniekos + SEM. ** *** gtatistiski ticami af§ras no PS
kontroles grupas (Manna-Vitnija tests, ** p<0,0%%<0,001).
3.7.4.letekme uz endotelilo funkciju

Lietojot bafbu ar palieliatu sals saturu, pasliktizjas Dahl Zurku
aortas gredzenu aiblSana acetilhoha ietekng, saidzinot ar NS grupas
zurkam. Mildronata un karniina kombircijas lietoSana uzlaboja aortas
gredzenu atgbSanu acetilhoha ietekng, bet karniins un mildroats
atsevigi endotelilo funkciju neietekrgja (20. attls).
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20. attels. Mildronata, karnitna un to kombigacijas 8 ned/u lietoSanas
ietekme uz endotélo funkciju Dahl Zurlss. Rezuliti ir vidéjais no
merjumiem 3 — 10 deniekos + SEM. *, *** statistiski ticami atfras no
PS kontroles grupas (Manna-Vitnija tests, * p<0,0%,p<0,001).
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4. Diskusija

Promocijas darbs veis pEtijumiem par karniha koncenticijas
izmainu ietekmi uz sirds-asinsvadu sisias funkcionaliti normoksijas
un i€mijas apsiklos. Karnitna koncenticijas izmapas paaktas,
lietojot gan karnihu, gan mildroatu. Fetjuma raksturota karniha
koncentécijas izmapu ietekme uz sirds aizsafz iE€mijas laila,
hipertensijas astibu un karnitna-atkalgo enzmu aktivitites izmapam.

4.1.Karnit ina koncentracijas samaziraSanas ietekme uz sirds
funkcionalajiem raditajiem un asins plazmas un audu
biokimiskajiem parametriem

Karnitins piedais glikozes un taukabju enegijas metabolisma
regukSara sirds un skeleta muskas un organismta homeosize tiek
nodroSirata, akivi darbojoties kompleksai transporta &shi. Tafj pa%
laika trukst petijumu par samazitas karnitna koncenticijas ietekmi uz
sirds un aknu funkcim.

Mildronats ir labi zirams karnitna koncenficiju samazinoSs
agents, kas kavgan karniina biosingzi (Simkhovich et al., 1988), gan
samazinaa reabsorbciju ni@s (Spaniol et al., 2001). Kajot biosingzi,
mildronats  izraisa  karntha prekursora GBB  koncentijas
palielimSanos gan asis, gan audos (Liepinsh et al., 2006).0sv
petjjumu rezulsti apliecina, ka, lietojot 4 — 12 n&jhs mildroatu 100,
200 un 400 mg/kg, karnita koncenticija samazias, bet GBB
koncentacija palieliras asins plazm (1. atels) un sirds (2.A un
3.A atgls) un aknu (2.B un 3.B ats) audos. GBB konceritrijas
izmaipas atgiriba no karnitna koncenfcijas izmanam nebija atkagas
no mildrorata devas. Tas vétu liecirat, ka lietois mildrorata devas
vienadi kave GBBH darhbu, bet karniha koncenficijas samazi#ganos,
pieaugot mildroata devai, vadtu skaidrot ar pieaugoSo kafnia
reabsorbcijas k&ganu niegs, inhikgjot OCTN2.

Literatira ir pretrunga infornacija par mildroata izraista
karnitna samazifjuma ietekmi uz aknu funkcionalti. Ir zinami
petijumi, kur samaziata karnitna koncentcija pec 6 nedlu mildrorata
lietoSanas dew 200 mg/kg izraisa aknu steatozi (Spaniol et &@03).
Taja pa% laika ir pamdits, ka lipdu akumuiSaras akras, ja izteikti ir
samaziata karnitna koncenficija, verojama tikai badiatam Zurkam un
péc baibas upemSanas daZzu stundu laikpidu fimenis normaligjas
(Degrace et al., 2007). Laiagpaudtu mildrorata (100, 200 un
400 mg/kg) ilgstoSas lietoSanas (4, 8 un 1) rezulita samaziatas
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karnittna koncenticijas ietekmi uz aknu funkcionati, veicam aknu
audu griezumu histamisko anaki, noteiam trigliceridu un tauksibju
koncentécijas aknu audos,akaf lipidu profilu un aknu funkcionalites
markierus asins plazan Aknu audu griezumu histomiska anatze
neuzadija lipidu infiltracijas pazmes, bet triglicadu koncenticija
statistiski ticami palieligjas par 10-20 % tikai mildrata 400 mg/kg
devas gafuma (7.A atels). Taukskbju koncenticija akras ticami
palielingjas tikai Ec 12 nedlam, nefrsniedzot 15 %, salzinagjuma ar
kontroles grupu (7.B atfs).

