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ANOTACIJA

Musdieras cukura diaéta (CD) terapijas ®rkis ir ne tikai kontradt glikozes
koncentéciju asins, bet ar aizkawt CD \lino komplilaciju atiistbu, &dejadi
uzlabojot pacientu dves kvaliaites aditajus. Lidz ar to nommigi ir vélino komplikaciju
molekubro melanismu @Etijumi, tostarp glioksalu enzmu sistmas iz@te. Nemot
véra to, ka oghidratu vielmahas patolgijas ir saisitas ar izmaitiu enegijas
metabolismu, glikozes un taukddiu vielmanas optimizSana vaitu uzlabot sliribas
un ar to saisto komplikaciju arsSanas iesgas. Promocijas darbaarkis bija izgEtit
jaunus engfijas metabolisma molekirdos melnismus, to reg@Banas iesgas un
markierus oghidratu vielmahas patolg@iju gadjuma.

Promocijas darba ietvaros pirmo reizi ggita zenakas asins glioksates 1
(Glol) aktivitaites saigba ar gpigas periéras dialetiskas neiroptijas atistibu 1. un 2.
tipa CD pacientiem, kas apliecina samatds Glol aktividtes nozmi sapigas
diabetiskas neiroptijas atistiba. Zenika Glol aktiviite nervaudos saith ar augsku
glikozes un triglicedu koncenfticiju, ka afn trauc&tu endotlija funkcionalitti
eksperimeriiaja 2. tipa diabta model. Petijjuma rezuliti liecina, ka Glol aktivitte
asins nav izmairta, atistoties agniem vaskudriem bogjumiem, tongr Glol
aktivitates nerfjumi vactu bat nodergi velino komplilaciju atistibas @tijumiem CD
velinas stadigs.

Darba ietvaros paditi jauni mildrorita molekuérie darlibas mehnismi un
apstiprirata hipotze, ka, samazinot L-kariia biopieejartbu, iesgjams uzlabot
enegijas metabolisma procesus tratas oghidratu vielmanas gagjuma. Mildronata
izraigtais L-karniina samazijums aktie peroksisomu proliféciju aktivejosa
receptora (PPAR)YPPARy koaktivatora lo. (PGCI) sigralce]lu un taukskbju plismas
parvirziSanu, pasagjpt mitohondrijus no g&ezu taukskbju uzk@Saras. Petijuma
rezul@éti apliecina, ka CD pacientiem ar samaginL-karnitna koncen#ciju asins ir
mazk CD \elino komplikaciju, tapéc L-karnitna biopieejarfbas samazisana vaitu

but noderga \&lino komplilaciju atistibas aizkagSanai.



ANNOTATION

Modern therapy of diabetes mellitus (DM) aims btihcontrol blood glucose
levels and also to prevent late complications, tmgoving the patients' quality of life.
Consequently, the molecular mechanisms of late Goatjns, including glyoxalase
enzyme system, are intensively studied. Givendbethat the carbohydrate metabolism
disorders are associated with impaired energy robksab, the optimization of glucose
and fatty acid metabolism could improve the treatimef the disease as well as
associated complications. The aim of the thesis teasliscover novel molecular
markers and possibilities for the regulation of thelecular mechanisms underlying
energy metabolism pathways.

This study is the first to associate a lower blgbgbxalase 1 (Glol) activity
with development of the painful peripheral diabeteuropathy in type 1 and 2 diabetes
mellitus patients thus providing the experimentatlence for the role of altered Glol
activity in the development of painful diabetic ngpathy. Lower Glol activity in the
neuronal tissues was associated with higher blodgcoge and triglyceride
concentrations, as well as impaired endotheliumeddpnt relaxation to acetylcholine
in aortic rings in the experimental model of typdi@betes. Obtained results show that
blood Glol activity could not be used as an eardykar of the development of vascular
complications, but nevertheless the measurementdood Glol activity might be a
useful approach to study the development of latepdizations of DM.

Novel insights into molecular mechanisms of actainmildronate have been
provided in the thesis. Thus, the mildronate-induceduction in bioavailability of L-
carnitine improves adaption to hyperglycemia- aggdenlipidemia-induced metabolic
disturbances. These processes include activatigperdixisome proliferator-activated
receptor oo (PPARy)/ PPARy coactivator & (PGCh) signaling pathways and
redirection of fatty acid metabolism, which protetite mitochondria against long-chain
fatty acid overload. The results of the study pdevevidence that the reduction of L-
carnitine bioavailability could be useful approaith delay the development of late

complications of DM.



SATURA RADITAJS

Darka lietotie SASINAJUMI ......cccee oo e e e e e e e e e e e et e e e e e e e e e e aeeeees 6
1Y T PP 8
D= 14 o = W 11 1SS 9
Darba UZAEVUMI ... e e e e e e e e e e e e e e e eeeeeaeees 9
D= 14 o = W 1] 010 74 = 10
Darba ziltniska NOVITALE...........uuuiiiiiiieee e eeeem e 10
1. Literafiras @pPSKALS .......covvviiieiiiiiiiii e a e a e eae e 11
1.1. Cukura diakta \eltno komplikaciju atisbas meBnismi.............ccccoeeveviiiiinnnns 11
1.1.1. Dzias glikeSaras galaproduktu (AGE) veidoS@8\.............cccovvvvvvevvviinnnnnnns 12
1.1.2. AGE atkagie molekuiirie melanismi...........cccooviiiiiiiiiiii e 17
1.1.3. Glioksazu enzmu aizsargsismas loma.............cccceeevevevvveeiiiiniinnnnn. 20
1.1.4. Og¢hidratu enegijas metabolisma pataltski trau@jumi .............cceeeeeen... 24
1.2. Cukura diakta mikro- un makrovaskato komplikaciju pétiSanas iesgas...... 25
1.2.1.Gerztiski noteikti metaba sindroma un 2. tipa cukura dida
eksperimerilie MO .............ooeeeiiiiiie e 26
1.2.2. Eksperimeali izraisita dislipicemija un insuina rezistence...................... 27
1.3. Cukura diafta \€ltno komplikaciju atisibas aizka®Sana ...............eevvvvveiinnnnnn. 27
1.3.1. GlilkeSaras un AGE veidoSas procesu KaBana..............evveeeiieeeeeeeeeennn. 28
1.3.2. Ligdu un oghidratu metabolismaitizsvara farmakolgska atjaunoSana.. 30
2. Matertili UN METOUES ........uuiiiiiiiiiiiiieceee e bbbttt e e e e e e e e e e e e e e s 34
2.1. Kliniska petijuma daibnieki..........ccoooiiiiiiieee 34
2.2, DAVNIEKI......iiiiiiiiiiieeiieeee e ———————— 35
2.3 MAEEHI ... e e e e e et e e et bbb nn——————ae 36
P V11 (o To [ PP 37
2.4.1. Bikimisko parametru amjumi eksperimerniajos paraugos..................... 37
2.4.2. Bikimisko parametru amjumi kliniskajos paraugos ..........ccccevvevvvvvennnnnns 37
2.4.1. Leiko@u izokSana ar eritratu lizéSanas metodi.............cccoevvvveviinnnnnns 38..
2.4.2. Plismas CItOMEtrijas ar@B ............ceeeiieieieeeeeiieeeeeeeeeeees o e eeeaansennnnns 38
2.4.3. Asins liztu sagatavoSana gliokgal aktivitites noteikSanai .................... 39

2.4.4. Glioksalzes 1 aktiviites noteikSana asins paraugos............. cow .. 39
2.4.5. Glioksalzes 2 aktiviites noteikSana asins paraugos............. co... 40

2.4.6. Glioksalzes enunu aktivitates noteikSana audu homogs.................. 40
2.4.7. Izoktas zurkas sirds infarkti............ooeeiiiiceeemmiiiii s 40
2.4.8. Taukskbju oksidicija izolta ZUrku Sird...............oevvvviiiiiiiiiiieeeeeeeeeennd 41
2.4.9. Peroksisoaho taukskibju OKSIACIA .......euveeiiiiiiiiiiiiee e 42
2.4.10. Mitohondriju un sirds muskugiedru skibela pagripa merjumi......... 42
2.4.11. Citosola un kodolu ekstraktu imunoblotal&aea................cccceeeeveeeeeenenn. 43
2.4.12. Taukskbju daudzuma noteikSana ar GHMS metodi ......ccuo.-........... 44
2.4.13. mRNS iz@Bana un kvantitata RT-FKR anaize ..............cccceevvvvvviiinninnns 44
2.4.14. Diabta pacientu ino komplikaciju noerteSana ............ceeeeeeeevveveeeennnns 45
2.4.15. Eksperimealp diaketa davnieku \&lino komplilaciju nowertesana........ 46
2.5. Datu StatiStiSKapSIAAE. ........ceeeeeiieiiiiiiee e e e e e e e e e e e e eeaeeenanan s a7
S REZUIBL ... e e e e e et e et b rnnn——— e e araaannan 48
3.1. GlioksaiZzu aizsargsistnas nomme dialgta \e€lino komplilaciju attistiba ........ 48
3.1.1. Glioksalzes enmmu sisEmas ngriSanas metozu izatfe ............cccceevveeeee 48
3.1.2. Glioksalzes 1 aktiviites saigba ar &pigu neirojtijas atistbu .............. 51



3.1.3. Glioksalzes enmmu aktivitates un ekspresijas iznais eksperimealajos

AZIVNIEKU MOTEDS ...ttt ettt e e e e e e e e e e aeeees 56
3.2. Enegijas metabolismu ietek&psSu savienojumu un to komlaiciju lietoSanas
efektivitate odhidratu vielmanas patol@iju gadjuma.............eevuuvrrniiiineneeeeeeeeeeeeee. 66
3.2.1. Mildrorata un & kombiracijas ar metforrmmu ievadSanas ietekme
aptaukosSais un metabalsindroma model...........ccooovviiiiiiiiiie 66
3.2.2. Mildrorata ievadSanas ietekme hiperligithijas un insuha rezistences
[ L0 [ OO 77
3.2.3. Mildrorata kardioproteki/a efekta molekuro melanismu izg@te ............ 83
3.2.4. Asins L-karniha koncen#cijas saigba ar cukura diaita \elino
komplikaciju atisttbas pakpi 1. un 2. tipa CD pacientiem .............ccceceeeeeennns 91
A, DISKUSIJA ..eieeeeeeeeettite et e e e ettt e e e e e e e e e e e e e aaaaeaeaeaeeeeeeeeenrnrens 97
4.1. Glioksaizu aktiviates noteikSanas metozu un uzgkdmas apsklu
STANAANTIESANA ...ttt e e e e e e e e e e eeeeebbbbe e nnnas 97
4.2. Glioksaizu enzmu aktiviates izmanas diabta gadjuma ..........cccceeeeeeeeeeeeeenn.. 99
4.3. Glioksaizes 1 aktiviites saigba ar €lino komplikaciju atistbu .................. 101
4.4. Enegijas metabolisma regidija eksperimetajos ...........cceevevvvveiiiiiiiineeeenn. 105
oglhidratu un lipidu vielmanas patol@iju MOdEOS............euviiiiiiiieeeeeiiieeeeeeeiies 105
4.5. Mildrorata molekudirie darbbas meBniSMi ..., 110
4.6. L-karniina koncentcijas saiSba ar cukura diadba \eltno komplikaciju
attisbas pakpi CD PACIENTOS.........civviieieiiiiiiie s eereee s e e e e e e e e e e e e eeeeeaeeeeeananes 114
TS T=Tox 11U ] o o S 117
6. 1ZMAaNtOl [IHEIAMIIa .. ...ceeeeeeeii it ae e 181
7. Publilacijas un zaojumi par @Bijuma BMU........coooeeeeeieeiieeeeiiiiiiiie e 132
8. PIEIKUMI ...ttt 135



DARBA LIETOTIE SA ISINAJUMI
3-DG-H1 - 3-dezoksiglikozon-imidazolons
ABL-holesteins - augsta bfuma holestans
ACSL - gakézu acil-koenmmu A sintefize
ACOX - acil-koenzma-A oksidize 1
ADA - Amerikas Dialata asodicija
AGE - dzias glikeSaras galaprodukti
AMF - adenoma monofogits
AMPK - adenoma monofosita kinaze
ATF - adenoma trifostts
BSA - \erSa seruma albuims
CD - cukura diaéts
CML - Ne-(1-karboksimetil)lizns
CoOA - koenzms A
CRP - C-reakvais protens
DNS - dezoksiribonukiaskabe
DPP-4 - dipeptidil peptize-4
DTT - ditiotreitols
EASD - Eiropas Diafta Etnieabas asoacija
EDTA - etilendianina tetraeliskabe
EGTA — etiEnglikola tetraetiskabe
El - ekspresijas indekss
FAT/CD36 - taukskbju translokize
FA - brivas taukskbes
FADH; - reduétais flavna-ademma dinukleotds
FABP - taukskbes saistoSais prates
FATP - transmemlanas taukskbju transportprot@s
FE - fikoeritins
GADPH - gliceraldetd-3-fostitdehidrogeaze
GFA - glomerulu filtacijasatrums
GHMS - cizu hromatogifijas masspektrometrija
GLUT - glikozes transportprotes
Glol - glioksaize 1 (EC 4.4.1.5, laktoilglutationaiie)
Glo2 - glioksadze 2 (EC 3.1.2.6, hidroksiacilglutationa hidizs)

GLO+/- - peles, kam ageretisku manipudciju pakidzibu deaktivizts GLO gns

(abreviatira no angu val.,knockout)
GLP-1 - glikagonamitizigais pepts-1
GSH - redueétais glutations

HbAlc - gliketais hemogloins



HK Il - heksokiraze Il

hs-CRP - augstas jbias C-reakvais protens

InsR - insuina receptors

KDNS - komplemenara dezoksiribonuklmskabe

Km - Mihaelisa-Mentenas konstante

KMI - kermepa masas indekss

KPT - karnitha palmitoiltransfeaze

LPL - lipoproté@nu lipaze

LOX1 - lekinam-kdzigais oksidtu zema kvuma lipoprotenu (ZBL) receptors 1
MFI - fluorescences intensie

MG-H1 - no metilglioksla atvasiats hidroimidazolons
MRNS - matrices jeb inforacijas ribonuklénskabe
NAD" - oksicktais nikotnanida-adema dinuklecids
NADH" - reduétais nikoinamda-adeina dinukledids
NDS - neirojtijas defiata skala

NF-xB - kodola faktorsB

NO - shpela oksds

NSS - neiroptijas simptomu skala

OKTN - organisko katjonu/karnita transportproias
P-AMPK - fosforikta adenoma monofosita kinaze
PARP - poli(ADF-ribozes) poliméare

PBS - fosfitu bufer&idums

PDH - piruatdehidrogeazes komplekss

PDK - piruvatdehidrogeazes kiraze

PI3K - fosfatidilinozitol 3-kiraze

PEX - peroksisomo membénu proténi

PGC. - PPAR koaktivators 1 alfa

PKC - protenkinaze C

PMSF - fenilmetilsulfonilfluords

PPAR - peroksisomu prolifaéciju aktivejoSie receptori
RAGE - dzias glikeSaras galaproduktu receptors
RT-PKR - reala laika reveras transkripcijas polimazeskédes reakcija
SDS - atrija dodecilsulfits

SEM - vickjas aritnetiskas \ertibas standartkda

SUS - neapigs stavas uztveres slieksnis

TEMED - N,N,N',N'-tetrametiletdndianins
ZBL-holesteins - zema lvuma holesténs



IEVADS

Musdieras cukura diaéta (CD) terapijas ®rkis ir ne tikai kontradt glikozes
koncenticiju asins, bet ar aizkawt CD \lino komplikaciju attistibu.
Epidemiolgiskajos @tijumos paidits, ka CD €lino komplikaciju attistitbu galvenokrt
nosaka hipergliémijas palkipe un ilgums, todr taja pa% laika ai pacientiem ar
normaliem vai nedaudz paaugsiirem glikozes metabolismu raksturojoSiefditajiem
attistas smagas kompliicijas. Turkht klinisko @Etijumu dati liecina, ka tikai glikozes
vai glikéta hemoglolbna koncentcijas normalizSana diaéta pacientiem pilfiba
nenoers \lino komplikaciju simptomus. Prazaku molekuiro melanismu
noskaidroSana un jaunu rReru [Etijumi lautu progno velino komplikaciju
attisbas risku diafta, ka afn predialgta gadjuma. Aizkawjot velino komplikaciju
atistbu CD pacientiem, du iesgjams samazit arstSaras izmaksas un uzlabot
pacientu dwes kvalifiti. Veidojot efekivakas straigijas lino komplikaciju
aizkaeSanai, ir nepiecieSams zin kadi molekubrie metanismi patrina vai kae to
attistbu.

Hroniska hipergligmija CD pacientiem var izrats neatgriezenisku
neenzimtisku glikozes saisianos ar proteiem. Ss saisSaras rezulfita veidojas
kimiski loti stabili savienojumi - d#s glikeSaras galaprodukti (AGE) (Peppa, 2005).
AGE veidoSaas izmaina profau funkcioralo aktivitati un izraisa 8nu un audu
bojajumus, kas veicina CD &ifno komplilaciju atistbu, fidejadi neenzimtiska
glikeSsaras un AGE uzkasSaras ir viens no CD &ino komplikaciju patgerezes
melanismiem. Glioksazu sistmas enmmi, glioksahize 1 (Glol) un glioksake 2
(Glo2), veido snas enziratisko aizsardibas sistmu pret neenziatisku glikeSanos,
parversot Joti regiétspejigos glikozes metabilis netoksisks molekuds, kas iesaigs
Sinas normalajas metabolisma reakag un neveido AGE (Rabbani, 2011). Samazinot
AGE veidoSanos, glioksatu siséma var kaet ai CD \elino komplikaciju atfistibu,
tomer lidzSirgjos Etijumos grliecinosi pieadijumi tam nav atrasti,apec joprogpm
aktuali ir petjjumi par glioksaizu enzmu lomu CD ¥lino komplilaciju patgereze.

Oglhidratu vielmahas patol@ijas ir saisttas af ar izmaham enegijas
metabolism, ka rezultta palielinas taukskbju un samaziis glikozes oksigcija koggja
Sinas izdzvoSanai nepiecieSanaagnegijas plisma. Proporcioala tauku un ofhidratu
metabolismaiimepa uztugSana sirds audos un organiskopuna ir noamigs ntisdienu

biomedi@nas jaudjums, jo traugumi enegijas metabolism veicina fidu saslimSanu



masveidgu izplatbu ka cukura diabts, sirds mazsja, ateroskleroze un airh saisito
dzves kvaliites zudumu (Carvajal, 2003, Kamalesh, 2007, Lar2edg). Latvia labi
paastamajam kardioprotekiajam savienojumam mildratam @Edéjo gadu lailkk
atklata glikozes metabolismu veicinoSa akétet (Liepinsh, 2006, Liepinsh, 2008), kas
tiek skaidrota ar mildraita L-karniina biosinézi kawjoso darlbu (Simkhovich,
1988). L-karniins ir nepiecieSams kofaktors taukiski metabolisra, kur tas piedak
gakézu taukskbju transpo@Sara cauri mitohondrija membnai, &dgjadi veicinot to
oksidaciju (Rebouche, 1992). Mildrats samazina karfita koncen#ciju organism,
ka rezulita izpauzasa kardioprotekiva un glikozes metabolismu regjdsa aktivitate
(Dambrova, 2002). Toaén detali£ti Sie procesiidz Sim nav izptiti, un nepiecieSams
noskaidrot, vai mildrofita lietoSana vatu uzlabot #ditajus odhidratu vielmahas
patolgzijas gadjuma, saglabjot kardioprotekivo efektu. Turkit nepiecieSams ar
noskaidrot iesgjamos mildroata molekudiras darllbas mehnismus sirds audos.

Izmantojot L-karniina sigralcelu moduéSanu ar mildrosta paidzibu, Kk an
klinisko paraugu anai, darba ietvarosdtiti jauni CD &lino komplikaciju molekukrie
markieri un iesgjamo terapiju daribas mehnismi. Molekukro meflanismu padZinata
izpratne ne tikai var likt pamatus jaunilie mekEjumiem, bet arpalidzet atrast jaunas
metodes esoSo terapiju efekti@s noertcSanai.

Promocijas darba eksperimaliat dda veikta Latvijas Organigk sintzes

institita Farmaceitisks farmakolgijas laboratorj.

DARBA M ERKIS

Petit jaunus engijas metabolisma molekiros melanismus, to reg@Banas

iesgjas un mdgierus odhidratu vielmanas patolgiju gadjuma.

DARBA UZDEVUMI

1. Petit Glol ka biokimiska maikiera saisbu ar @apigas perigras dialgtiskas
neirogtijas atistibu 1. un 2. tipa CD pacientu asins paraugos.
2. Petit Glol un Glo2 enimus Il biokimiskos makierus eksperimealajos

laboratorijas diwnieku dialeta modéos.



3. Petit enegijas metabolisma modulatora, mildéta, kardioprotekva efekta
molekukros melanismus sirds audos.
4. Petit samaziatas asins L-karriha koncenticijas saigbu ar diabta \€lino

komplikaciju atisttbu un smaguma pagi.

DARBA HIPOT EZES

1. Glol aktiviaite ir izmantojama agmu CD \Elino komplikaciju un dialgtiskas
neiropatijas fenotipa noteikSanai.
2. Samaziatai L-karnitna biopieejanbai ir kardioproteldvs efekts othidratu

metabolisma patofpju gadjuma.

DARBA ZIN ATNISK A NOVIT ATE

Darba ietvaros pirmo reizi patdita zenakas asins Glol aktivtes saigba ar
sapigas periéras dialzgtiskas neiroptijas atistibu 1. un 2. tipa CD pacientienigk ar to
apstiprinot izvirzto hipo€zi par Glol & molekubro makieri diaketa \€lino
komplikaciju petijjumos. Eksperimeali paraditi jauni mildrorata molekudrie darbbas
melanismi un apstipriata hipotze, ka, samazinot L-kariita biopieejanbu, iesgjams
uzlabot enefijas metabolisma procesus tratas odhidratu vielmahas gaguma.
Mildronata izraistais L-karnitna samazifjums aktie PPAR/PGCI sigralcelu un
parvirza taukskbju plismu, pasaigot mitohondrijus no g&e€zu taukskbju uzkasaras

iIS€mijas apstklos un oghidratu metabolisma patofgu gadjuma.
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1. LITERAT URAS APSKATS

1.1. Cukura diabeta velino komplikaciju attisttbas metanismi

Cukura diabts (CD) ir aplartgjas vides ungeretisku faktoru noteikta hroniska,
metaboliska saslimSana, kas raksturojas ar paagigstylikozes konceniciju asins
insulina defigta vai rezistencesétl Pirma tipa CD gafjuma pacientiem insaha
produkcija nenotiek autoiimas aizkyga dziedzera betg) Sinu destrukcijas rezuita,
savulart 2. tipa CD rakstdga aptaukoSas un insuina rezistences a&tiba. Pasaules
Veselbas organiacijas dati liecina, ka msdieras pasauw ar CD slimo vaiik neka 300
miljoni cilveku, turkkt 90-95% gagumos no kopja skaita - ar 2. tipa CD. Namigi,
ka 35% no pieauguso popaijas ir diagnostiéts prediabts jeb metabolais sindroms,
kas raksturojas ar abdomain aptaukoSanos, @&eni paaugstifitu glikozes
koncenticiju asins, insuina rezistenci un paaugstin asinsspiedienu, da neatbilst
visiem CD klasifikicijas kririjiem (Centers for Disease Control and Preventiiii,1).
Pirma tipa CD ir tikai 5-10% no kapa cukura diabta slimnieku skaita, toen jaunu
gadjumu skaits katru gadu palietis vickji par 3% (Onkamo, 1999). Lai gan kat&s
slimibas etiolgija, kliniskie simptomi un sastopabas biezums, gan 1. tipa, gan 2. tipa
CD gadjuma raksturga wlino komplikiciju atfistba. Bez mikrovaskatajam
komplikacijam, kas kiniski izpauzas & nefromtija, retinogtija vai neiroptija
(Marshall, 2006), CD pacientiem biezi sastopamasiakrovaskuras komplilacijas —
ateroskleroze, kardiovaskuis un cerebrovaskaias slinibas.

CD komplikaciju patqerszes pamat ir oglhidratu metabolisma izmau un
oksidalva stresa izrai$a endatilija disfunkcija (Potenza, 2009, 1.1.&d). Odhidratu
vielmaipas patolgiju gadjuma parmeérigu mitohondrla superoksla anjona
veidoSanos mazo asinsvadu emtlat Sinas seknd ilgstoSa iek&nu hiperglikkmija,
savukart lielo asinsvadu endédtja Sinas un sirds musKaudos - insdha rezistences
izraigta pastipriata taukskbju oksidicija (Giacco, 2010). Pastipéta superokala
anjonu veidoSas aktie 5 galvenos kompliéciju pat@ercze iesaisitos vielmanas
cdus: poliolu vielmaias céa aktivaciju, protankinazes C (PKC) aktiaciju,
heksozarmu vielmahas céa aktiaciju, dzias glikeSaras galaproduktu (arg val.
Advanced Glycation EndproductsAGE) daudzuma palieliSanos un uzkganos, k
aii AGE receptoru (RAGE) ekspresijas un to a¥pgo ligandu daudzuma
palielinaSaras. Rdejo gadu ptijumos tiek uzskats, ka visus vielmaas sigalcelus
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apvieno viens kompliciju atisibas mehnisms - pastipriita reakivo slabela
savienojumu veidoSaa mitohondrijos (Brownlee, 2005).

Hiperglikémija, insulina rezistence,
hiperinsulinémija

lGI!kQZ?S Bl e Lipotoksicitate
oksidacija stress

AGE veidoSanas, -
[ RAGE ][ PKC aktivacija ]

Endotélija disfunkcija

4 4 4

[ Tromboze ] [ Vazokonstrikcija] [ lekaisums ]

Retinopatija, nefropatija, neiropatija,
kardiovaskularas slimibas, hipertensija

1.1. att. Cukura diabeta mikro- un makrovaskularo komplik aciju attistibas mefanismi
(adapéts pEc Potenza, 2009)

Diabgta elino komplilaciju attistibu var sekrét an ar cukura diaktu saisits
hronisks iekaisuma process, izraisot vagkuln § Sinu darlbas traugjumus 1. tipa
CD un insuina rezistenci — 2. tipa CD gguma (Villeneuve, 2010). Inswha rezistence
raksturojas ar paaugsiion brivo taukskbju koncenticiju, kas koa ar
hiperinsulirtmiju veicina dislipiémijas atistbu (Mooradian, 2009). &l rezul@ta,
hiperglikkmija un dislipimija var veicirat iekaisuma un citu patalsku ¢enu un
protanu ekspresijas izm@as, sekrdjot mikro- un makrovaskato komplikaciju
attisttbu (King, 2008).

1.1.1. Dzlas glikesanmas galaproduktu (AGE) veidoSaras

Neenzinatiska glikeSaras ir oghidratu molekulu (biezk glikozes vai fruktozes,
galaktozes, mannozes, ribozes) vai lwmti reggtspejigo metabatu (glioksila,
metilglioksala un 3-dezoksiglikozona) neenztiska saisSaras pie bivo aminogrupu
atlikumiem aminoskbju, prot@nu, nukl@nskabju un fosfolipdu molekuis (Miyazawa,
2012, Thornalley, 2008). Fizigltskos apsiklos 99% glikozes cika organisra
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atrodama ciklisk forma, kas glikkSaras reakcijis neiesaiss, toner, ja glikozes
koncentacija asins ir pietiekami augsta u@a pariet lineara strukiira, strauji palielias
varbitiba, ka &das reakcijas notiks. Fruktoze ir gesspsjigaka un atrak iesaisis
neenzinatiskas glikeSaras reakciis ka glikoze, jo liehkka méra atrodama lingra
struktira (Nass, 2007). Pirmo reikiimisko reakciju starp dbidratiem un proteniem
20. gadsimta akuma apraksa frantu zinatnieks L.C. Maigrs (frartu val.
L.C.Maillard), noerojot, ka glikozes un aminoskes gliGna neenziratiskas reakcijas
rezuléta veidojas dzeltenkni savienojumi (Maillard, 1912). Neenzitiska glikeSaras

notiek vaifkos posmos (1.2. &ts).

Amadori
Proteins y produkts
Q Sifa baze Q
NH, Stundas . N;H Dienas H Neglas-menesi
+ “— ” “— |
H. 20© H—C H—C —H ¢
C | |
| (CHOH) 4 C|3 =0
(CHOH) 4 | +
| CH,OH (CHOH)s /
CH,OH ¢! 0
Glikoze CH,OH N / p
A\
SN
Dzilas glikeSaras
galaprodukti -
Glioksals AGE
Metilglioks als

u.c. a-oksoaldehdi
1.2. att. Maij ara reakcijas jeb neenzinatiskas glikeSams slema

Pirmap glikeéSaras posm notiek reakcija starp glikozes alddgrupu un
protana bivo aminogrupu, kuras rezaii dazu stundu laikkveidojaskimiski nestabili
aginas glikkSaras produkti - Sifa bzes (Ulrich, 2001). Dazu dienu lailSifa &zu
strukiiras notiek &na saiSu frgrupeSaras un veidojas daudz staikl savienojumi,
Amadori produkti jeb glikozami (Nass, 2007). Lai gan atgriezeniska reakcija ir
iesggjama, tai ir zeraks eneggtiskais imenis, fidél Amadori produkti uzkijas
organisma (Stitt, 2001, Ulrich, 2001). Glitais hemoglomns (HbA1c) ir visvaiik
petitais un paistanakais Amadori produkts unatveidoSaas atrums un daudzums
asins ir atkargs no hipergligmijas pakipes un ilguma (ADA, 2009, Koenig, 1976). Ja

Amadori produktu veidoSanir iesaisiti stabili proténi (piemeram, kolagns), un
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savienojumi organistn atrodas vaikus neEneSus vai pat gadus, tie vaénil
dehidragties un prgrupeties. Mainoties molekulas konfoawijai, atbivojas
sulfhidrilgrupas un izveidojas distdisaites, kas veicina pratel agregciju un kimiski
loti stabilu protenu struktiru — AGE veidoSanos. AGE veidojas ne tikai glikozei
saistoties ar proteiem, bet ar no reggtsgEjigiem metabatiem: glioksla,
metilglioksala un citiem a-oksoaldeidiem (Degenhardt, 1998, Thornalley, 1999).
Neenzinatiska glikeSaras un pastipriita AGE veidoSais ir iesaistas novecoSas
procesa, neirolgsko saslimSanu un cukura déd \elino komplikaciju attstba.
Zinamas vaidkas regctspejigo metabatu veidoSaas iesgjas (Singh, 2001, 1.3.
atels):

1. Glikozes autooksittija, ko kataliz meli

2. Sifa tizu un Amadori produktu aodidaras
3. Triozu foshtu fragmenicija
4. Lipidu peroksidcija
5. Ketonvielu un treoma katabolisms
6. Fruktozes 3-fogfta veidoSafs un sadaaras
/ proteins
Sorbitols Glikoze‘\"'\\HzN
Sifa baze
Lip idi Fruktoze \
TrioZu Ketonvielas Fruktozes 3-fosfits Amadori
fosfati un treonins produkts

Glioksals Metilglioksals 3-dezoksiglikozons a-oksoaldehdi

v
AGEs

1.3. att. Reagetspejigo metaboitu veidoSaras
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Metilglioksals ir viens no regetspejigakajiem starpproduktiem AGE veido%esn
proceda un galvenokrt rodas, nardoties triozu fogsftiem - neenziratiski
defosforikjoties gliceraldetda 3-fosfitam un dihidroksiacetona fasam (Thornalley,
2005, Thornalley, 2007). Zims, ka zditajiem fiziologiskos apsiklos metilgliokala
veidoSaas sastda apmram 0,1-0,4% no kapa triozu fosatu metabolisma apjoma
(Phillips, 1993). ligstoSas hipergéitnijas apsiklos metilgliokala veidoSaas triozu
fosfatu metabolisma d& palielinas lidz pat 1% no kagas glikozes triozu pismas
(Thornalley, 1988). Metilgliokdls atgriezeniski reg ar cisténa atlikumiem, veidojot
hemitioaceila atvasigjumus, K af ar lizina un argima atlikumiem, veidojot
glikozamnus. Talakas reakcijas ir neatgriezeniskas, un syakais produkts ir no
metilglioksala atvasiatais hidroimidazolons (MG-H1) (1.4. al§). MG-H1 daudzuma
palielinaSaras ir saisita ar kataraktas astibu (Ahmed, 2003) un lieku retinoptijas
gadjumu skaitu 1. tipa CD pacientiem (Fosmark, 200@gtilglioksals, reagjot ar
lizina atlikumiem, veido adu AGE 1l Ne-(1-karboksietil)liznu (CEL) vai
metilglioksala lizina dinéru (MOLD) (Degenhardt, 1998).

Lidzigi metilglioksalam glioksils reaé ar lizina un argima atlikumiem,
veidojot dus AGE k& Ne-(1-karboksimetil)liznu (CML) (1.4. ails) (Wells-Knecht,
1995) un no gliokdla atvasiato hidroimidazolonu (Thornalley, 2003).

| CH |
H 3
o N~ o .
H(IZ—(CHZ)S—NH—Q H(|3—(CH2)4—NH2—CH2COO'
ITJH N™ 0 TH
H
MG-H1 CML _H_|C_CO_
TCHZ)“
HOCH;—(CHOH), | HOCH, H
lco H CH, GO — NN
| N HC— (CH,)—N | )—NH
HC—(CH)3—N I i = = |
P (CHTNT H NH N CH)
NH N | 2)3
| S H™ %
e —N—C—CO—
3DG-H1 piralins H H
pentozidins

O K o H
<f§ f&
e <w ey o

No nukleotidiem
veidotie AGE

1.4. att. AGE fragmentu struktarformulas
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CML veidoSaas norit saidzinoSi atri un sasida liekko ddu no lizna
atvasiratiem AGE (Knecht, 1991). CML var veidoties gan gles autooksitijas, gan
lipidu peroksidcijas rezulita, tadéjadi var kit par makieri oksidatvam stresam,
oksickjoties oghidratiem un ligdiem (Requena, 1996).

Petjumos noskaidrots, ka 3-dezoksiglikozonam gegat ar proténu
aminogruam, veidojas CML, 3-dezoksiglikozon-imidazolons (&8H1) (Jono, 2004,
Konishi, 1994), pirahs (Hayase, 1989) un neliedaudzum ai pentozidns (Dyer,
1991) (1.4. a#lis). 3-Dezoksiglikozons piedal af kristaina un kolagna
neenzinatiska glikeéSara, sekngjot novecoSanos un diga vaskuiro komplikaciju,
aterosklerozes un hipertensijagsibu (Niwa, 1999).

Ari DNS strukiira nav pasagga no glikkSaras ar gliokalu un metilgliokglu
(Krymkiewicz, 1973). Fiziolgiskos apsiklos dezoksiguan@azs ir visregétspejigais
nukleotds, tas rege ar a-oksoaldeidiem, veidojot imidazopurinona atvagimmus —
no nukleoidiem atvasiatos AGE (1.4. a#ls) (Yuan, 2008). Nukletdu AGE khtbatne
DNS struktira paaugstina matiju biezumu, izraisa DNS dubults@ies @rravumus un
citotoksicititi (Murata-Kamiya, 2001, Thornalley, 2010).