Karnitina koncenticijas samazijums hitiski neietekrgja af
asins plazmas ligu profilu, jo viengas izmapas, kas vatu liecirat par
ieverojami  kawetu taukskibju p-oksidaciju, nowroja mildrorata
400 mg/kg devas ggdma, un izteikeki Sie efekti bija zurkm badirata
stavokli. Ta, piengram, B-hidroksibutiita koncenticijas samazi@sanos,
kas liecina par katu taukskibju metabolismu un pastipétu glikozes
izmantoSanu (van Knegsel et al., 2005jism [Etijuma noverojam tikai
pec 12 nedlam, ja mildrorata deva bija 400 mg/kg.

AtSkirigie rezulti par mildrorita samaziatas karnitna
koncentacijas ietekmi uz aknu funkciondlit, iesgjams, ir saigti ar
petijumos izmanta 3-(2,2,2-trimetil-hidramija)-propiorata izcelsmi.
Spaniol M. ar kaigiem (Spaniol et al., 2003) izmantoja paSu sigtez
vielu, kas, balstoties uz metodes aprakstu uwgtijumiem par
3-(2,2,2-trimetil-hidramija)-propiorata attriSanu no sirgzes
blakusproduktiem (Hmelnickis et al.,, 2008), &ar satugt tadus
toksiskus piemaipimus k& 1,1,1-trimetilhidramija <li un citi
hidraznija atvasigjumi. Masu un Degrace P. ar kgiem (Degrace
et al, 2007) g@igumos izmantots AS ,Grindeks” raZotais
3-(2,2,2-trimetil-hidramija)-propiorats jeb mildroats un toksiski efekti
nav nowroti.

Karnitins entma KPT | ietekra veido acilkarniinus, kuri tiek
transporéti mitohondrijos. lidz ar to bija svagi noskaidrot, kas notiek
ar KPT | aktiviiti samaziiatas karnitha koncenficijas apstklos. Virkne
pétijumu pafdijusi, ka mildroata lietoSanas izraigis karnitna
samazigjums izsauc KPT | mRNS ekspresijas un@otana daudzuma
palielimaSanos ne tikai sifd bet af aknu audos (Degrace et al., 2004;
Degrace et al., 2007; Liepinsh et al., 2008). HEg#jos Etjumos
pamdits, ka @gc mildrorata lietoSanas KPT | aktivte ir palielirata sirds
un aknu audos, @mjumus veicot izatos mitohondrijos eksegi
pievienota karntha Khtbatng; ir zinams, ka samazita karnitna
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koncentacija audos neiespaido KPT | joti pret malonil-koermima A
inhibgjoSo ietekmi (Tsoko et al., 1995; Degrace et &004& Degrace
et al., 2007).

Misu [Etjjuma ietvaros KPT | aktiviti noteiam, izmantojot
realas karnitna koncenticijas audos, bez karnhita koncentciju
izltdzinaSanas, &k to dafja iepriekS migtajos [Etijumos. KPT | aktivifte
sirds audos palielgjas pec ilgstoSas (4 — 12 nefs) mildroata
lietoSanas (6. as), bet nemaiijas aknu audos. Totiesep 2 nedlu
ilgas mildromta (100 mg/kg) lietoSanas, KPT | aktét sird
samazigjas par 26 %, sadzinot ar kontroles grupu (12. &#), bet no
KPT | atkafga taukskibju p-oksidicija samaziajas par 27 % (1. tabula).
Vienlaikus nenogroja KPT IA un IB mRNS ekspresijas izmas. Tas
atkiras no iepriek§os etjumos nowerotas MRNS ekspresijas
stimulcijas, lietojot mildroatu devas 200 mg/kg pek (21 diena) un
800 mg/kg Zurks (10 dienas) (Degrace et al., 2004; Liepinsh gt al
2008).

legitie rezulfiti liecina, ka KPT | aktividtes, protena un mRNS
daudzuma izmaias Ec mildrorata lietoSanas ir atkagas no 1, cik
izteikts vai ilgstoss ir bijis karmita samazigjums. So efektu iegjams
skaidrot ar dado KPT | izoenmmu K, vértitbam karnitnam, kas ir no
35 uM KPT IA akras, fidz 500-700uM KPT IB muskdu audos, bet
sirdi, kur sastopamas abas izoformag, Wrtiba ir ~ 200uM (Brown
et al., 1995). idz ar to karnina koncenticija nornalos apsik]os sirds
audos (0,6 — 3 mM atkdsa no sugas) un aknu audos (0,4 — 3 mM
atkafba no sugas) ir vaik nela pietiekama, lai nodroSitu taukskbju
transportu mitohondrijos. apec var seciat, ka karnitna koncentcijas
samazigjumam pbat Joti izteiktam vai ilgstoSam, lai notiktu
kompensatora KPT | mRNS un prota daudzuma, akarm aktivitates
palielinaSaras sirds un itpaSi aknu audos.

Vairakos [gtijjumos pa#dits, ka izteikts karniha samazigjums
izraisa hipoglikmiju vai stimuk glikozes oksidciju Zurkas (Broderick,
2006), savufrt meérens karniina samazifjums fEc mildrorata
lietoSanas (200 mg/kg) veicina glikozespemSanu sird un glikozes
metabolism iesaistto enZmu un transportproteu ¢gnu ekspresijas
palielinraSanos p&k (Liepinsh et al., 2008). Karnia samazigjums pat
pec mildrorata lietoSanas d@wv00 mg/kg praktiski neietelda glikozes
koncentaiciju asins negdu@m, ne badiatam Wistar zurkam. Sie dati
liecina, ka karnina samazifjuma ietekme uz glikozes metabolismu ir
atkafga no enelijas substitu pieejanibas, jo glikozes metabolisma
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veicinaSana kalpo & kompensators mehisms kagtas taukskbju
B-oksidacijas apstklos. Papildus gatame, ka kardioprotekva efekta
sasniegSanai nomigak butu veicirat glikozes metabolismu tieSi
iSemijas-repertizijas, nevis normoksijas laik

Agrakie petijumi pa@adijusi, ka mildrorats ka KrAT, un izteikta
hipottze, ka, palielinot acetil-koemma A daudzumu, tiek veicita
dazdu mitohondrijos notiekoSo metabolisma procesu seoriTongr
pedgja laika pEtjumi par mildrorita lietoSanas stimétdo glikozes
metabolismu (Liepinsh et al., 2008) ir pretiuepriekS nogrotajam, jo
acetil-koenmma A uzk&Saris katu PDH kompleksa reakciju norisi.
Lai pilnigak raksturotu mildroata mijiedarbu ar KrAT, ngs veiam
petjumus gan ar atfitu enZmu in vitro, gan ex Vvivo izoletos
mitohondrijos pc mildrorata 2 ned]u lietoSanas. Biamiskie enzma
aktivitates nerijjumi apliecirgja, ka mildromata saistba ar KrAT karnitna
klatiere ir safdzinoSi \aja, jo noteiki K; vertiba ralo karnitna
koncentéciju gadjuma bija 5,2 £ 0,6 mM (8. un 9. ats). Ar
molekubiras dinamikas skdibSanas padzibu noskaidrgm, ka
mildronats konkug ar karnitnu par saiséanos KrAT alvaja centa.
Vieniga biatiska at&irtba ir abu molekulu trimetilamonija grupas
izvietojuma: karniina gaduma trimetilamonija grupa ir iegrenmsth
KrAT aktiva centra hidrofobaj kaba#i, bet mildroata gadjuma — ersta
prom no protea virsmas (10. atis). TieSi tas var izskaidrotagec tik
loti pasliktiras mildrorata saistba ar KrAT karnitna kktbatne. Lai gan
tiek uzskatts, ka viam aciltranfeizem aktvie centri gc to uzluves ir
Iidzigi (Jogl et al.,, 2004), ir zams, ka mildroats neietekra KPT |
aktivitati (Tsoko et al., 1995), kas netieSi liecina pakiatgo mildrorata
un, iesgjams, ar karniina saisSanos 3o efimu kataitiskajos centros.