AGE daudzumu organisinnosaka ne tikai to endogerveidosSaas, bet ar
ekso@ni avoti, pientram, uzturs un sekeSana (1.5. aits). Lidz ar novecoSanos
pakninas enegijas metabolisms un nieru glomeidds filtracijas atrums, &dgjadi

paaugstinot AGE konceiatriju organisn.

NovecoSaas Uzturs

\ 4

Endogena SmekeSana
veidosams | ™\4 ' “AGE |imenis &~ ’
organisma
Nieru Energijas
klirenss metabolisms

1.5. att. Faktori, kas nosaka cirkuéjoSo AGE koncentraciju

Uztura AGE veidojas, termiski apamiajot partikas produktus. Faktori, kas
nosaka izveidoto AGE daudzumu, ir uzturvielas, terapra, adens daudzums un

termiskas apstides laiks. Ar olbaltumviam un taukiem bama maltite AGE saturs ir
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12-30 reizu augsks, saidzinot ar o¢hidratus saturoSiem produktiem (Goldberg, 2004).
AGE veidoSanos veicina produktu apde augst temperaira, pientram, cepsana,
grileSana, fritgSsana. AGE saturu uzturiesggjams samazit, izmantojot zeraku
temperairu, lielaku tdens daudzumu #wot, tvaiEjot vai sawdjot) vai skibas
marirades (citrona sulu, ddi) (Goldberg, 2004, Uribarri, 2010). No AGE, kasamti
ar partiku, uzgicas aptuveni 10%, un divas treB#ano tiem uzlijas audos (Finot,
2005, Koschinsky, 1997).¢P syEjas izraist oksidaivo stresu un iekaisumu ar uzturu
uznemtie AGE ir tdz\ertigi endognajiem (Vlassara, 2004). Tabaka un tabakamsidr
viens no regetspejigo a-oksoaldeidu un eksogno AGE avotiem (Cerami, 1997).
Tabakas gruzbana pc batibas ir Maipra reakcija: ciete gyverSas par glikozi un
regeetspejigiem a-oksoaldeidiem, kas reg ar proténiem, tidéjadi veicinot toksisku
AGE veidoSanos (Nicholl, 1998).e¢Bjumos noskaidrots, ka sfietajiem ir augsiks
AGE daudzums asins seraparerijas un acudcas (Nicholl, 1998, Stitt, 2001).

1.1.2. AGE atkangie molekularie mehanismi

Gan Sifa Bzu, gan Amadori produktu veidoZanir tieSi atkaiga no glikozes
koncentécijas asifis, idz ar to hroniska hipergiknija CD pacientiem veicina
regzetspejigo a-oksoalderdu un AGE veidoSanos un uzkanos audos. CD pacientiem
regeetspejigo metabatu un AGE daudzums organignr 1,3-1,4 reizes augi#ts nek
cilvekiem bez CD, turkit attistoties €linam komplikacijam to koncenticija el pieaug
un ir 2-3 reizes augskta nek veseliem indiwdiem (Ghanem, 2011, He, 2001, Lu, 2011,
Turk, 2009).

Dzilas glikeSaras galaproduktu uzksaras audos veicinaatlu mikrovaskudro
CD wlino komplilaciju atistbu ka retinogtija, nefrogtija, neirogtija un dialgtiskas
pedas sindroms. Ir padits, ka CML koncentcija intraokufiraja skidruma un serura
2.tipa CD pacientiem ticami kogehr dialetiskas retinoptijas atisttbu (Boehm, 2004,
Ghanem, 2011). ArAGE koncenticija uiina korek ar dialgtiskas nefroptijas stadiju
(Aso, 2004). Lai gan nav atrasta AGE daudzuma kajalar dialstiskas neiroptijas
atistibu, ir paadits, ka CD pacientiem ir raksiga @rmériga AGE uzkiSaras
periférajos nervosjpasi aksonos, kas & sekngt nervu bojjumu un komplilaciju
attistbu (Misur, 2004). Eksperimemaja pétijjuma pakdits, ka AGE Zurku model
pasliktina diabtisko neiroptiju, samazinot asins gmu un periro nervu sensomotoro

vadtspejasatrumu (Chen, 2004).
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Metilglioksala daudzums ir paaugsiits diatgta (Han, 2007), @émijas (Lapolla,
2005) un hroniskas nieru saslimSanas (Nakayama8)20@djuma, sasniedzot pat
vairak ka 800 nM koncenticiju. Videja metilglioksala koncenticija veseliem kontroles
individiem plazm ir 100-120 nM, savultt audos 4 ir 1-5 uM (Thornalley, 2008).
Papildus tam gpekli saturoSo vielmaas galaproduktu uzk$aras un uémija ir saisita
ar @ipigas neiroptijas attstibu (Burn, 1998). Metilgliokdla koncenticija asins 1. tipa
cukura diabta pacientiem ir paaugstita 5-6 reizes, tal 2. tipa cukura diaa
pacientiem 2-3 reizes (Rabbani, 2012). Nesen pibligpetijuma pagdits, ka
metilglioksals, saistoties pie ardgima un lizna atlikumiem ddina-atkatga Na,1.8 jonu
karala, maina & jutigumu un izraisa hiperadgiju un izteiktus neirolgiskus simptomus
(Bierhaus, 2012).

Galvenie AGE rado &inu un audu bajumu, ka an diaketa elino komplilaciju
veidoSaas melanismi (1.6. atls) ir:
1. lekssinu AGE veidoSais, kas izsauciiu funkciju traugjumus.
2. Arpusdinas matriks uzkmto AGE izsaukta stabilu saiSu veido&snstarp
protanu molekuim (andu val. cross-linking, kas izraisa izmaas asinsvadu sien
strukiira.
3. CirkulgjoSo AGE saigBaras ar $inu dzias glikeSaras galaproduktu receptoriem

(RAGE) un &inu sigralce]u aktivacija ar sekojodim genu ekspresijas izmgam.

AGEs
Kodols

1.6. att. AGE atkangie molekukarie mehanismi

1 1
*? Mitohondrij 'Sfjtael;r’
@ o7
L |J © (%) RAGE
Arpussinas | 1 / H ’
matrikss 9 \ . Cp / NFox8
L | L AGE prekursori @
P Y 92%,°22° T "5 9
'Y 00,0 0 9
I 1 1 Cirkul gjoSie
Q0
| 1
9009
1 1
909
| 1
909
I 1

lekSdinu AGE iesaigts dinas sigalcelu aktivacija un proténu funkciju

modificeSara, tada veida sekngjot CD \elino komplikaciju atistbu (Brownlee, 2005).
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Tie samazina endgltja slapea oksda (NO) sinizes ekspresiju un inakWO, radot
siko asinsvadu saSauiifanos (Soro-Paavonen, 2010). Mitoho#ldri protanu
glikéSaras izsauc traugumus mitohondriju funkciofBara un veicina superokda
anjonu veidoSanos (Rosca, 2005). Gampriga superolksla anjonu veidoSas, gan
pats metilglioksls samazina gliceraldedi3-foshtdehidrogeazes (GADPH) aktiviiti,
kas ir svaigs enmms glikolizes proces Lidz ar to lieika dda Sina uzemas glikozes
nevar tikt nardita dz lakatam, un pastipriiti uzkrajas glikolizes metabolisma
starpprodukti (Lee, 2005).aTka arpus$inas matriksa struktas komponenti (kolaaps,
laminins) ir stabili savienojumi, un to atjauno8amaudos notiekehi, tie ir pakauti
ilgstosai glikkSanai. Uzkgjoties AGEarpussinas matriks, samazias asinsvadu siemi
elasticiite un palielias to pretesba un caurlaitha, k& aif saSaurias lumens (Archer,
1999, McNulty, 2007). 1 izmaham asinsvadu sienil strukfira seko audu Bnija un
bojajums. AGE veidoSas arpus$inas matriks ietekne am matriksa un @&nas
mijiedarlibu un izjauc 8nu piestipriaSaras vietas, K rezuléta izmairas sigralu
parvade starp matriksu umigu, un samazis Sinu adlezijas sgja (Schalkwijk, 2012).
Sis AGE izsaukts izmahas var It svaigs gsikotngjais notikums CD mikrovaskailo
komplikaciju patgerezg, kas izsauc endgltja sunu disfunkciju un asinsvadu funkciju
trau@jumus.

RAGE lokaliZti daudzu &nu, taj skaif endoétlija, mononukl@ro fagogtu,
limfocttu, ka af asinsvadu glugs muskulairas un neironu memimas, un tie pc savas
strukiiras pieskaitmi imtnglobuinu klases protaiem (Barlovic, 2011). Lia@kaja dda
cilveka organisma u fiziologiskos apgitklos RAGE ekspresija ir neliela, ¢ia
palielinoties specifisko ligandu daudzumam orgafaisStRAGE daudzums strauji
pieaug. RAGE tiek aktits iekaisumu veicinoSu reakciju reztlf un & biologiska
aktivitate atkarga no saisfaras ar daidiem ligandiem (Bierhaus, 2009). RAGE
receptorus var stimél CML un citi AGE, k& anf iekaisumu veicinoSie citaki, S-100
kalgranuini, amfotetns, f-amilaids un citi fibrikrie proténi. AGE saistSaras ar RAGE
Sana izraisa iekaisumanidzigus procesus - tiek aktta kodola faktoracB (NF-«B)
regukto mérka ¢ggnu transkripcija, & rezuléta pastipriras citoknu, adlezijas molekulu,
protrombotisko un vazokonstrikb faktoru, RAGE, un paSa N&B ekspresija
(Bierhaus, 2001, Li, 1997). Jaslaiaga NFxB aktivacija ir jutiga $inas atbilde uz
bojajumu un nodroSinaas izdavoSanu, tad RAGE atkaya neatgriezieniska NkB
aktivacija sgj radit pastivigu un patolg@iski pastipriraitu iekS$inas sigala parnesi, kas

veicina, piemaram, CD lino komplilaciju attistbu. Eksperimenatajos [Etijumos
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noskaidrots, ka RAGE antivielu ieviddna samazina N&B aktivaciju un interleikna-6
gena ekspresiju&as nerva audos, bet RAGE-/- gl nenoéro ne CML un AGE
izraigtus efektus spito nervu sakrsu ganglijos, ne diaha izraistu NF«B aktivaciju
(Okamoto, 2001, Vlassara, 1981). Lai gan RAGE arigandi ir iesaisti diaketa
komplikaciju atistba, lidz Sim kiniskajos un eksperimeathjos @Etijumos apstiprinosi
dati par RAGE noteicoSo lomu arg bopjumu izraigSara cukura diabta gadjuma
nav iediti. Turklat nepiecieSami turpaki pétijumi RAGE receptoru fiziolgiskas
funkcijas, k aif AGE inhibzSanas vaildstoSo RAGE lietoSanasikiska lietdefiguma

noskaidroSanai.

1.1.3. GlioksaiiZzu enamu aizsargsisemas loma

Glioksahzu sistma ir viena no visaktakajam dinas enziratiskagm
aizsardzas sistmam pret neenziatisku glikeSanos (Vander Jagt, 2003)a Kataliz
regeetspejigo a-oksoaldekdu parvérsanos atbilst@S netoksisks a-hidroksiskibes, kas
iesaisiis §inas norralajas metabolisma nods. EnZmu sistmas daribas rezulkita tiek
no\ersta a-oksoaldeldu iesaigSaras neenziratiskas reakcijs ar olbaltumvigim un
kaveta AGE uzkaSaras §inas. Glioksaizu sisemu veido divi enzmi Glol un Glo2, k
an glutations k& kofaktors (1.7. a#ts).

ey,
a-oksoaldehdi

o ? Glioksalﬁzhi\

Reducstais siacil-
glutations ~glut
A
(GI02)
b

~

1.7. att. GlioksahZu sisemas katalizeta toksisku a-oksoaldehdu detoksificeSanas

reakcija

Glioksakze 1 (EC 4.4.1.5, laktoilglutationatie) katalizZ no a-oksoaldekda un
redu@ta glutationa neenzinatiski veido& hemitioacetla izomeriaciju par S-2-

20



hidroksiacilglutationu. Glol ir atrodama visos éka audos un ir viens no visagik
eksprestajiem enzmiem embrigereze, turklat tas aktiviite auga audos ir apgram 3
reizes augdka nek atbilstoSos audos pieauguSam &m (Thornalley, 1993).
Cilvéka Glol gc uzhives ir dingrs ar molekudro masu 42 - 46 kDa, ko veido divas
viemadas subvietbas (Cameron, 1997). Glol fizigiskie substiti ir metilglioksals,
glioksals un citi acikliskie a-oksoaldeidi. Mihaelisa-Mentenas konstantes jKun
maksinalas atruma \erttbas samazis, pieaugot 3u kédes hidrofobam ipagbam.
Pieneram, metilgliokalam K, sasida 71-130uM, kamer fenilglioksala K, — 35-40
uM (Aronsson, 1981, Ridderstrom, 1996, Schimand&9).

Glioksahze 2 (EC 3.1.2.6, hidroksiacilglutationa hiciz#) kataliz S-2-
hidroksiacilglutationa hidra@ti |idz atbilstoSai o-hidroksiskibei un redugam
glutationam. Atgiritba no Glol, kas ir citosola etms, Glo2 ir atrodama gan citodpl
gan mitohondrijos (Talesa, 1989). Emas ir mononars un kazisks protens (pl 7.7-8.5),
un @& molekukra masa cilgkam ir 23-29 kDa (Allen, 1993). Glo2 gphidrolizét daudz
daAdus glutationa tioesterus, témS-D-laktoilglutations ir @s galvenais subaitis ne
tikai cilvéeka organism, bet ar raugos un augos (Bito, 1999, Talesa, 1990). S-D-
laktoilglutationa Kk ir 130-440uM un ir atkarga no enzna avota (Allen, 1993, Talesa,
1989). Cilwku Glo2 kataliztas S-D-laktoilglutationa hidrites K, vertiba paaugstis,
pieaugot pH robeas no 5idz 10 (Allen, 1993).

Glioksakzu sistma aizsarg organisma @as pret acikliskan-oksoaldeirdu,
ipasi metilgliokala, izraistiem bopjumiem (Creighton, 2001, Thornalley, 2008} ar
to tai vagtu bat svaiga nozme CD élino komplikaciju atfistiba. Vairaki petijumi ir
veltiti glioksakzu sistmas saigbai ar hiperglikmiju, tomer lidz Sim nav izdevies
parliecinoSi apstipriat enZmu lomu CD ¥lino komplikaciju pat@ereze. Sakotngji
glioksakZzu enzmu aktiviites izmanas tika gtitas hiperglikmijas apsiklos in vitro
eksperimentos. Ink@pt cilveku eritroatus 25 mM glikozesidduma (hiperglikkmijas
modelis), glioksazu enzmu aktivitite neizmaifjas, toner metilglioksala un S-D-
laktoilglutationa koncenidcijas §inas pieauga (Thornalley, 1988). Cito&tjjumos tika
pamdits, ka, inkubjot endotlija Sanas hiperglikmijas apsiklos, pastipriata GLO1
gena ekspresija samazina metilgliaks un AGE uzk&iSanos 8na (Ahmed, 2008,
Shinohara, 1998).

Glioksakzu sistma tika @tita af CD eksperimeatajos modéos.
Streptozotoma dialgtisko (1. tipa CD modelis) ugeretiski aptaukojusos (ob/ob) he
eritroatos, @koties saslimSanai, pazergjis Glol aktiviite un paaugstifjas Glo2
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aktivitate (Atkins, 1989). Btot glioksafizu sisEmas izmaias streptozotana dialgtisko

Zzurku audos, tika n@vota samaziita Glol aktiviite akms un paaugstita —

muskdaudos, satizinot ar kontroles deniekiem; idzigas izmaias tika konstatas at

Glo2 aktiviaite (Phillips, 1993). Vaitkos [Etijjumos tika paadits, ka CD

eksperimeriiiajos modéos, [dzigi petijumiem in vitro, pastipriita GLO1 ekspresija
nowers toksisko a-oksoaldeidu un AGE uzkiSanos, kK ai kaw CD \lino

komplikaciju attistibu (Brouwers, 2011, Kumagai, 2009). Izmantdoelegansmodeli,

izpetits, ka glioksaizes enumu siséma hitiska ne vien dwildzes, bet arneirorilas

integritates reguSanai (Morcos, 2008, Schlotterer, 2009).

Pirmie kiiniskie @tijjumi pa@idija, ka CD pacientu asins paraugos gliokaal
sisemas subsitu un metabatu, metilgliokdila, S-D-laktoilglutationa un D-lakta,
koncentécijas ir paaugstitas, salzinot ar cihekiem bez CD (McLellan, 1994,
Thornalley, 1989). Sie rezatt netiesi nofida uz paaugstiitu glioksalizu sisémas
aktivitati hiperglikemijas apsiklos, lai gan dati par Glol un Glo2 aktagm CD
gadjuma daAdos gtijumos atgiras. Rtjjuma par glioksaizu siscmu CD ga@juma
tika pagdits, ka abu enmu aktiviite asiis CD pacientiem nedt$as no veseliem
cilvékiem, un 1.tipa CD pacientiem ar retiatipy Glol aktivitate bija auggtka nelka
pacientiem bez retin@pjas, kuriem savukt bija augsika Glo2 aktiviite (Thornalley,
1989). Ci petijuma 1. un 2. tipa CD pacientiem tika riota paaugstiata Glol
aktivitate eritrogtos, kandr Glo2 bija auggika tikai 2.tipa CD gaguma, saidzinot ar
cilvekiem bez CD. Neirogtijas gadjuma abu tipu CD pacientiem tika konsitt
augsika Glo2 aktiviite nela pacientiem bez neirapjas, savulrt Glol aktiviate
paaugstiajas atistoties jebkurai mikrovaskadai komplikacijai - retinogtijai,
nefroftijai vai neirogtijai (McLellan, 1994). Lai gan eksperimal#jos [Etjjumos
iegati rezul@ati par samaziitas Glol aktividtes saigbu ar AGE daudzuma
palielimSanos un RAGE receptoru paggas aktidcijas noimi dialetiskas
neirogtijas funkcioralo bojajumu atistiba, toner diaketiskas neiroptijas un Glol
aktivitates saigba CD pacientiem mazefita, ka af nav vienommigu datu par Glol
aktivitates izmapam CD pacientos (Koade, 2008, McLellan, 1994, Ratliff, 1996,
Thornalley, 1993).