Lai pilnvertigi raksturotu mildroata mijiedaribu ar KrAT,
enZma aktiviiti notei@m sirds mitohondrijos (bez karmig
koncentécijas izlidzinaSanas), kas izefi no Wistar Zzurkam, ku@am
vadits mildrorits 100 mg/kg. Lai gan karfita koncentcija citosof
samazi@s, ir zirams, ka sirds mitohondrijosép mildrorata lietoSanas
karnitina koncenticija pat nedaudz palielis (Degrace et al., 2004).
KrAT aktivitates nerijumi ex vivoapliecirgja in vitro iegitos datus, jo
enZma aktiviate, saidzinot ar kontroles grupu, nemgis. leditie
rezuleti liecina, ka ne mildroits, ne % lietoSanas ietekenizmairtta
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karnittna koncenticija citosof un mitohondrijos tieSi neietel@arKrAT
aktivitati normoksijas apgklos in vivo. Taja pa% laika nevar izsigt
karnitina koncenficijas izmapu noZmi KrAT aktivitates regudcija
iSemijas un it ipaSi repeffzijas laik, kad palieliata karnitna un
samaziata garo virkpu acilkoenzmu A koncenticija mitohondrijos
KPT | kawSanas &, vartu stimukt enZma aktiviti un attieggi
glikozes metabolisma norises.

Kopuni iegitie rezulfiti liecina, ka mildroata izraistais
karnitna samazifjums izsauc a@das izmajas enetijas metabolisrm
iesaistto enZmu aktiviate, kas vagtu veicirat sirds &inu aizsardibu
pret i€mijas-reperfizijas iesgjamo bofjumu attstbu.

4.2.Karnit ina koncentracijas izmainu ietekme uz infarkta lielumu

Gan karnitna koncenticijas  palielimSaras, gan ar
samaziaSaras var reduet iSemijas izraisto sirds @nu bopjumu.
Karnitina lietoSana samaaja infarkta lielumu pc paliekoSas sirds
kreisis kororaras artrijas okfkizijas (Mouhieddine & de Leiris, 1993),
bet neietekrgja iEmijas-reperiizijas izsaukt nekrotisk bojagjuma
lielumu (Briet et al., 2008). Mildraita lietoSanas ietekinsamaziata
karnitina koncenticija ir kardioprotektva (Dambrova et al., 2002;
Liepinsh et al., 2006). leprie§®s Etijumos ar padits, ka mildroata
kardioprotekivais efekts korel ar karnitna biosintzes prekursora GBB
koncentacijas palielimSanos (Liepinsh et al., 2006).

Misu tijuma laila safdzingjam karnitha (100 mg/kg),
mildronata (100 mg/kg) un abu vielu komlatijas (100 un 100 mg/kg)
14 dienu ilgsto3as lietoSanas ietekmi uz sirdsasaitzbu pret i§mijas-
reperfiziias bofjumu. Ta ka gan karniina, gan mildroata lietoSana
izraisa GBB koncenicijas palieliaSanos, tad ipaSi iz\ertgjam
kardioprotekiva efekta saisbu ar GBB koncenicijas izmaham asins
plazna un sirds audos.

Mildronata 14 dienu lietoSana samaaja karnitha koncen#ciju
sirds audos par 69 %,akan infarkta lielumu par 34 %. Lietojot
mildronata un karniina kombiaciju, karnitna koncentcija sirds audos
un infarkta lielums praktiski nemajas. Karnitna lietoSana palielija ta
koncentaciju sirds audos par 28 %, temticami samazit infarkta
lielumu nespja (11. attls). Sirdsdartbas parametri ned&as starp
grupam ne normoksijas, neé@ijas un repefizijas laila, liecinot, ka
mildronata un karnitna ietekme uz infarkta lielumu nav samsa ar
izmainam sirds veiktaj darla.

30



Gan gc karnitna, gan mildroata lietoSanas GBB konceatija
bija palielirata asins plazm (4.B attls) un sirds audos (5.B al).
Visizteiktak GBB koncenticiju sirds audos palielija karnitha un
mildronata kombiricijas lietoSana, toén Sag grupa nebija \Erojams
infarkta samaziijums (11. agls).

legitie rezuliti apliecirdgja, ka mildroata kardioprotekvais
efekts saists ar izmajam sirds eneijas metabolis@, ko izsauc
karnitina koncenfticijias samazi#iSaras un nevis GBB koncericijas
palielimaSaras. Karnitna koncenticijas samazifSaras ne tikai inhils
KPT | (12. attls), kas ka@ taukskbju metabolismu (1. tabula), bet,
balstoties uz iepriekf petjumu rezultiem, stimué am glikozes
izmantoSanu, jo kompensatori pali@én &s metabolism iesaistto
enZmu ekspresija un aktivte (Broderick, 2006; Liepinsh et al., 2008).

4.3.Karnit ina koncentracijas izmainpu ietekme uz hipertensijas
attistibu

Hipertensija ir miokarda infarkta riska faktorsa larm veicina
endotelilas disfunkcijas (Hirooka et al., 2008) un ateroskiers afstibu
(Biswas et al., 2003). Savark karnitna lietoSana fp aizkat ar
hipertensiju saisto komplikaciju attisttbu (de Sotomayor et al., 2007).
Lidziga antiaterosklerotiska un angioprote&tiedariba ir mildroritam
(Vilskersts et al.,, 2009). Msu Etijuma saldzinajam karnitna,
mildronata un abu vielu kombétijas 8 ned|u ilgstoSas lietoSanas
ietekmi uz hipertensijas izrais komplikaciju atisttbu Dahl sals-jutigo
(DS) Zurku modal

DS Zurkm, kas saema batbu ar palieliatu sls saturu
(PS, 8 % NacCl), izteikta hipertensija 1affas jau @c 4 nedlam
(18. attls). Rec 8 nedlam atfstijas af sirds hipertrofija, torr sirds
mazs@ju nenow¥roja neviea no gru@m, dodot iespju parbaudt
karnitina un mildroata terapijas ietekmi uz hipertensijas izt@igm
komplikacijam.

PS kontroles Zudm, safdzinot ar NS Zurkm, aptuveni 2 reizes
samazigjas karnitna koncentcija asins plazm (3. tabula). Tas vatu
but saistts ar pastipriaitu karnitha ekskgciju ar uffnu nieru bagjumu
de] (Zhu et al, 2009). Karnita lietoSana piliva nowrsa &
koncentacijas samaziSanos zurkm, kuras sgema batbu ar palieliatu
sals saturu. AT karnitna un mildroata kombiracijas lietoSana daji
noversa karnitna koncenticijas samazi#sanos (3. tabula). Mildrata
lietoSana iegrojami samazifja karnitna koncenfticiju, laujot nowrtet
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gan neizmaitias, gan iesrojami pazemiatas karnitna koncenticijas
ietekmi uz hipertensijas izrais komplikaciju attistbu. Lidzgi, ka
noverojam Wistar Zurkas, af DS Zurkis lieto&s vielas palielinja GBB
koncentéciju asins plazm (3. tabula), pie tam visizteit karnitna un
mildronata kombiracijas grup.

PS kontroles DS Zufikn bija ieverojami augstka mirstba neld
NS grupas DS Zuskn. Karnitna un mildroata kombiracija samazigja
mirstibu par 80 % (17. ats). Ta ka sirds funkcioalie parametri un
plausukermeya masas indekss starp giop neatgiras, tad iespjamais
naves €lonis vagtu bat saistts ar sirds krets kambara hipertrofijas
attistibu, kas ir miokarda infarkta un sirds kambaraliearitmiju riska
faktors (Messerli, 1999).

Masu Etijuma rezuliti Wistar Zurku moddal liecina, ka
mildronatam piendt antiaritmiska iedanba, samazinot k@ dazdas
izcelsmes aritmiju atttibas biezumu (14. un 16. &f), ka af samazinot
laiku, lidz atjaunojas norafs sinusa ritms (13. &ts), un koggjo aritmiju
ilgumu (15. attls). Ta ka tiek uzskaits, ka acilkarninu uzkaSaras ir
saistta ar aritmiju afstibu (Bonnet et al.,, 1999), tad visticain
mildronata antiaritmogna iedarhba saista ar samaziéto KPT |
aktivitati (12. at€ls), ko izraisa samazita karnitna koncentcija sirds
audos (5.A atls). Rezuliita samazias acilkarnitnu koncenticija sirds
audos un tiek narsta to aritmogna ietekme. & ka am karnitham
pienmtt antiaritmiskagpadbas (Najafi et al., 2008), tad i€gpms tieSi So
efektu &] karnitna un mildroata kombiracija ticami samazigja DS
Zurku mirstbu (17. attls).