Diabgtiska neiroatija ir visbieZzk sastopam un gitak arsttjama CD \elina
komplikacija (Boulton, 2005). Piecdesmit procentiem cukdia@®ta pacientu aistas
diakstiskas neirojtijas simptomi, kas fkhiski raksturojas ar apigas neiroptijas

simptomiem (spo@nhas, dedzinoSasgkmjveidigas apes vai nepdtamas sajtas,

22



tirpSana, hiperakyija, alodnija) vai nejuigumu, kas palielina apdegumu, savainojumu,
pedu bopjumu uncilas atistibas risku (Tesfaye, 2012). Lai gan ilgstoSa hipleggiija
un dialgta stizs ir nozmigi riska faktori diabtiskas neiroptijas atistibai, tongr nereti
pacientiem ar @renu hiperglikmiju atiistas izteikti neiroatijas simptomi, savuit
pacientiem ar ilgstoSi paaugdiin glikozes koncendciju nenowro neirotijas
simptomu atstibu (Duckworth, 2009, Gaede, 2003, Siegelaar, 20@®)ijumos
pamdits, ka af tadi kardiovaskudro slinibu riska faktori K hipertensija, sekéSana,
aptaukoSais un paaugstita trigliceidu koncenfticija saisiti ar paaugstiatu
diaketiskas neiroptijas atistibas risku (Tesfaye, 2005, Ziegler, 2004). Lai gan
neirofatisko @pju pat@ereze iesaisiti gan centxli, gan periéri mehanismi, pretzi
sapigas diabtiskas neirojtijas &loni un faktori, kas nosaka slilmas simptomus, nav
zinami (Jack, 2011, Tesfaye, 2012EtFumi par neirogtijas pat@erezi liecina, ka gan
metabolo, gan vaskarb faktoru mijiedariba sekm endoélija funkcijas traugjumu un
nervu bofjumu atistibu (Tesfaye, 2012). Eksperimalajos dzvnieku modéos petiti
vairaki ar hiperglikmiju saistti sigralceli, kas veicina neiragiisko sipju un trauétas
jusanas funkcijas asttibu. ligstoSa hipergliémija veicina oksidavi-nitrozatva stresa
atisibu un poli(ADF-ribozes) polimaees (PARP) aktiaciju, kas savult palielina
aldozes redukizes aktiviiti un veicina PKC aktiaciju, ka af iekaisumu veicinoSo
faktoru stimudiciju (Obrosova, 2008). Khisko @Etijumu dati liecina, ka tikai glikozes
koncentécijas normalizSana 1. un 2. tipa CD pacientiem nefr@\v@pigas neiroptijas
simptomus, kas var patities ar individiem ar prediatta simptomiem, ade] vél
joprojam aktuli ir CD veélino komplikaciju metanismu @tijjumi gan metabolo, gan
vaskubro faktoru noskaidroSanai.

Paaugstiatas glioksaZzu sistmas aktiviites gaguma CD slimniekiem vagtu
but lielaka iesgja izvaifnties no ¥lino komplikaciju izraigtas daves kvalitites
pasliktiraSaras. Lai gan glioksaku sistma ir hitiskakais solis a-oksoaldefrdu
detoksifikacija, [1dz Sim nav izdevies apliecinoSi apstipriat enZmu aktiviéates vai
ekspresijas koratiju ar CD \&lino komplilaciju atistibas pakpi. Turklat nepiecieSams
izstradat jaunas metodes, k@sutu ne tikai padiinati izpétit glioksakzu sisémas lomu
metabois disfunkcijas, CD un aptauko%angadjumos, bet ar noteikt glioksaizu
nozimi ka iesgjamo zlu merki mikrovaskuiiro un makrovaskaro komplikaciju

arsteSara un profilaks.
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1.1.4. Oghidr atu energijas metabolisma patolgiski trauc&umi

Organisma engijas homeosizi nodroSina neptraukta ligdu un oghidratu
metabolisma regatija. Normalos apsiklos veseli indiwdi, atbilstoSi eneyijas
substatu, glikozes vai taukgibju, pieejaribai, var maiit to izmantoSanu aderoz
trifosfata (ATF) iediSanai un optirlu vielmaipas procesu nodrogisanai. Tuks disa,
aktivgjoties lipolizei, enegija parsvafa tiek iedita no taukskbju oksidicijas, savulrt
postprandila stavokli, kad palielias glikozes un insiha koncentcija, glikozes
oksidacija pieaug, un vaik enegijas tiek iegita no glikozes metabolisma.

Taukskibju p-oksidacija nodroSina 60 - 90% sirds audiem nepiecieSamé A
daudzumu, bet Fgjie 10 - 40% rodas no pirata piruatdehidrogeazes kompleksa
(PDH) stimuétas glikozes un lakta oksidicijas rezulita (Huss, 2004). Acetil-
koenZms A (acetil-CoA) rodas gan taukdfu, gan pirudta oksidicijas rezulita un
tiek oksidtts Krebsa cikl, veidojot NADH un FADH, kas elpoSandsdes oksidavas
fosforileSanas procastiek izmantoti & elektronu donori ATF sigkei. Gakézu
taukslkabju transportu ®as nodroSina taukgkes saistoSais prates (FABP), k an
transmembinas taukskbju transportprot@i (FATP) un taukskbju translolkze
(FAT/CD36) (Schaffer, 1994). Wemts taukskbes tiek esterifitas ar tauksibju
acil-CoA sinteizu (ACSL) paidzibu, veidojot acil-CoA. Mitohondriju argjas
membénas enmms karniin-palmitoiltransfezze | (KPT I, EC. 2.3.1.21) goveido
gakézu (vaiak par C12) acil-CoA par atbilstoSiem acilkarniem, savukrt karnitna-
acilkarnitna translokze nodroSina to transportu cauri mitohondrija meamdirapmaia
pret bivo karnitnu. Mitohondriju iek8jas memb#nas enmms KPT Il (EC. 2.3.1.21)
mitohondriju matrikg kataliZ So gakézu acilkarniinu transesterifikciju un atbilstoSo
acil-CoA veidoSanos (Bonnefont, 2004), kalak iesaisis 3-oksidacija.

Glikoze sirds, musku un tauku @&nas tiek transpoeta ar glikozes
transportprotmiem, GLUT1 un GLUT4 (Gould, 1993), vai tiek igg, atbtvojot to no
glikogéna rezeréem. PieauguSa cibka sird glikozes transportproteu GLUT4 un
GLUT1 daudzuma attigioa ir 3:1 (Santalucia, 1999). GLUT1 ir inswd-neatkags
glikozes transportproies, kas galvenakt reguk pamata glikozes transportu sirds
sanas, savulkrt GLUT4 ir insuina-atkargs glikozes transportprates un tiek stimuts
lielakoties fosfatidilinozitol 3-kiazes (PI3K) reguwtos sigalcelos. Insuins stimué
glikozes umemSanu @nas, veicinot GLUT4 transldiciju no @& Sinas depo uz

plazmatisko membnu (Fischer, 1997). Apalielinats adencina monofosita-akti\etas
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protanu kimzes (AMPK) daudzums, pigram, i€mijas lailka stimuk GLUT4

ekspresiju, palielinot glikozes pemsSanu @nas, turkht neatkargi no PISK (Russell,
1999). Sinas glikozi fosforie heksokinaze, veidojot glikozes 6-fosu, kas #lak var
iesaistties glikolizes, glikogna veidoSah akras un muskiaudos vai pentozu fagti

reakciju norigs. Glikolizes rezultta rodas pirudts, kas dlak tiek parversts par lakitu

enZzma laktdehidrogenzes ietekra vai, noHKastot mitohondrijos,
piruvatdehidrogeazes kompleksa efrnu ietekng oksidatvaja dekarboksiSara veido
acetil-koenmmu A.

Oglhidratu vielmahas patolgiju (aptaukoSa®s, metaba sindroma un 2. tipa
cukura diabta) gadjuma enegijas substitu metabolisma homeage ir trauéta
(Larsen, 2008). Aistoties hiperglikmijai, palieliris gan othidratu, gan taukskoju
pieejaniba, t&u So subshtu oksidicija tiek kawgta. Rirmérigs bivo taukskibju
daudzums samazina ingw juibu jeb izraisa inswha rezistenci audos (aknu, sirds,
muskdu un taukaudos), koakotrgji kompeng palielinata insuina koncentcija
plazna. Aknas insuina rezistence veicina glikozes koncaeojas paaugst@sanos,
galvenolirt palielinoties glikonegerezei (Consoli, 1989). idz ar to gan tuksdu$a,
gan postprandia stavokli paaugstiatu glikozes koncendciju plazna nodroSina
palielinata glikonegereze akas un trauéta insuina stimuéta glikozes ugzemSana un
oksidacija audos (galvenakt skeleta musKaudos). Rezuita asins plazm veidojas
parmerigs cirkukjoso lipidu daudzums, kas veicina taukisju iepliSanu un uzkiSanos
mitohondrijos (Petersen, 2004). Palielinoties kgan taukskbju un taukskbju
metabolisma starpproduktu, galveadk acetil-CoA, daudzumam, tiek kite
piruvatdehidrogeazes kirizes (PDK) un KPT | aktivite, ka aif rodas Krebsa cikla un
elpoSanaskedes daribas traugumi (Koves, 2008a, Wang, 2007). Sarmaipu
rezuléta krasi samaziis glikozes un taukabju oksidicijasatrums, k afn ATF singze
mitohondrijos (Kelley, 2002).

1.2. Cukura diabeta mikro- un makrovaskularo komplik aciju pétiSanas iespjas

Lai gan eksperimealie dzvnieku modé nevar pilnértigi atveidot diabta
atisibas procesu cibkos, [Etijumiem eksperimealajos modés ir vaigkas
priekSrogbas, satizinot ar kiniskajiem gtijjumiem. Eksperimegtajos @Etijumos tiek
izslegtas &du limitejoSo faktoru ietekmes ak rases, ekonomigk un geogafiskas
atkiribas, k& af zalu mijiedarhba, détas, dzimuma un vecuma kitibas. Diabta
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vélino komplikaciju patg@erezes, jaunu dialta idzeHu un to daritbas molekuro
mehanismu izggtei izmantotie eksperimeilie moddi péc dialEta izcelsmes veida tiek
iedalti 2 kategorifis:

1) geretiski noteikts diabts, kas atstas sponini,

2) eksperimenati ierosinats dialzts.

1.2.1.Gengtiski noteikti metabola sindroma un 2. tipa cukura diaketa
eksperimentlie moddi

Zucker fa/fa zurkas ir visplak lietotais aptaukoSas un metabal sindroma
eksperimerilais modelis, kas raksturojas geretiski noteiktu palieliatu kermena
svaru jau no 3.1tlz 5. daves nedlai, palieliratu apetti, dislipidemiju un insuina
rezistenci. Dwniekiem rakstuiga leptna receptora métija fa géna ekstracelata
domena 269. poija (glutamna viefi kodckjot prolinu), kas samazina lepa afinigti
jeb saistSaras s@ju 10 reizes un molekarda limen nosakaZucker fa/fafenotipisko
raksturojumu (Chua, 1996). Léps proporcioali lipidu rezerém taukaudos sintéas
un izdahks no adipottiem, un saigis ar lepina receptoriem hipot@ha, centéli
regukjot enegijas pa€rinu organism un apeii. Leptina receptoru defekts un to
regulatoro funkciju ftkums nosaka i&rojami paaugstifitu cirkulgjosSo lepina, kK ai
citu &stgribu un svaru reggbSu hormonu (piedram, greina un orekma)
koncentciju Zucker fa/fazurku plazm. Hiperfagijas un trauétas termg@erczes
rezulita Zucker fa/fazurkam palieliris enegijas rezervju uzglai$ana taukaudos,
attistas aptaukosas un adipottu hipertrofija. Jau 14 nétl veam zurkam 40% no
kermena svara saatla lipidi (Aleixandre de, 2009). Papildus tafacker fa/fazurkam
raksturgi afn cilveku metabolajam sindromanidkigi endokrinolgiski traucjumi —
insulina rezistence, dislipinija, nmereni glikozes tolerances traijomi, ka an
paaugstiata insutna koncentcija. Lai gan glikozes konceatija Zucker fa/fazurku
plazna nav atgiriga no Zucker leanzurkam vai ir nedaudz paaugsita, vea@kam
Zucker fa/fazurkam atistas tadas diabta \elinas komplilacijas la hipertensija un
endotlija disfunkcija (Aleixandre de, 2009).

Goto-Kakizaki Zurkas ir spofns 2. tipa cukura digba modelis ar noraiu
kermena svaru (Goto, 1976), kas its] selekivi vairojot Wistar nijas zurkas, kam
sponéni atfistjas glikozes tolerances traijomi. Goto-Kakizaki zurkm ir mérena

hiperglikkmija, peri€ra insulina rezistence, 2. tipa cukura ditdm rakstuigas
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metabolo, hormailo un vaskuiro funkciju trau€jumu pazmes (Gotoh, 2006), ta
tam nepientt hiperlipicemija vai aptaukoSas. Goto-Kakizaki zurkm 2. tipa cukura
diakets atistas 14-16 neélu vecuma, savukirt vélak nowro af mikrovaskudro
komplikaciju attisttbu (Shriver, 2011).

1.2.2. Eksperimentli izraisita dislipidémija un insulina rezistence

Augsts aptaukoSas un metabal sindroma sastopatras biezums tiek saits ar
popukcijas kogjo fruktozes patrina pieaugumu, ko galvenal veicingjusi augsta
fruktozes satura kuktzas &rupa lietoSanas ievieSana safidajos dzrienos un prtika.
Pretji glikozei, kas tiek metabolé&a visos organisma audos, fruktoze galveaniotiek
metabolizta akras, un & vaji stimulé leptina un insuha sek&ciju (Hallfrisch, 1990).
Fruktokiraze (ketoheksokirze) akms fosforik fruktozi, veidojot fruktozes-1-fostu,
kas tiek sdgelts enzma aldcéizes B ietekra un rodas gliceraldétts un dihidroacetona
fosfats. Fruktozei atdriba no glikozes nav metabolismu kgeSas enzirtiskas
regukcijas, un pastiprifita glikolize ieerojami palielina glikozes, glikama, lakata un
piruvata koncenticijas glicerola un acil-glicerola sirei. Intentva fruktozes
metabolisma rezulta pastipririti veidojas triglicetdi un Joti zema hkbivuma
lipoprotani. Eksperimeritiajos Etijumos pafdits, ka ilgstoSa fruktozes lietoSana
zurkam izraisa daudzus metabolisma t@umus - hipertensiju, insida rezistenci,
hiperinsuliremiju un dislipicemiju, ka af palielimtu kardiovaskuro slimibu risku (Hu,
2010).

1.3. Cukura diabeta velino komplikaciju attistibas aizkaweSana

Nemot \&ra to, ka cukura dialta \€lino komplilaciju patofiziolgzijas pamat
iesaistti daudzi faktori un sigiceli, terapijas markis slimibas un komplikciju
arsteSara nav tikai glikozes koncerstijas reguicija. Konvencioalas dialeta terapijas
un elino komplikaciju aizkaweSanas pamatir glikozes koncen#icijas reguicija,
insulina jutbas atjaunoSana audos, idip profila atjaunoSana un asinsspiediena

samaziasana, adejadi kawejot endotlija disfunkcijas afiistbu.
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1.3.1. GlikeSamas un AGE veidoSam@s procesu kaesana

Glikesaras procesa samazsanaiin vivo iesgjams ietekmt dazdas AGE
veidoSaas un AGE izraigo bopjumu stadijas. AGE uzkgaras un &ilaku komplikaciju
attisibas noerSanai, tiek izsfdati un petiti jauni savienojumi, piegram, reakivo a-
oksoaldeldu saisiSanai, AGE saiSukglSanai, AGE receptora (RAGE) undigralcelu
blokéSanas, aldozes redakes inhilgSanai. Zlu vielas un savienojumi gkaras un
AGE veidoSaas procesu aizk&éanai apkopoti 1.1. takul

Hiperglikemija ir tieSi saista ar palieliatu AGE veidoSanos,apec ilgstoSa
glikemijas kontrole nodroSina organisma Ekpp AGE daudzuma samazganos.
Diabcta zurlkam ar labu glikmijas kontroli, sablzinot ar ilgstoSi paaugstitu glikozes
koncentaciju, tika nowrots zemks AGE daudzums un samazis ar kolagnu-
saisttais glikozikSaras process (Odetti, 1996). ACD pacientiem ar intenau glikozes
koncentcijas samazinoSu terapiju tika konstat zenaka adas kolagna glikozikto
savienojumu veidoSasn, saidzinot ar pacientiem, kaarsteti ar tradiciorlu terapiju
(Monnier, 1999). Papildus tamgtguma ar 2. tipa cukura diaba pacientiem, lietojot
metforninu, kas samazinaoksoaldekidu koncenticiju, uzlabojis glikemijas kontrole
un samazigjas 3-dezoksiglukazona un AGE daudzums (Engelen,)2011

Lai gan veiksmmgi un daudzsolosi izdijuSies daudzin vitro un eksperimeatie
petijumi AGE veidoSaas procesu kasanai, pagaiim veiktie kiniskie Etijumi liecina
par jauno savienojumu nepietiekamu efekiivit diabsta elino komplikaciju
aizkaveSara (Hartog, 2011a), atle]l nepiecieSami turpaki pétijjumi diaketa \&lino

komplikaciju kavjoSu medikamentu izgidei.
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1.1. tabula