ArT sirds ritma patrinaSaras ir saistta ar mirstbas pieaugumu
gan normotensijas, gan hipertensijas @fes, turkit mirstbas risks
&ada gadjuma ir vienads vai pat lielks nelki paaugstiata holestena
ITmepa, asinsspiediena vai skgSanas ietekm(Palatini, 2008). idzigus
noverojumus izdaiiam af savos ptijumos, jo PS kontroles Zuak pec
8 nedlam ticami patrinajas sirds ritms (19. atis), ka an bija vislielaka
mirstiba, saidzinot ar NS grupas zugk (17. attls). Karnitna un
mildronata kombiracijas lietoSana n@rsa sirds ritma gdrinaSanos, &
an ticami samazija mirstbu (17. attls). Mildronata lietoSana ar
noversa sirds ritma pdrinaSanos, to®r mirstbu ticami samazit
nesgja (p<0,06, satizinot ar PS kontroles grupu). g rezulti
liecina, ka samaz#tto mirstbu kombiracijas gru@ (17. atels) var saist
ar abu savienojumu iepriekS apratest kardiovaskuro sisEmu
aizsargjoSo iedarlbu.
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Hipertensijas izraito endotlija disfunkciju saista gan ar
kardiovaskudro notikumu bieZzumu, gan amu bopjumu attstibu
(Xu et al, 2009). Msu [Etjuma ietvaros izértejam mildrorata,
karnitina un to kombigcijas lietoSanas ietekmi uz endlgta disfunkcijas
atistbu DS Zurku izdlto aortas gredzenu modelLai gan agikos
petijlumos ir no¥roti atsevigi mildronata un karnitna angioprotektie
efekti (Vilskersts et al., 2009), & endatlija funkcijas uzlaboSanos
noverojam tikai karnitna un mildroata kombiracijas grup (20. atéls).
Pastv hipotze, ka endeatija disfunkcijas afistibas kagSana ir saista
ar tieSu aizsaigjoSo ietekmi uz endeliju, nevis ar asinsspiedienu
samazinosSu iedafiu (Tzemos et al., 2001). idu ieditie rezulfti
saskan ar So hipeti, jo, lai gan karnina un mildroata kombiracija
nesamazifija asinsspiedienu (18. @t), ta kaweja endotlija disfunkcijas
attistibu (20. attls).

Lai gan GBB koncenicijas izmapas sirds audos korelar
kardioprotekciju i8mijas-reperfizijas eksperimeata Zurku model pec
mildronata lietoSanas (Liepinsh et al., 2006)iisu rezuliti liecina, ka
Sis efekts torer ir atkafgs no karnina koncenticijas samazigjuma
(11. atels). Toties viens no ticagkajiem karnitha un mildroata
kombiricijas angioprotekva efekta skaidrojumiem ir saitd ar GBB
koncentacijas palieliraSanos, jo gan karfits, gan mildrodts un itipaSi
abu kombiacija palielireja GBB koncenfticiju asins plazm Ta ka tiesi
kombiracijas grug nowrojam visizteikako GBB koncenticijas
palielimSanos un vienlaigi izteiktako aizsard®u pret hipertensijas
komplikacijam, tad vagtu donat, ka GBB ir lmtiska loma So efektu
sasnieg3San Vienlaiagi Sie dati vedina doait, ka GBB angioprotekta
daritba vaBtu wuzlabot ar karriha samazi@jumu saisittos
kardioprotekivos efektus, toer eksperimerils pieadijums $dai
hipotezei el jamekE.
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5. Secimmjumi