Medikamentozas terapijas iesgjas glikeSams un AGE veidoSaas procesu

kaveSanai
P Efekti e
Zaju v |elgs V4 eksperimeraiajos Blaknes, takumi KI 1r1|§k|e tjumi Literatiras avots
savienojumi (petijuma faze)
moddos
1. Reakivo a-oksoaldefdu saisiSana
Amino- 1Sirds funkcijas 1) Atra elimiracija | Diabgtiska nefroptija| (Chang, 2006
guanidns traucjumus caur nieeém, (. faze) — @rtraukts|  Thornalley,
I Neiropatiju T1.=1.4h drodbas apssrumu urn 2003, Wu, 2008)
INefropatiju 2) Farmakolgiskas | efektivitates tikuma
| Retinopatiju devas vicgja darhbas del
efektivitate
3) Inhike NOS
4) Toksicitte
Piridoksaning | Nefropatiju Nav hatisku Diabetiska nefromtija| (Degenhardt,
| Retinopatiju blakuspa&dibu (II. faze) 2002, Williams
| Hiperlipidemiju 2007)
| Insulina rezistendi
Tiamins, | Nefropatiju Adas alegiskas Diabetiska nefroptija| (Alkhalaf, 2010
Benfotiamns reakcijas, nieze | (ll. faze) — nav efekta; Beltramo, 2008
Diabetiska neiropatija| Stracke, 2008
(lll. faze)
ALT-946 | Nefropatiju Nav no\Erotas Diabetiska nefroptija| (Figarola, 2008
OPB-9195 |Retinogtiju (prekimiska faze) Nakamura,
LR-90 (selekivaki AGE 2003,
inhibitori ka Wilkinson-
aminoguaniths) Berka, 2002)
Metformins | |Ar diabstu saistto Gastrointestiala Plasi lietots (Beisswenger
kardiovaskuiro trakta daribas medikaments 2. tipa 2003,
risku traucjumi, CD ars&Sanai Beisswenger,
| Nefromtiju laktacidoze, | Metilglioksala 1999)
B12 vitanina defigts koncentaciju
1 Glol aktivifti
2. AGE saiSulg&lSana (AGE Klégji)
Alagebrija | Nefromtiju Nav noerotas Hipertensija, hroniskl  (Coughlan,
hlorids sirds mazsgja (Il. 2007, Hartog,
(ALT-711) faze) 2011b, Little,
2005)
3. AGE receptora (RAGE) sigltelu bldieSana
TTP488 | p amiloida Nav noerotas Alcheimera slifba | (Mangialasche,
izraigtus bofijumus (II. faze) - f@rtraukts 2010)
efektivitates ttikuma
del
4. Aldozes redulaizes inhilicija
Epalrestats | Retinopatiju Gastrointestinla traktg Diabetiska neiroftija| (Hotta, 2012)
| Mikroalbumintriju| darkbas traugiumi (1. faze)
(vemSana, sliktaiba)
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1.3.2. Lipidu un odhidr atu metabolisma kdzsvara farmakologiska atjaunoSana

ArsteSanas rerkis aptaukoSais un 2. tipa cukura diata patolgijas gadjuma
galvenolart ir atjaunot enefijas metabolismaidizsvaru un uzlabot glénijas kontroli,
veicinot insuina sek&ciju un atjaunojot insaha jutbu peri€rajos audos. Apidratu un
lipidu vielmahas traugjumu nowrSanai izstidato medikamentu darbas pamat ir
enZmu un kodola faktoru (piegnam, AMPK un PPAR), kas iesaist Sinu un
organisma engijas homeosizes uztuwgsara, aktieSana, reg@jot enegijas substtu
piecadi un to izmantoSanu (Sugden, 2009, Viollet, 201RaSlaik plagk lietotie
medikamenti diaéta arstSanai ir biguanithu klases savienojums - metfanms,
sulfonilurinvielas atvasi@jumi un insuina juibas atjaunafi — tiazolidindioni, a-
glikozidazes inhibitori, inkranu (glikagonamitlziga pepida-1 (GLP-1)) analogi un
dipeptidil peptidzes-4 enima (DPP-4) inhibitori (1.2. tabula). Aptauko&aninsuina
rezistence un CD saifitar paaugstiitu kardiovaskuro slinibu risku, &de] nereti
papildus tiek lietoti medikamenti sirds un asingyatinibu arsteSanai.

Metformins (1,1-dimetilbiguaniths) ir visplagk lietotais, pirmas iz\eles oalais
medikaments 2. tipa cukura d&ébarsttSanai pc Amerikas Diabta asocicijas (ADA)
un Eiropas Diata petniedbas asoacijas (EASD) ieteikuma (Nathan, 2009).
Medikamenta lietoSanadz ar dzvesstila izmajam (dictu, svara kontroli un fizigkn
aktivitattm) samazina hiperglémiju un kermena masu, neradot hipogékijas risku.
Metformins, stimujot insuina receptoru ekspresiju un tifokinazes aktiviiti,
samazina inswha rezistenci un tukSagi$hs plazmas insmla koncen#ciju, tadgjadi
uzlabojot insuiha juibu. Nesea petjjuma metformnam pa#dita af inkreinu
sigralcelu ietekngjoSas ipadbas, akti palielinot plazmas GLP-1 daudzumu un
stimukjot PPARuy-atkafgo inkreinu receptoru gnu ekspresiju (Maida, 2011). Lai gan
sakotngji metformina darba un metabolie efekti tika skaidroti ar tieSu AMPK
aktivaciju, tika atkhts, ka metforrs neietekr@ AMPK fosforilaciju un & aktiveSanu
(Hardie, 2006). Izmantojot pri@nos cileku hepatottus, nesem petijuma noskaidrots,
ka metfornina izraista AMPK aktivacija diizak ir 1slaidga samaziita Sinu enegijas
stavokla sekas, kas saists ar metforrma izraistu mérenu un specifisku
mitohondrilas elpoSanakédes enmmu kompleksa | inhi&sanu (Stephenne, 2011).
Farmakolgiska AMPK aktiacija uzlabo glikmijas kontroli, palielinot GLUT4
transkripciju un transldiciju, tadgjadi stimukjot insuiina-atkafgo glikozes ugemsanu

sanas. Papildus tam AMPK akt@gana, imijot fiziskas aktivitites vai badoSas
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izraigtas izmanas, veicina tauksbju umemsSanu un oksitiju skeleta muskiu un

sirds audos, glikati sirds musklaudos, bet samazina glikorgeoezi, glikogenha un

holestema sin€zi akras, ka aif kaw taukskibju sing€zi un lipolizi taukaudos (Viollet,

2011).

1.2. tabula

Medikamenti lipidu un odhidr atu metabolisma kdzsvara farmakologiskai

atjaunosSanai
Savienojumu| Medikamenta) Darbibas | Metabolisma : Literat @ras
klase nosaukums | mehanisms efekti Blakusefekti avots
Biguanidni | Metfornins AMPK | Plazmas FA | Gastrointestiala ((Bailey,
aktivacija, | koncentaciju, | trakta darbas (1996
| glikoneo- | glikemijas, traucjumi (kunga
gerezi akras HbAlc, koggja | kairinajums,
un ZBL- caureja, vemsana,
holestema slikta disa)
koncentaciju, | laktacidoze,
kermaepsa masu | B12 vitamna
un taukaudu deficits
daudzumu
Tiazolidin- | Pioglitazons | PPAR | CirkulgjoSo | Paaugstiata (Cheng,
dioni aktivacija | taukskibju kopeja un ZBL- 2005
daudzumu, holestema
lipolizi koncenticija,
| Insulina hepatotoksicite,
rezistenci skele| sirds mazsgjas
muskuos un dekompenagija,
taukaudos svara pieaugums
urinpasla \eza
risks
a- Akarboze Inhibg a- | Glikozes Meteorisms, (Cheng,
glikozidazes | Miglitol glikozidazi, | uzsikSanos caureja, 2005
inhibitori kawve tievajas zaras | hipoglikemija
oglhidratu | | PeceSanas
SkelSanos u| hiperglikemiju
uzgikSanos
zarras
DPP-4 Sitagliptins |GLP-1 | Glikogona Pankreata (Dicembrini,
inhibitori Vildagliptins | degradciju, | sekeciju attisttba 2011
palielinot | tInsulina
aktivas produkciju
formas 1 Sata saijitu
cirkulacijas | | Svaru
ilgumu
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1.2. tabulas turpiums

Savienojumy Medikamenta] Darbibas | Metabolisma Blakusefekti Literat aras
klase nosaukums | mehanisms efekti avots
Mildronats Eneggijas | L-karnitina Nav hitisku (Dambrova,
(meldonijs) | metabolism{ koncentéciju un| blakuspaidibu 2002,
regukcija | KPT l-atkafgo Liepinsh,
taukslabju 2009a
oksidaciju

| Asins glikozeg
koncentaciju

Enetijas Trimetazidns | Eneggijas Inhibe 3- Nav hitisku (Monti, 2006
modulatori | Ranolamns metabolismj ketoacil blakuspaddibu [Sossalla
regukcija | koenZma A 2012
tiolazi un
taukslabju p-
oksidaciju

mitohondrijos
| Asins glikozes
koncentaciju

Latvija labi pazstamajam kardioproteiktajam savienojumam mildratam (3-
(2,2,2-trimetilhidramija) propioratam) agik veiktos gtjumos pa#dita glikozes
metabolismu veicinoSa aktigte (Liepinsh, 2008), kas tiek skaidrota ar milditanL-
karnitna biosingzi inhibéjoSo efektu (Simkhovich, 1988). L-karims ir nepiecieSams
kofaktors taukskbju metabolisma, kur tas piedak gakézu taukskbju transpoSara
cauri mitohondrija memhbnai, @dgjadi veicinot to oksidciju (Rebouche, 1992).
Mildronats samazina L-karnita koncenticiju organism, kawjot ta transportu audos
un reabsorbciju ni€s caur organisko katjonu transportprote 2 (OKTN2), k&
rezuléaita izpauzas & kardioprotekiva un glikozes metabolismu regjdsa aktivitate
(Dambrova, 2002, Kuwajima, 1999). Papildus milditan kardioprotektzajam un
aterosklerozi samazinoSajam efektam (Hayashi, 2Q@€pinsh, 2006, Sesti, 2006,
Vilskersts, 2009a, Vilskersts, 2009b), fdits, ka mildroats samazina glikozes
koncentéciju un aizkae endoélija disfunkcijas un juSanas traijamu atisttbu Goto-
Kakizaki zurkam (Liepinsh, 2009a). Vaikos [Etijumos ir nowertéta mildrorata
terapijas izraigas karniina koncen#cijas samaziisaras ietekme uz taukgkju un
glikozes metabolismiesaisito enZmu aktiviites un protma daudzuma,akan genu
ekspresijas izmaim (Degrace, 2007, Liepinsh, 2008). Mildate izsauktais karnita
pazemiajums stimuéja ne tikai KPT IA un B, bet arinsuiina receptoru un PDH
kompleksa pirmo divu efinu ggnu ekspresijas palieilSanos; vienlaigi tika noErota
arn insulina stimuétas glikozes ugemsanas paliela$aras, ka af GLUT4, heksokiazes

[I (HK 1I) un insulina receptoru (InsR) pratea daudzuma pieaugums (Liepinsh, 2008).
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Tomer predzi molekubrie metanismi un kodola faktori, kas saistar mildrorata
lietoSanas izraiiem metabolisma izmai efektiem,i1dz Sim nav noskaidroti.

Turklat nepiecieSams noskaidrot, vai mildata lietoSanas izrais karniina
koncentécijas samazifiBaras vagtu uzlabot &ditajus odhidratu vielmahas patolgiju
gadjuma, ka ai detalizti izpetit mildronata molekuiras darfbas mehBnismus gan
sirds audos, gan @g organismaisas.
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2. MATERI ALI UN METODES

2.1. Kliniska petfjuma dalibnieki

Petjjuma tika ieauti 108 pacienti ar 1. tipa CD un 109 pacientpigraditu 2.
tipa CD, kuri no 2008. - 2010. gadaarsitjas Rigas Austrumu khiskas universiites
slimricas “Galezers” Endokrinolgijas nodda vai Ambulatoraj dda. Kontroles grup
tika ielauti 132 cileki bez CD. Rtijjums veikts saska ar Helsinku deklaciju, un &
atbilstbu bicetikas normam apstipriajusi Centéla medidanas &tikas komiteja (2008.
gada 27. gnija lemums A-11, skat 8.1. pielikumu). Visi ptijuma daibnieki
parakstjusi informétas piekriSanas formu. lzgiSanas krériji bija: hroniska nieru
mazsgja (GFA < 60 ml/min), hroniska aknu slitma, akivs iekaisuma process
(leikocitu skaits > 8.5 x 10mn?, eritrodtu grim3anagitrums > 20 mm/h, vai augstas
jutibas C-reakva protana koncentcija (hs-CRP) > 15 mg/l), @amija, laundaligs
audzjs vai saslimSanas dgguims @Edéjo 5 gadu laik, alkohola atkaba, vai
neiro@tijas, kuru €lonis nav diabts. Rtijuma @kuma tika ievakta informacija par
petijjuma daibnieku vecumu, dzimumu, slittam, vecumu diagnozes noteikSanasihr
medikamentozo terapiju, €kESanas statusu, alkohola lietoSanas biezungtijuma
dalibniekiem apgkinaja kermepya masas indeksuKMI) un noteica diaéta \elinas
komplikacijas. Dialgta pacientu atlase,elino komplilaciju noteikSana un paraugu
sawakSana tika veikta sadata ar Dr. med. llzi Konadi.

Plasmas citometrijas ariaks metodes izalei GLOL ekspresija leik@tos tika
noteikta 11 pacientiem ar pelitu 1. un 2. tipa CD, &k aff 8 bivpratigajiem bez CD
asins paraugos. Asins paraugi tikaasaivetilendiamn-tetraetkskabi (EDTA)-saturoSos
stobrihos, un leikottus izoEja, izmantojot eritrottu lizéSanas metodi. Papildus GLO1
ekspresijas ®rijumiem tika noteiktas plazmas glikozes (Cobas 60B&hche
Diagnostics, Mcija), asins HbAc (Primus Corporation, ASV) konceatijas un Glol
aktivitate asins paraugos.

Briva L-karnitiha koncenfticija tika noteikta 1. (n=93) un 2. (n=87) tipa CD
pacientu, B af veselu indiwdu (n=122) asins paraugos. Ncatijuma izskdza

mildronmata un L-karnitna lietogjus, ka af vegetarieSus.
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2.2. DAavnieki

Eksperimentiem tika izmantoti pieaugusi, 200 — §ZdnagiWistar linijas zurku
tevini (Rigas Stradia universiites Eksperimento dzvnieku laboratorija, Latvija), 6
neclas veci, 250 g smagVistar un Goto-kakizakiinijas Zurku &vini (Taconic Farms,
ASV), 280-300 g smagrZucker fa/faun atbilstoSa vecuma 190 g smagicker lean
(Charles River Laboratories, Francij@ijas zurku &vini. Pirms eksperimentakuma
dzvnieki tika 2 nedlas pieradiati vietejiem apsikliem. Eksperimenta laikdzvnieki
tika turcti standarta sprostos pa 5-6 vdesprosi, standartiztos apstklos (gaisa
temperaira 21-23°C, 12 stundu gaismas/tumsas cikls) aroleéotu pieejuidenim
un barbai (R3 déta, Lactamin AB, Zviedrija). Visas eksperimgas procedras tika
veiktas sask@& ar Eiropas Komisijas direiktas 86/609/EEC vamfijam un tika
saskaotas ar Latvijas Republikasafkas un veteriaro dienestu un DOgnieku
aizsardmasctikas padomi (skat8.2. pielikumu).

Lai izvertetu enegijas metabolismu regéjbSu savienojumu efektus un noteiktu
mildronata molekuiras darlibas mehlnismus, mildroatu (200 mg/kg), metforimu
(300 mg/kg) un abu vielu komtiaiju vadja peroéli (p.o.) Zucker fa/fazurkam 4
nectlas. KontroleZucker fa/faun Zucker learnzurkam p.o. vadja adeni. Eksperimenta
laika edudm un Zzurlim tuk& duosa no astes &nas asins paraugus $das
EDTA/diamidu un protézu inhibitorus (fenilmetilsulfonilfluaids (PMSF), pepstets,
leipepins, aprotifns) saturoSos ependorfos un centdfagledita plazma tika sasadth
un lidz analizSanai uzglafita -80°C temperata. Eksperimenta beig sirds un aknas
tika skalotas ledus-aulkssPBS bufergiduna (2.6 mM KCI, 136 mM NaCl, 10 mM
NaHPO, un 1.75 mM KHPQ,) un izmantotas imunoblotdMestern blgt anaizei un
lipidu satura noteikSanai. Kvantitedjai reala laika polimefazeskédes reakcijas (RT-
PKR) anaizei 100 mg audu sasad kidraja slapekii un uzglahja —80°C.

llgstoSas fruktozes lietoSanas izraismetabolisma traggumu atistibai Wistar
linijas zurlam tika dots 10% fruktozesk&lums 8 ne@las. Lai izértétu enegijas
metabolisma reggjoSa savienojuma kardioprot@kbs efektus,Wistar zurkas pc 4
neclu 10% fruktozes I&duma lietoSanas sa@ial 2 eksperimeatajas gru@s, un
mildronmatu (200 mg/kg) vaiideni vadja p.o. 4 neélas. Wistar linijas Zurkas, kas visu
eksperimenta laiku fruktozegiuma vie sayema dzeramaideni, tika izmantotasak
kontroles grupa.
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Mildronata kardioprotelia efekta molekuro metanismu @tijjumiem, Wistar
zurkam mildroratu (100 mg/kg) vatia p.o. 14 dienas. Kontroles zark vadja adeni.
Eksperimenta beks sirdis tika inemtas, skalotas ledus-auk®BS bufergiduma un
izmantotas mitohondriju iz&$anai, izadta sirds infarkta veikSanai, imunoblota Lemg
ekspresijas angdei.