legitie rezuliti apliecina mildroata ilgstoSas lietoSanas
nekaifgumu. Noteikts, kaidlz tns neneSu ilga mildroata lietoSana
dewas, kas sirds audos 8idk 16 reizes samazina kaind
koncentaciju un 8 tdz 10 reizes palieling-butirobetana (GBB)
koncentaciju, bet aknu audos 8dz 17 reizes samazina kafnd
koncentaciju un 30 1dz 66 reizes palielina GBB konceatiju,
neizraisa sirdsdatbas un aknu funkcionadiies traugjumus, k& an
praktiski neietekra lipidu profila izmanas audos un asins plazm
Mildronata ilgstoSas lietoSanas reatit tiek kawta no KPT |
atkafga taukslkibju B-oksidacija. Fec 14 dienu ilgas mildraita
lietoSanas izraita karnitna koncenficijas pazemiaSaris izsauc
KPT | aktivitaites samaz@sanos, apec par 27 % samazis sirds
mitohondriju  elpoSana, ak substitu izmantojot palmitoil-
koenZmu A. Kompensatori efima aktiviite sirds audos pieaug
tikai pec vismaz ranesi ilga karniina koncenficijas pazemigjuma.
Normoksijas apgklos mildrorats neietekra piruvata metabolismu,
jo nemaias KrAT un pirusat-dehidrogeazes kompleksa aktivite
sirds mitohondrijos. Lai gan mildrats ir vajS KrAT inhibitors
in vitro un konkug ar karnithu par saisfanos erima akivaja
centa, in vivo mildrorats neietekra enZma aktivifti.

Mildronata izraigtais karnitna koncentcijas samazijums sirds
audos ir pamat melinismiem, kas nodroSina mildrata
kardioprotekivo efektu i&mijas apstklos. NowerSot mildrorata
izraisto karnitna koncenticijas samazi#Sanos, kardioproteiiais
efekts netiek naarots.

Angioprotektva efekta afistbu dls-induc&tas hipertensijas
apstiklos Dahl Zurkam nosaka mildroita un & kombiracijas ar
karnitinu izraista GBB koncenticijas palieliraSaras asins plazem

Mildron ata molekularas darbibas metanisma pamat ir KPT |
aktivit ates kawSana, samazinot karnitna koncentraciju sirds
audos, ka rezultata tiek kavets taukskabju metabolisms un
sasniegts kardioprotekivais efekts.

Karnitina  sisemas reguhcija ir jauns mehanisms
farmaceitiskajai industrijai zalu izstradei kardiovaskularo
saslimSanu terapijai.
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Pateiabas

Velos no sirds pateikties mana atiniska darba vattajam Maijai
Dambrovai un Reaiei Mednei par gtnieciski darba koordigSanu,
lietdefgiem ziratniskajiem padomiem un vispigsl atbalstu darba
tapSaa.

Darba tapSana netu iesgjama, ja nepiedd@bs teogtiki un
praktki Edgars LieppS un Reinis Vilgérsts, smadzaai guru liga
Zvejniece, dwnieku draugi Hedna Grule un Ligita Kama, bikimijas
meistares Eha Skapare un Baiba Svalbe, asistentid¥s MeZapige un
Olga Zarkova, lietu #totaja Raita Brikmane un talaigie studenti —
elpimataji un pilinataji — Marina Makrecka un Edijs avers.

Pateicos Latvijas Organiak sintzes institita vadbai, persoryi
direktoram lvaram Kalyiam par atsadbu un atbalstu.

Pateicos par palzibu rezulstu iegiSara anaitikas meistariem
Solveigai Ginbergai un Osvaldam Pugoéaim, molekudras skaifoSanas
speciilistiem Edvardam Liempiam, Aleksandram Gutsaitam, Kristapam
Jaudzemam un Kirilam Zinovjevam.

Ipasu paldies alos izteikt veakiem un tandm par nerimstoSo
atbalstu un Marinai par sapratni.

Paldies par finanglo atbalstu ptijumu veikSanai AS ,Grindeks”,
ka am AS ,Grindeks” fondam ,Ziatnes un izgtibas atbalstam”.
Materialu iegade veikta Valsts gijumu programmas No. 2010.10-
4/VPP-4 Jaunu profilaksesarstniedbas, diagnostikasidzeu un
metozu, biomedimas tehnolgiju izstrade sabiedbas vesébas
uzlabosanai” apak3Sprojekta ,Digth komplikaciju izpete un
kardiovaskuiro prepafitu biologiska aktivitate” ietvaros.

Darbs tapis ar Eiropas Sakki fonda projekta “Atbalsts

doktorantiem studiju programmas apguvei unatziiska grada ieguvei
Rigas Stradia universilite” finansialu atbalstu.
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