Glioksahzu enzmu izmanu noZmes izérteSanaiZucker fa/faun Zucker lean
ka am Wistar un Goto-Kakizakilinijas Zurku &viniem 8., 12., 16., 20. un 24. r&glno
astes @nas tikapemti asins paraugi bi@misko parametru un glioks@u enzmu
aktivitates noteikSanai.Zucker lean and Wistar zurkas izmantoja & atbilstoSas
kontroles, lai nogrtetu diateta atistbu Zucker fa/fa un Goto-Kakizaki zurkam.
Eksperimenta beiiy galvas smadpe, muguras smadge un €Zas nerva audu
paraugus §c savikSanas nekajoties sasalgja idraja slapekii un uzglahja —80°C

Glol un Glo2 aktiviites un gnu ekspresijas izmail noteikSanai.

2.3. Materiali

S-D-laktoilglutations, 38% metilgliokita &kidums, redugtais glutations (GSH),
vérSa seruma albuims (BSA), 4% formaldada &%idums, EDTA, TRI regents,
glikoze, PMSF, diafas, pepstans, leipepins, aprotiins, noradrenahts un acetilhahs
tika pirkti no firmas Sigma-Aldrich (%ija). NaHPO,, NaCl, KCI, NaF, KHPQ,,
Tris-HCI, NH,Cl, KHCQO;, Triton X-100, CaGl, MgSQ, NaHCQ SDS, amonija
persulfits, NaN, Igepal CA 630, D-fruktoze un matizilais tika pirkti no Acros
Organics (B&ija). Akrilamids, N,N,N',N'-tetrametileghdianins (TEMED), N, N'-
metilenbisakrilanids tika iegdats no Fluka Chemika (Sveice). Metanols tika pintts
Merc (Vacija). 2,3,5-trifeniltetrazolija hlads tika iegdats no Alfa Aesar (¥cija).
Primaras monokloalas antivielas pret ga 1gG; (izotipu kontrole) un ar fikoeritnu
(PE)-konjugtas kazas F(aly)pret péu IgG otgjas antivielas tika ieggatas no R&D
Systems (ASV). Priaras monokloalas antivielas pil anti-GLO1 tika pirktas no
Abcam (ASV). Hepans tika pirkts no Sandoz GmbH (Austrija). Meldoni$s(2,2,2-
trimetilhidraznija) propiorata dihidiats, teksi lietots razaija izmantotais nosaukums —
mildronats) tika iedits no AS ,Grindeks” (Latvija). Metforiima hidrohlotds tika pirkts
no firmas International Laboratory (ASV). Peras polikloralas truSu antivielas pret
PPARy, PPAR/1/y2 un pret NkB (p65) NLS tika iegdatas no Cayman Chemicals
(ASV). Primaras polikloralas trusu antivielas pret PG@1P-AMPK, B-aktinu, péu
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monokloralas antivielas pret AMPK un sekufrds ar peroksigkzi-konjugttas kazas
pret-truSu un pret-ge 1gG antivielas bija no Abcam (Lielb&itija). Prinmaras
monokloralas pdu antivielas pret TATA-saistoSo prote tika iegdatas no QED
Bioscience (ASV).

2.4. Metodes
2.4.1. Bikimisko parametru merijumi eksperimentalajos paraugos

Glikozes koncen#iciju asins paraugos noteica, izmantojot MediSenpau@
glikometru un atbilstoSas tes&tieles. HbAc daudzumu noteica ar augstas
izSkirtspejas  &idruma hromotodifiju  (Primus Corporation, ASV) akredit
diagnostikas laboratodij Plazmas insiha koncen#ciju noteica ar radioimunogisku
regzentu komplektu atbilstoSi razga instrukciam (Millipore, ASV). Dialeta un
kontroles davniekiem tika veikts glikozes tolerances testsk@es §idumu (1 g-kg'
kermena svara) ievagh i.p. un asins paraugos no astesas noteica glikozes
koncentaciju O (tuk& dasa) un gEc 5, 15, 30, 45, 60, 120 un 240 miEm.

Plazmas paraugus izmantojavor taukskibju, triglicefidu, glikozes un lakta
koncenticijas nerfjumiem ar Wako (¥cija), Instrumentation Laboratory Zlija) un
Roche (\acija) noteikSanas rgantu komplektiem atbilstoSi razg instrukcigm.

Lipidu profila un glikogna noteikSanai aknu un sirds audu galosli
homogenizja ar ledus aukstu PBS bufigidumu, kas satur 1 % Igepal CA 630, masas
tilpuma attietba 1:10, izmantojot Cole Parmer 130-Watt ultrasds homogenizatoru.
Homogentu centrifugja 10 mirites 6000 X g un virsnogwd &%idumu izmantoja
brivo taukskibju, triglicefidu un glikogna koncen#icijas noteikSanai sirds un aknu

audos ar regentu komplektiem atbilstoSi razqi instrukcigm.

2.4.2. Bikimisko parametru merijumi kl iniskajos paraugos

Venozs asins parauguséfjjuma daibniekiem safca no tta tuk® dasa.
Plazmas koga holestema, ZBL-holestana un ABL-holest@na un triglicerdu
daudzumu noteica ar komeiiti pieejamiem noteikSanas fgeantu komplektiem
atbilstoSi razdtja instrukcipm akredi€ta kliniskas slimncas laboratorj. Plazmas
glikozes koncen#ciju noteica, izmantojot heksokires metodi (Cobas 6000, Roche
Diagnostics, Mcija), HbA;. koncentéciju noteica ar augstas kagspgjas kidruma
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hromatogifijas anaizes metodi (Primus Corporation, ASV), hs-CRP testeisa ar
imunoturbidometrijas metodi (Cobas Integra 700, lRo®iagnostics, %ija) un C-
pepida koncentciju noteica ar elektrohemiluminiscences metodi (EC Roche

Diagnostics, \cija).

2.4.1. Leikoatu izoleSana ar eritroctu lizeSanas metodi

Plismas citometrijas anaki asins paraugus &g attiegba 1:10 (tilp./tilp.) ar
eritroatu lizéSanas bufeiddumu (168 mM NHCI, 10 mM KHCGQG, 0.1 mM EDTA,
pH = 7.2) 10 mintes istabas tempefai. Lizatus centrifugja 380 x g, 5 min un
nogulsnes (leikatu frakcija) resuspergh ledusaukat 1% BSA fosfitu bufergiduma
ar hepainu. lzoktos leikodtus fiksja 4% formaldetda %iduma 10 min, un tad
permeabilizja 0.1 % Triton X-100l&duna 30 min istabas tempefa4.

2.4.2. Ptismas citometrijas anaize

Leikocitus (~16/100 pl) inkubgja 15 min ar vienu no sekoj@® pdu primaram
monokloralajam antiviehkm (10 ug/ml) tum& vieta istabas temperata: pret GLO1 vai
IgG; izotipu kontroli fona fluorescences noteikSandc Pam nesaigusas antivielas
noskaloja ar ledusaukstu sterilu PBS bufsldmu. Leiko@tus 15 min inkubja ar
fikoeritrinu (FE)-konjugtam kazas F(abj)anti-pdu IgG otgjam antiviekm (1 ug/ml)
tum& vieta istabas temperata. Pec tam &nas tika skalotasapat ka iepriekS un
resuspengtas 500ul 1% BSA fosfitu bufergidunma plismas citometrijas anaki.

Katram paraugam noteicarts sadajumu gec iznera un granulocittes, & ai
fluorescenci ar FACSCalibur aptw (BD Biosciences, ASV). No katra parauga tika
sawakti dati par 10 000 ®am (2.1.A. attls). Datu iegSana un ange tika veikta ar
CellQuest programmnodrodinmu (BD Biosciences, ASV). Leik@tti popukcijas
noteica pc izmera un granulocites sadajuma punktu diagraman(2.1.B. atgls), ka ai
analizja fluorescences intensit (MFI) iezimetajas Sinas. Ekspresijas indekss (EI)
GLOL1 tika apgkinats, nemot \era nespecifisko saiganos (NS), El = (GLO1 % x MFI
— NS % x MFI)/100.
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2.1. att. Plusmas citometrijas reprezentaiva histogramma
Negatva kontrole (zda fija), IgG, izotipa kontrole — fona fluorescence (pilna histagma),
GLOL1 FE (roz Iinija) (A) un 3inu sadajums &c izmera un granulociites: limfoati — R1, neitrofli —
R2, monoti — R3 (B)

2.4.3. Asins liatu sagatavoSana glioksalzu aktivit ates noteikSanai

GlioksakZzu enzmu aktivitites noteikSanai asins paraugusjiz10 minites
ledusaukst destiEta tden attieaba 1:40 (tilp./tilp.) +4°C temperata. Lizatus
centrifuggja 20000 x g, 10 mirtes, +4°C temperaa, un ieditos virsnogulgu
Skidumus izmantoja Glol un Glo2 aktitieés spektrofotometriskai noteikSanai gan

klinikas, gan eksperimeatdjos paraugos.

2.4.4. Glioksatizes 1 aktiviates noteikSana asins paraugos

Glol aktivifati asins paraugos noteicagrt absorbcijas pieaugumu 5 mgu
laika pie 240 nm, no hemitioacad veidojoties S-D-laktoilglutationam.

Glol

CH;COCHO + GSH- CH;COCH(OH)-SG— CH;CH(OH)CO-SG
S-D-laktoilglutations

Metilglioksals Reductais Hemitioaceils
g 240 nm

glutations

Lai nodroSiatu neenzimatisku hemitioacela veidosanos, 2 mM GSkdens
Skidumu un ekvimalru metilglioksila daudzumu inkuja +37°C temperata 15
minates. Reakcijas majama sagivs 96-lauaiu plafté: 20 pl parauga un 180 pl
regzentu maiguma (2 mM metilglioksls, 2 mM GSH 50 mM NaiPQO, bufer&iduma
pH = 6.6). Absorbcijas izmaas noteica, izmantojot pQuant™ daudzlaucplaisSu
spektrofotometru (BioTek Instruments, ASV). Glol tiakate tika apgkinata,
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izmantojot  S-D-laktoilglutationa standakthi, un izteikta k& pmol S-D-
laktoilglutationa, kas veidojuSies 1 mites laikk 1 ml asins, standartijpt pret Hb
daudzumu g (U/g Hb).

2.4.5. Glioksahzes 2 aktiviites noteikSana asins paraugos

Glo2 kataliz S-D-laktoilglutationa hidraki lidz GSH un D-lakitam. Tas
aktivitati asins paraugos noteicagrat absorbcijas samazjgpmu 5 miruSu laila pie
240 nm.

Glo2
CH3;CH(OH)CO-SG>CH;CH(OH)COOH + GSH
S-D-laktoilglutations D-laktats

240 nm
Reakcijas maigjuma sagivs: 20 pl parauga un 180 pl gesmtu maiguma (0.5

mM S-D-laktoilglutations 50 mM Tris-HCI bufdigluma pH = 7.4). Glo2 aktivitte
izteikta ki umol S-D-laktoilglutationa, kas hidrobsSies 1 mimtes laikk 1 ml asins,

standartizjot pret Hb daudzumu g (U/g Hb).

2.4.6. Glioksahzes enmmu aktivit ates noteikSana audu homogetios

Smadzeu, muguras smadge un €zas nerva audu homogdus sagatavoja
atbilstosi iepriekS apralishi metodei (Phillips, 1993) ar nelieh izmanam. Audus
noswra (~50 mg), homogerim 500 ul ledus auksta 10 mM NEHPO, bufer&iduma
(pH 7.4) un centrifugja 20 000 x g, 10 min, +4°C. Glol un Glo2 aktitiinoteica jgc
centrifudicijas ieditaja supernata@atatbilstoSi enunu aktiviates noteikSanas metodei.
Reakcijas maigums sagivéja no 20 ul homogeata (10-20ug kogEja protana) un 180
ul regzentu maiguma. Kogjo protana daudzumu audu homogéws noteica ar plasi
lietotu kolorimetrisku (Lowry) metodi. Glioks@#iu enzmu aktiviite audu
homogeatos tika izteikta & pmol S-D-laktoilglutationa, kas veidojuSies vai
hidrolizejuSies 1 mintes laila, standartizjot pret proténa daudzumu g (U/g prate).

2.4.7. |zoktas zurkas sirds infarkti

Izolétas Zurku sirds infarktu eksperimentu veica saskar iepriekS aprakgt
procediru (Liepinsh, 2006). Zurku sirdis iZma, skaloja ar ledusaukstu Krebsa-

Henselaita bufekl8dumu un kan@a ADInstruments Langendorffa apt. Sirdis 20
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minttes ada@a un tad, okludot kreiso lejupejoSo korano ar€riju, izraigja
miokarda infarktu. Bc 30 miruSu okhizijas sekoja 120 mirsu ilga repefizija, kuras
beigas sirds audus ksoja ar metinzila &idumu un 2,3,5-trifeniltetrazolija hlata
Skidumu, lai nodatu riska zonu un tajiezimétu nekrotiskos un dzos audus (2.2.
atels). Sirds audu paraugi no neriska zonas (tuma) zih riska zonas (sarkana) tika
paaemti Ec 30 min i€mijas un 60 min repeikijas (2.2. attla at€loti ar dzelteniem
apiem). Sirds audi ¢ 120 min ilgas repeitijas tika izmantoti infarkta izema
noteikSanai. Attlu apstadi veica, izmantojot Image-Pro Plus v6.3 programiagitos
rezulaitus izmantoja infarkta lieluma noteikSanai, a&mot nekrozes lielumu pret
kopegjo riska zonas lielumu. Kontrole€ibas pi@aéma ki 100 % un pr&jos rezulitus

attieagi parrekinaja.

ISemija Reperfazija

D

>

Riska zona ™ .
Neriska zona ‘ ’

2.2. att. Sirds infarkta attistiba iSemijas-reperfazijas laika
Atteloti reprezentavi sirds griezumi pc 30 min igmijas (A), 60 min repefizijas (B) un 120 min
reperfizijas (C).

Gaikézu taukskbju, ggnu mMRNS daudzuma noteikSanai un imunoblotaiasial
kreiso lejupejoSo koramo areriju okludéja 30 mirites un i8mijas beigs vai [gc
iS€mijai sekojosas 60 mirsu ilgas repefizijas neriska zonu ieksoja ar 0,1%
metilenzila idumu (2.2. a@ils). Sirds audus no neriska un riska zon&s gidaiSanas

nekajoties sasalgja idraja slapekit un uzglahja -80°C temperata.

2.4.8. Taukslabju oksidacija izoleta zurku sird1

Radioiezméta palmitita oksidiciju merija, izmantojot ieprieksS aprakit metodi
(Lopaschuk, 1997) ar nelieh izmaham. Palmitta oksidiciju noteica, rarot *H,O
daudzumu, kas rodas no 9, Feffpalmitata (specifisk aktivitite 60 Ci/mmol)>H,0 no
9,10-PH]palmitata atdaija, samaisot 10Q perfuzita ar 500ul hloroforma:metanola
attieaba 1:2 (tilp./tilp.), 200ul hloroforma un 20Qul 2M KCI/0.4M HCI. Tad paraugus
centrifuggja 15 mirutes 1150 x g 4°C tempetiad, lai maigjumu sadatu pokraja un
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nepokraja faze. 50 ul parauga no patas fazes sajauca ar scirtgijas &idumu un
izmantoja radioaktivittes ngtijumiem ar &idruma scintificijas un luminescences
skaifitaju MicroBeta Trilux (WALLAC). Palmista oksidicijas atrums tika izteikts k
9,10-PH]palmitata daudzums, kas oksjds dz *H,0O 1 min lail.

2.4.9. Peroksisorala taukskabju oksidacija

Peroksisomas izga atbilstoSi iepriekS apraki&ti metodei (Harrison, 1988) no
sirds audu riska un neriska zonax B0 miruSu sirds kreigs lejupejo8s kororaras
arerijas oklizijas. Palmiita oksidicijas atrumu peroksisods noteica saska ar
iepriekS apraksiu metodi (Degrace, 2004) ar neliel izmaham. Peroksiso@lo
taukskibju oksidicijas atruma noteikSanai izmantoja 9,1MH]palmitatu reakcijas
maigjuma. Reakcijas maigims satwja 30 mM KCIl, 75mM Tris-HCI, 10mM
KH,PQOy, 0.1mM EGTA, 5 mM MgCJ, 1 mM NAD, 5 mM ATF un 100 pM CoA. Lai
inhib&tu ies@jamo mitohondilo B-oksidaciju, paraugus preink@@ 10 min ar 75 uM
antimianu, 10 pM rotenonu un 250 pM KCNed®10 miruSu inkulacijas ar 120 puM
palmitatu 37°C temperata paraugus taukakju oksidicijas noteikSanai sagatavoja un

analizja, @apat k izoletos Zurku sirds audos.

2.4.10. Mitohondriju un sirds muskula kiedru skabekla pateri na merjumi

Skabela patrina nerjjumiem mitohondrijus iz@ja no Wistar Zurku sirds
audiem saska ar iepriekS aprakgtt metodi (Kuka, 2012). Lai noteiktu KPT I-
neatkargo gakeézu taukskbju oksidiciju, mitohondriju skbella pa€rina nerjumus
veica 37C temperatra bufer&iduma (150 mM KCI, 1 mM MgCJ, 10 mM TRIS-HCI,
5 mM KH,PQO,, pH = 7,2) ar 36 uM palmitoil-kariitu, izmantojot polarogfisko
elektrodu (Microelectrodes Inc., Bedforda, ASV).tdMondrila protana daudzuma
standartizSanai noteica ciitsintazes aktiviti saskaa ar iepriekS aprakgt metodi
(Srere, 1963).

Mitohondriju funkcionaliites no¥rteSanai pc 30 miriSu okhzijas, sirds
kambara musKa &%iedras kiliSus izotja no sirds audu riska un neriska zonas un
permeabilizja saskaa ar iepriekS aprakgt metodi (Kuka, 2012). Sirds mugku
Skiedru ADF-stimuéta skabea patrina atrumu noteica, izmantojot 6 mM piratu ar
6 mM mabktu vai 10 mM sukciditu ka substatus.
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2.4.11. Citosola un kodolu ekstraktu imunoblota ankdze

PPARy, PPAR/ un citu taukskbju metabolisra iesaisito reguéjosSo faktoru
daudzuma noteikSanai sirds un aknu paraugus honmgenar ledus aukstu
homogenizcijas bufer§idumu (100 mM Tris-HCI, 10 mM EDTA, 5 mM Mggl1l
mM glicerola 3-fosits, 1 mM NaF, pH 7.4), kas satur p@#e inhibitorus (10uM
leipepina, 1 uM pepstatna, 1 uM aprotirina un 100pM PMSF), masas tilpuma
attieaba 1:10, izmantojot Ultra-Turrdk homogenizatoru (IKA, ¥cija). Citosola
ekstraktus imunoblota anaéi, ki afi taukskibju noteikSanai ieguva, homogdn
centrifugjot 6000 x g, 10 min, +4°C tempeiet. Kodolu atiriSana tika veikta,
izmantojot metodi, ko iepriekS aprast Williams (Williams, 2000). Homogeitu
filtr gja caur 100 un 40 um iZira neilona sietiem un filtatu centrifugja 1500 x g, 10
min, +4°C temperata. Kodolu nogulsnes tika divreiz skalotas un resodgf@s ar
aukstu homogenizijas bufergidumu.

Kodolu un citosola ekstraktu imunoblota amal 50ug prot@nu saddja ar gela
elektrofoezes apatu (Owl P81, Thermo Scientific, ASV), izmantojot opgnus
denatugjoSu SDS un poliakrilafda gelu (7 vai 10% akrilafds (atkaiba no nosakma
protana molekulsvara), 1.5 M Tris-HCI, 0.1% SDS, 3% aijopersulfits, 0.05%
TEMED). Elektrofogzes bufer§idums sagt/gja no 25 mM Tris bzes, 192 mM glima
un 0.1% SDS. Elektrofeees apgikli bija 100 V, 15 h. No gela uz
polivinilidéndifluorida (PVDF) memianu (Imobilon-P memiana, Merck Millipore,
ASV) protanu garnesi veica ar elektroféres paldzibu, izmantojot pussausameses
metodi (elektrofogzes katoda bufekgdums: 25 mM Tris-HCI, 192 mM glina un 10%
metanola). Elektrof@ézes ap$ikli bija 180 mA, 20 min. B parneses memhbnas
noskaloja PBS bufek¥dduma un, lai noérstu antivielu nespecifisku sasanos,
inkubgja 1h 4% BSA fogftu bufergiduma istabas temperata. Pec tam memlinas
inkubgja 1h istabas tempefa ar prinarajam truSu polikloalam antiviekm pret
PPARy, PPAR/1/2, PGCh, P-AMPK alfal/2 (1 pg/ml, Abcam, Lielbsitija), NFcB
(p65) NLS (1 pg/ml, Cayman chemical, ASV),lyppenonokloalajam antiviekm pret
AMPK alfal/2 (1 pg/ml, Abcam, Lielb#hija) vai antiviehm pret -aktinu (1:5000,
Abcam, Lielbritinija) un TATA-saistoSo proieu (1:1000, QED Bioscience, ASV).
Membianas trs reizes pa 10 mitem skaloja ar PBS bufdi@lumu, kas satur 0.05%
Tween 20. Tadas 30 mirites inkulgja istabas temper@a atbilstodam sekundrajam
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antivieam, kas konjugtas ar peroksiki (1:50000, Abcam, Lielbrnija). Rec tam
membanas skaloja PBS bufdi&luna tapat ki iepriekS. Imunoblota vizualizijai
izmantoja hemiluminescences geatus (Merck Millipore, ASV), kas sajaukti tilpuma
attiedba 1:1 tieSi pirms memhBnu apstides. Gaismas emisija tika noteikta, eksjpain
membénas uz gaismas jiglas filmas (Amersham HyperfiimTM ECL, GE Healthcare
Limited, Lielbritanija). Atkafba no sigrala intensites ekspozijas laiks bija no 10s
Iidz 5 min. Rc tam filma tika afsfita, izmantojot aisfitaju (X-Omat EX 4, Kodak,
ASV) un fiksazu (RPX-Omat LO, Kodak, ASV). latje ateli tika ieskergti un sigrala
intensiite analizta ar datorprogrammu Gel-Pro Analyzer 6.0 (Medisb&getics,
ASV).

2.4.12. Taukslabju daudzuma noteikSana ar GHMS metodi

Brivo taukskibju daudzumu noteica, andjat taukskibju metiksterus ar ggu
hromatogifijas masspektrometrijas metodi (GHMS). 50D sirds audu homogéta
ependorfa rageres centrifugja 40 miruites 100000 x g 4°C tempemigd un
supernatantu liofiligja (Labconco corporation, ASV). Liofileto paraugu izgdinaja
200 ul 0,2 % NaOH un pievienoja 800 acetonitrila:metanola majama attietha 3:1
(tilp./tilp.) parauga deproteirgganai. Paraugus centrigjg 10 mirites 20000 x g 4°C
temperaira, iegito supernatantu gplgja skimivejamas stikla nggeres un liofilizgja.
MetiléSanas reakciju veica ar HCkifumu metanal, iegito metilesteru hekisa
ekstraktus analgga ar GHMS metodi iz&létu jonu monitoringa rama. GHMS anatzi
veica, izmantojot Agilent 6890N (Agilent Technolegi ASV) @zu hromatogifu ar
masas selekto detektoru un kagito kolonnu HP-5MS (Agilent Technologies, ASV).
Taukskibju daudzuma noteikSana tika veikta sadarlr Dr. chem. O. Pugoiu un Dr.
chem. S. Gnbergu (Latvijas Organigk sintzes instiiits).

2.4.13. mRNS izdSana un kvantitativa RT-PKR anahze

Audus @gnu ekspresijas noteikSanaig saikSanas neka@joties sasalgja
Skidraja slapekii un uzglahja -80°C temperata. Kopgjo mRNS no audiem (sirds,
aknas, smadzp@, muguras smadae vai £zas nerva) izéja, izmantojot TRI regentu
(Sigma, ASV) atbilstoSi raza instrukcipm. lzoktajam mMRNS spektrometriski

noteica daudzumu un kvaiii, at&aidot paraugus 1:20 (10 paraugs un 194l adens)
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un nerot absorbciju pie 230 nm, 260 nm un 280 nm. Parswgg&aidija aradeni, lai
MRNS koncenticija batu 0.5 pug/ml, un sintegja pirmas kédes komplemeato DNS
(kDNS), izmantojot High Capacity cDNA Reverse Tramgion regentu komplektu
(Applied Biosystem®', ASV). Ependorfa mpere 10 ul reazentu maigumam, kas
sasivéja no 2ul 10xRT bufergiduma, 0.8ul 25x dANTP MIX, 2ul 10x RT Random
Primers, 1ul RNazes inhibitora, lul MultiScribeTM reveras transkripizes un 3.2l

nukleazu biva tdens, pievienoja 1Ql parauga. Paraugus inkijd termostat 10

minates 25°C temperata, pec tam 120 mintes 37°C temperata. KDNS singzes
reakcija tika apatinata, kargjot paraugus 5 mirtes 85°C temperaa. Paraugus
atXkaidija tilpumu attietba 1:10 (20 ul KDNS un 180ul tdens), samaig un So
maigjumu izmantoja gnu ekspresijas izmail noteikSanai.

Kvantitativa RT-PKR anaize tika izmantota sekojoSucm ekspresijas
noteikSanai: HK Il, InsR, GLUT4, GLUT1, karim@a palmitoiltransfeéizes 1, muskuw
izoformas (MKPT ), acil-koenma-A (acil-CoA) oksidzes 1 (ACOX), ACSL,
lektinam-idziga oksi@tu zema kivuma lipoprotenu (ZBL) receptora 1 (LOX1),
lipoprotanu lipazes (LPL), peroksisoala membanu proténa (PEX13), FABP, PDK4,
GLO1, GLO2, k& ai B-akina lka kontrole. Regentu maigums RT-KR anaizei
sasivéja no 10ul SYBR Green master Mix, gl nukleazu biiva tidens, 2ul atbilstoSu
praimeru maiguma (R+F) un 2ul uzsintezta kKDNS parauga. RTHR reakcijas veica
Applied Biosystems 7500 Real Time PCR System apaatbilstoSi razctju
protokoliem un instrukcijm.

2.4.14. Dialeta pacientu \elino komplikaciju novert eSana

Sapigas diabtiskas neiroptiju kliniskas formas aistibu noteica atbilstoSige
Young et al. aprakaas metodes, lietojot neirdjiskas disfunkcijas skalu (NDS), kas
ieklauj Ahileja @pslas refleksa, vilacijas, juibas, 8pju uztveres un tempefmaas
sliek&a noteikSanu am kajam, ka af neiromtisko simptomu skalu (NSS), kas ietver
jautsjumus par simptomu lokakiziju, kvalitati, saasiaSanos naktvai uzlaboSanos,
veicot fiziskas aktiviates (Young, 1993). NSS testa reztdtar 4 vai vaik punktiem
tika uzskaits par patolgiju un noteikta 8pigas diabtiskas neiroptijas diagnoze.
Papildus veica neirometrisku sel®kt sensorisko nervu vaghnas sliekga nowerteSanu,
nosakot nespigu stavas uztveres slieksni (SUS). SUSEmjumus veica, lietojot
neirometra elektrodu rais manstravas sinusmveida vinu stimulus 5, 250, un 2,000
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Hz frekvenés (Neurotron Inc., Baltimora, ASV). Petifi neiroftija tika diagnostiéta,
ja vismaz divos no trim testiem (NSS, NDS un SU§) parsniegta pigaujamo punktu

norma.

2.4.15. Eksperimenilo diabéta dzavnieku velino komplikaciju novert éSana
2.4.15.1. Melaniski un termiski izraisito sapju sajatu testi

Termiski izraistu sapju sajitas tests (do val. tail flick tes) tika veikts,
izmantojot spe@lu apadtu (Model DS20, Ugo Basile, alija) atbilstoSi ieprieks
apraksitai metodei (Liepinsh, 2009a). Sajesti nosaka @pju slieksni, rgistrgjot
laten& perioda ilgumuidz biidim, kad dzvnieks, sajtot infrasarkaa lazera karstuma
raditas sipes, pakustina asti vai maina pozu. Lai n#tadudu bgjumus, eksperimentu
laiks nav ilgiks par 20 sekurzin.

Mehaniski izraigtu spju sajitas (angu val. paw pressure testzmaipas noteica
ar spedcilu apaatu (Ugo Basile, Hlija). Labajai un kreisajai pakgai kepai, izmantojot
speka radtu spiedienu (g), noteica makgilo sapju slieksni, kad dxnieks sajt sapes
un izraujkepu. Katram dxniekam tests tika aiktots piecas reizes, ienojot 5 min

intenalu, un tika apgkinatas vicjas \ertibas.

2.4.15.2. Darhibas (slaiagas) atminas no\rt éSanas tests

Y veida labirinta tests tika izmantots, lai ®agtu darbbas atmiu Zuckeg
Wistar un Goto-Kakizakizurkam (Yamada, 1999). Tests tiek veikts, izmantojotrmael
krasotu koka Y formas telpisku un simetriski izveiddébirintu ar trim efm (ejas
garums: 40 cm, platums: 11 cm, augstums: 28 cmkW/ievietoja vied no labirinta
ejas gkuma dd&m un no¥roja 5 min, rgistrgjot ieieSanas skaitu un sba eps. Pareizi
izvélcta ejas maia tika defirgta un apkinata procentali, ka sedga ieieSana vis tis
ejas bez atkrtoSams: (pareizi izeletais eju skaits)/(kopais ieieSanas skaits asf
2)*100%.
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2.4.15.3. Endatlija disfunkcijas noteikSana izoktas aortas

Zucker fal/fa Zucker lean Wistar un Goto-Kakizakizurku aortu endélija-
atkafgo funkciju noteica atbilstoSi iepriekS apratast metodei (Bartus, 2008). No
anesteztam Zurlam tika izgriezta kiiSu aorta un ievietota ledusauksKrebsa-
Henselaita (K-H) (118 mM NaCl, 4.75 mM KCI, 1.8 m&haC}h, 1.2 mM MgSQ, 25
mM NaHCQ, 1.18 mM KHPQO,, 11 mM glikoze) bufei@duma. Pec aplartéjo audu
atdaiSanas no aortas, to sagrieza 3 mm ganggsSos; katrs rikitis tika ievietots
atsevi§a organu vannha un, izmantojot neisgjosa terauda stieptes, piestipriats
izometriskajam sgka sensoram. Aortas inkgja 37°C temperata K-H Skidumg, kas
piesatinats ar 95 % @+ 5 % CQ. Merfjumus reistrgja, izmantojot Chart 6 programmu
un PowerLab 8/30 datu gistracijas sistmu. Pasvais spriegums tika uzsiits uz 20
mN. Rec 30 min periodaitizsvara iegSanai, aortu maksiffo kontrakciju noteica ar 80
mM KCI. Tad aortu mkiSi tika kontralti ar noradrenahu 60 idz 80% no maksialas
kontrakcijas imena un enddtija funkciju noteica, pievienojot acetiliau 10*°-10°M
koncentécijas.

2.5. Datu statistiska apstrade

Kvantitatvie maingie attloti ka vidgjas aritnetiskas \ertibas = vidjas
aritmetiskas \ertibas standartkda (SEM) vai & medinas (starpkvaiiu intenali), ja
dati neatbilda noralajam sadajumam. Kvalitaivie maingie raksturoti & skaits (n) un
procentala proporcija (%). Grupu s@lzinaSanai izmantoja atbilstoSu atrds metodi
ar sekojoSu grtestu (Stidenta t-tests, Manna-Vitnija, Dunnetta vai Bonfértasts)
rezulaitu ticamba mmrbaudei, kas nadits pie rezulitu apkopojuma taba$ vai
grafikos. Kvalitatvus maifigos analigja, izmantojot b kvadata () un FiSera testu.
Rezulatus uzskaja par ticamiem, ja p &tiba bija mazka par 0.05. Divu pamju
saisibas anakei izmantoja Rsona parametrisko kogeiju vai Sprmana koreiciju
anaizi. Multivariang lineara regresijas anae tika lietota, lai noteiktuapigas DN risku
un Glol aktiviites saigbu, nemot \era mairigos, kas statistiski ticami &figas starp
pacientu grupm ar gpigu DN un neiroptiju bez apem. ledita ExpB \ertiba raksturo
korigeto atkarga faktora relatvo risku.

Datu apkopoSan un statistiskaj anaizé izmantoja Microsoft Excel 2003,
GraphPad Prism 3.0 (GraphPad Software Inc., ASV3RS8S 19.0 (SPSS, Chicago, IL,
ASV) programmnodroSEumu.
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3. REZULTATI
3.1. Glioksahzu aizsargsisémas noame diabeta velino komplikaciju attistiba
3.1.1. Glioksafizes enmmu sisttmas nerisanas metozu izstde
3.1.1.1. Glioksaizes 2 aktiviates noteikSana asins un audu paraugos

Lai pielagotu S-D-laktoilglutationa optiato koncenticiju reakcijas norisei 96-
laucinu platte, tika noteikta erima kataliztas reakcijasatruma atkaiba no subsita
daudzuma. Cilgku asins liztam tika pievienots reakcijas mgisns ar dazdam S-D-
laktoilglutationa koncenicijam (0, 50, 100, 200, 500 un 10QM). Ka optimala S-D-
laktoilglutationa koncendcija tika izwléta 500 uM, jo pie &das subsita
koncentécijas enzma kataliztas reakcijasatrums bija 3.9 + 0.&umol/min, kaslava
nodrosint tehniski pretzu un atirtojamu eksperimenta norisi.

Lai standartiztu asins paraugu sakSanu un uzglasanu, 6 praktiski veseliem
brivpratigajiem venozo asins paraugos 2 stundual@idc to sadkSanas tika noteikta
Glo2 aktivitate. Eksperimentaakuma vidéja Glo2 aktiviite asins paraugos bija 4,3 *
0,7 U/ml. Katra ptijjuma daibnieka asins paraugu aliké@ un kdz 4 nedlam
uzglalaja +4°C, -20°C un -80°C tempearat, nosakot Glo2 aktiviti, attieagi, pec 1
dienas, 2, 3, 7, 14, 21 un 28 dien Ka redzams 3.1. &ta, pcc 3 dieram, uzglaljot
paraugus +4°C, -20°C, -80°C, tika konstas tikai nenoinigas enmma aktivitites
izmaias. Interesanti, ka paraugus uzgjab+4°C temperaira, tika noErots enzma
aktivitates pieaugums, kas statistiski ticams bijdz|3. nedlai, kot ar septo

uzglatasSanas dienu (3.1. als).
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3.1. att GlabaSanas temperaiiras ietekme uz Glo2 aktiviati cilveku asins paraugos
Atteloti vidgjie rezul@ti £ SEM (n=6). *p<0,03izﬂzirﬁjum€1 ar aktiviati eksperimentaakuma ,0”
Batiskakais +4°C temperata uzglalato paraugu aktiviites pieaugums tika

konstagts 2. nedla, enZma aktivifitei statistiski ticami palielinoties par 61% (7 + 1
U/ml), bet eksperimenta beig enZma aktiviite toner samazigjas dz skotnéjam
limenim. Savulrt paraugos, kuri tika uzglab sasaldti -20°C un -80°C temperaa,
enZma aktiviaite pec divam nedlam samazidjas par 13%, t@u statistiski ticamu
samazigjumu no\eroja tikai 3. nedla, uzglatajot paraugus -20°C. Eksperimenta asig
paraugos, kas uzglatp-20°C un -80°C, Glo2 aktivite samazifjas attie@gi par 9% un
6%, toner Sis enmma aktiviites samazi@jums nebija statistiski ticams (3.1. &d).
Talakajiem enzmu aktiviates nerjjumiem tika noteikts, ka paraugu aizals aveic tis

dienu laila pec tonpemsanas.

3.1.1.2. Glioksaizes 1 enima ekspresijas noteikSana leikatos

GLO1 proténa ekspresijas noteikSanas metodesadstrar ptismas citometrijas
metodi, 19 bivpratigajiem: 5 pacientiem ar 1. tipa CD, 6 pacientier2.aipa CD un 8
lidziga vecuma veseliem opratigajiem kK kontroles grupai tika noteikta asins Glol

aktivitate, ka aff GLO1 prot@éna ekspresija izétos leikogtos. Vidckjais 1. un 2. tipa CD
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stazs bija attietgi 9 £ 9 un 7 £ 5 gadi. Dialta pacientu un kontroles grupasnktkais
raksturojums un leikatu anaizes dati apkopoti 3.1. talaul

Vidgja Glol aktivitite kontroles grupas asins paraugos bija 61 + 8 Hlg
Saldzinot ar kontroles grupu, diea pacientu asins paraugos Glol akiteit bija
paaugstiata. Tikai 2. tipa CD pacientiem Glol aktate asids bija statistiski ticami
augsiika par 20 % (3.1. tabula).

Plaismas citometrijas reprezentat histogramma aito negaivas kontroles
fluorescences intenstt (nekiasotas fik§tas un permeabiletas $inas), p&u 1gG
izotipu kontroli un GLO1 FE poziu paraugu (2.1.A. ais). Piismas citometrijas
anaize pa#dija, ka vidji vairak ka 80% izokto leikoatu krasojas GLO1 pozivi visas
petijuma grup@s. GLO1 ekspresijas indekss nebija izritsil€D pacientiem, lai gan tika

no\erots neliels paaugstjums (3.1. tabula).

3.1. tabula
Cukura diabéta pacientu un kontroles grupas kiniskais raksturojums un leikoatu
analize
Kontrole 1.tipa CD 2. tipa CD
Skaits 8 5 6
Vecums, gadi 53t14 38116 5918
Glikoze, mM 5.8+0.4 11.5+1.8* 8.8+1.6*
HbA1c, % 5.1+0.4 9.2+1.7* 8.1+0.7*
Asins Glol aktiviite, U/g Hb 6148 63+12 72+12
GLO1 pozitvi leikociti, % 8214 8118 8316
GLOL1 ekspresijas indekss 71421 73414 78421

leikocitos, NV

Attéloti vidgjie rezultiti + SD. *Statistiski ticami aidras no kontroles grupas (&dientat tests, p<0,05)
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lzmantojot §inu sadajumu pEc iznera un granulocittes (2.1.B. a#ls), tika
analizta fluorescences intensti¢ un apgkinats ekspresijas indekss limfibe, monottu

un neitroflu popukcijas.

% 150 - OKontrole @1. tipa CD M 2. tipa CD
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3.2. att GLO1 ekspresijas indekss kontroles grupas un 1. u. tipa CD pacientu leikogtu
populacijas
Atteloti vidgjie rezuliti £ SEM

Ka redzams 3.2. aifi, visas pEtjjuma grups ekspresijas indekss GLO1
pozitivos monodos bija attietyi 2 un 1,5 reizes auggs ka limfocitos un neitrafos.
Statistiski ticamas GLO1 ekspresijas indeks&iatias leikoftu popuficijas starp

petijjuma gruam netika noerotas.

3.1.2. Glioksahzes 1 aktiviates saistba ar sapigu neiropatijas attistibu
3.1.2.1. Rtijuma dalibnieku demografiskie un kliniskie raditaji

Petijjuma daibnieku demodgifiskais un kiniskais raksturojums apkopots 3.2.
tabub. Ka redzams tabal saidzinot ar 1. tipa CD pacientiem, 2. tipa CD padeamt
bija statistiski ticami augasits KMI, augstika triglicefidu un C-peptla koncentcija
plazng, tie bija veaki, snekéja mazk, ki ai biezk lietoja antihipertensos
medikamentus (3.2. tabula).
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3.2. tabula

Cukura diabeéta pacientu un kontroles grupas demogifiskais un kliniskais

raksturojums

Noteiktie parametri Kontrole 1.tipa CD 2. tipa CD
Skaits, n 132 108 109
Vecums, gadi 42.0 (33.0-52.8)  34.5(27.0-50.0) 0%B1.5-64.0)
VirieSu dzimumsn (%) 50 (38) 52 (48) 44 (40)
Diabeta stizs, gadi - 11.0 (6.0-21.0) 7.0 (4.0-13.8)
Plazmas glikoze, mM 5.0 (4.7-5.4) 8.6 (6.6-11.6) 8 (b.9-9.6)
HbA;c, % 5.1 (4.9-5.3) 8.6 (7.7-10.3) 7.9 (7.2-9.9)
KMI, kg/m? 24.9 (23.1-28.7)  24.7 (22.4-27.0) 31.6 (28.4-36.1)
hs-CRP, mg/l 0.9 (0.5-1.7) 2.2 (1.2-3.3) 2.0 (L3
Kopgjais holestans, mM 5.4 (4.8-6.1) 5.5 (4.6-6.1) 5.8 (5.1-6.4)
Trigliceridi, mM 1.2 (0.8-1.8) 1.1 (0.9-1.8) 2.1(1.6-3.2)
ABL-holesteins, mM 1.4 (1.2-1.9) 1.5(1.3-2.0) 1.3 (1.0-1.6)
ZBL-holestetns, mM 3.7 (3.0-4.3) 3.4 (2.6-3.9) 3.4 (2.8-4.2)
C-peptds, ng/ml 2.1(1.7-3.2) 0.4 (0.2-0.5) 2.8 (1.8-4.1)
Asins Glo1 aktivisite, U/g Hb 28.5(25.7-32.8)  31.2(26.6-36.9) 326.0-38.4)
Asins Glo2 aktiviite, U/g HB 22.0 (18.7-24.2) 21.5(19.0-23.7)  22.0(18.0-27.0)
SnekeSanan (%) 27 (21) 46 (43) 27 (25)
Alkohola lietoSanax 1 28 (22) 12 (11) 6 (6)
reizilnecla), n (%)
Staini, n (%) 13 (10) 29 (27) 63 (58)
AKE-inhibitori/AT1 receptoru 21 (17) 53 (50) 86 (79)

antagonistin (%)

Rezulgti atteloti ka medinas (starpkvaftu intenls) vai skaits (%§Glo2 aktivitite noteikta 18
kontroles indiwdiem, 36 — 1. tipa CD un 37 — 2. tipétjjuma iesaisttiem CD pacientiem.

Vidgja Glol aktivieite 1. un 2 tipa CD pacientu asins paraugos bijecagt 31.2
(26.6-36.9) un 31.9 (26.0-38.4) U/g Hb. Glol aksite veselu hwpratigo asins
paraugos bija 28.5 (25.7-32.8) U/g Hb un ticamk@iS no CD pacientiem.
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3.1.2.2. Glo1l aktiviites saistba ar kliniskajiem parametriem un neiropatiju
simptomu attistibas pakapi

Petijluma datu koreélciju anaize liecina, ka asins kita Glol aktiviite negawi
korek ar dialgta stzu ( = -0.261,p = 0.007) 1. tipa cukura diata pacientiem. Glol
aktivitate bija statistiski samazita pacientiem ar izteiktiemagigas neiroptijas
simptomiem, satlizinot ar vigjiem vai viegli izteiktiem neirofitijas simptomiem, gan
1. tipa, gan 2. tipa cukura digth pacientiem (3.3. &ts). Glol aktiviite pacientiem ar
viegli un vidgji izteiktu NDS nebija algriga (3.4. atils).
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3.3. att. Glo1 aktivitates saisiba ar neiropatijas simptomu smaguma palipi (A)
1. tipa (n = 88) un (B) 2. tipa 6 = 74) cukura diabeta pacientiem
NSS skalas iedalims: viegli (1-4), vidji (4-5) un izteikti (7-9) simptomi. Rezulti atteloti ka
medinas + starpkvaiiu intenals. *Statistiski ticami at§ras no pacientu grupas ar &jd
izteiktiem neirogtijas simptomiem (Dunna tests, p<0,0%tatistiski ticami afras no
pacientu grupas ar viegli izteiktiem neiabipas simptomiem (Dunna tests, p<0,05)
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3.4. att.Glo1 aktivitates saistba ar neiropatijas disfunkcijas smaguma palapi (A) 1.
tipa (n = 88) un (B) 2. tipa ( = 74) cukura diabeta pacientiem
NDS skalas iedgums: viegli (3-4) un vidji (5-8) simptomi. Rezuiiti atteloti ka medanas +
starpkvartju intenals
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Gan 1. tipa, gan 2. tipa cukura ditd pacientiem Glol aktivite nekoredja ar
vecumu, dzimumu, glikozes koncediju, HbA;c, hs-CRP, lipdu koncenticijam,
KMI, alkohola patripu, snekéSanu vai medikamentu lietoSanu. Kontroles grup

neno\roja ticamu Glol aktivittes saigbu ar dazdiem kiiniskajiem parametriem.

3.1.2.3. Glo1l aktiviites saistba ar sapigas neiroptijas risku

Ta ka Glol aktiviite bija samaziita pacientiem ar izteiktiem agigas
neiroftijas simptomiem, noteiktie bi@miskie parametri tika salzinati cukura diabta
pacientiem ar n@pigu un &pigu neirofatiju. Pacientiem ar apigu neirotiju un
neiroftiju bez @apem bija idziga nervu disfunkcijas page, kas raksturota ar NDS.
Gan 1., gan 2. tipa CD pacientiem apigu neiroptiju, sakdzinot ar pacientiem ar
neiroftiju bez apem, Glol aktiviite bija statistiski ticami samazita attieggi par 12
un 14% (3.3. tabula).

3.3. tabula

Cukura diabeta pacientu ar sapigu diabetisko neiropatiju un neirop atiju bez
sapeém kliniskais raksturojums

1. tipa cukura digdts 2. tipa cukura diaibs

_ . Nesipiga Sapiga p Nesipiga Sapiga p
Noteiktie parametri neirofdtija  neiroftija  vertiba neirogmtija  neiroptija  vertiba
Skaits, n 43 51 45 48
Vecums, gadi 32.0 45.0 0.03 56.0 59.0 0.03

(24.0-47.0) (29.0-57.0) (50.5-62.0) (54.2-68.0)

VirieSu dzimumsn 21 (49) 24 (47) ns 20 (44) 15 (31) ns
(%)

L . , 10.5 19.0 0.01 55 11.0 <0.00
Diateta sizs, gadi  (5.0-16.5) (7.0-26.0) (3.0-11.0) (7.0-17.7) 01
Glo1 aktiviite, U/g 33.0 28.9 0.01 32.6 29.2 0.04
Hb (29.0-39.0) (23.0-35.0) (26.0-40.0) (24.0-35.0)

. 7.8 8.9 ns 7.8 8.1 ns
Plazmas glikoze, MM (5 1.10.4) (7.0-11.5) (6.9-9.6)  (7.0-9.6)
o 8.4 9.1 ns 8.2 7.8 ns
HDAc, % (7.6-10.4)  (7.8-10.0) (7.1-11.2) (7.3-9.0)
KMI, kg/m? 24.0 25.8 0.01 31.9 31.2 ns
(21.3-25.2) (22.6-28.4) (28.3-37.4) (28.1-34.0)
hs-CRP, mg/| 2.4 2.3 ns 2.0 1.8 ns
(1.0-3.2) (1.2-3.3) (1-3.7) (1.1-3.5)
Kopgjais holestans, 5.5 5.6 ns 5.7 5.9 ns
mM (4.4-6.4) (4.7-6.0) (4.9-6.4) (5.2-6.5)
Trigliceridi, mM 1.2 1.1 ns 2.1 2.1 ns
(0.9-1.9) (0.9-1.9) (1.5-2.7) (1.6-3.4)
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3.3. tabulas turpimums

1. tipa cukura diadts 2. tipa cukura diaibs
i . Nesapiga Sapiga . Nespiga Sapiga p
Noteiktie parametri neirogtija  neirotija pvertiba neirogatija neirogtija  vertiba
ABL- holesteins, MM 1.5 1.6 ns 1.2 1.4 ns
(1.3-1.9) (1.3-2.1) (1-1.6) (1.1-1.7)
ZBL- holestems, mM 3.2 3.5 ns 3.4 3.4 ns
(2.7-4.1) (2.6-3.9) (3.0-4.2) (2.4-4.2)
C-peptds, ng/ml 0.5 0.3 ns 2.9 2.3 ns
(0.2-0.5) (0.1-0.5) (2-4.1) (1.4-4.5)
Snekssanan (%) 17 (40) 24 (47) ns 12 (27) 7 (15) ns
Alkohola lietosanax 1 7 (16) 4 (8) ns 4(9) 1(2) ns
reizi/nedla), n (%)
Statni, n (%) 8 (19) 17 (35) ns 24 (53) 29 (60) ns
AKE-inhibitori/AT1IR 22 (51) 28 (56) ns 39 (87) 38 (79) ns

antagonistin (%)

Rezulati atteloti ka medanas (starpkvafiu intenals) vai skaits (%)

Ka redzams 3.3. tabmyl 1. un 2. tipa dialia pacienti ar &igu neirogatiju,
saldzinot ar pacientiem ar ngsgu neirogtiju, bija ticami veaki attieagi par 19 un
7%, ka af tiem bija apmaram 2 reizes ilgks dialgta stizs. Turkht 1. tipa cukura
dialsta pacientiem arapigu neiroptiju, saidzinot ar pacientiem ar neirafgu bez
sapem, KMI bija palielinats par 10%. Pacientiem apsgu neirogtiju pargjie noteiktie
parametri neakdras, saidzinot ar pacientiem ar neiratju bez gpeém (3.3. tabula).

3.4. tabula

Glol aktivitates saistba ar sapigas neiroptijas risku

1. tipa cukura diadts

ExpB (95% KiI) p vertiba
Glol aktiviate, U/g Hb 0.93 (0.87-1.00) 0.04
Diabeta stZs, gadi 1.04 (0.99-1.10) ns
Vecums, gadi 1.00 (0.97-1.04) ns
KMI, kg/m? 1.11 (0.96-1.28) ns

2. tipa cukura diads

ExpB (95% KiI) p veriba
Glol aktiviate, U/g Hb 0.92 (0.86-0.98) 0.01
Diabgta stizs, gadi 1.12 (1.04-1.21) 0.003
Vecums, gadi 1.02 (0.97-1.07) ns

Rezultti atteloti ka riska koeficients (95% konfidences intals/(Kl))
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Glol aktiviatei palielinoties par vienu vi@pu, ticami samazijas spigas
neirogtijas risks,nemot \era pacientu vecumu, diata stzu unKMI multivariantap
anaizé (3.4. tabula). Tikai 2. tipa CD pacientiem dith stZs statistiski ticami bija
saisits ar paaugstitu sapigas neiroptijas risku (3.4. tabula). @pigas neiroptijas

lesgEjamiba nebija saisia ar pacientu vecumu ne 1. tipa, ne 2. tipa COjgand.

3.1.3. Glioksafizes enmmu aktivit ates un ekspresijas izmaias eksperimenilajos
dzivnieku moddos

3.1.3.1. Glikozes, ins@ha un lipidu daudzumu izmaias plazna

Ka redzams 3.5. affi, Goto-Kakizaki zurkhm nowroja nereni izteiktu
hiperglikkmiju. Eksperimenta be#g plazmas glikozes konceftija tuk& dasa un
edu&m Goto-Kakizakizurkam bija 1,5 reizes aug#ta, saidzinot ar vieada vecuma
Wistar kontroles Zurkm. Zucker fa/fazurkam plazmas glikozes konceftija bija
palielinata par 12% tikai tuks dia%. Edusm Zucker fa/fazurkam plazmas glikozes
koncentacija neatgiras noZucker learzurkam (3.5. atgls).

141 * Ofdusas M Tukda dasa

e
o o N
1 1 1

Plazmas glikoze, mM

0 T
Wistar Goto-Kakizaki Zucker lean Zucker fa/fa

3.5. att. Plazmas glikozes koncenidcija Wistar, Goto-KakizakiZucker leanun Zucker fa/fa
zurkam 24. nedla

*Statistiski ticami atiiras no Wistar kontroles grupas (@tgntat tests, p<0,05)'Statistiski
ticami at%iras no Zucker lean kontroles grupas @8¢ntat tests, p<0,05)

HbA;c koncentécija Goto-Kakizakiun Zucker fa/fazurkam bija attietgi 8,4+0,1
un 6,7+0,2% un statistiski ticami &i&s no kontroles dgniekiem (3.5. tabula).
Glikozes tolerances teésho ieditajiem rezulitiem tika apgkinati zemliknes laukumi
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(AUC). Asins glikozes konceriitija Goto-Kakizakiun Zucker fa/fazurkam visos laika
punktos bija statistiski ticami augks, saidzinot ar kontroles zugkn, un AUC bija
attieagi 3 un 2 reizes liaki (3.5. tabula). Plazmas insn& koncenticija tuk& dasa un
edu&m Goto-Kakizakizurkam neat§iras no kontroleswWistar Zurkam. Zucker fa/fa
zurkam, saidzinot ar Zucker leanzurkam, tuk& dosa un edud@m bija ieerojami

palielinata insuina koncen#tcija attie@gi 8 un 10 reizes (3.5. tabula).

3.5. tabula
Biokimiskie parametri Zurku plazma
Wistar Goto- Zucker Zucker fa/fa
Kakizaki lean
EduSas
Insulins, ng/ml 2.15+0.43 3.67+0.86 1.44+0.18 11.39+1.31#
Brivas taukskbes, mM 0.37£0.03 1.05+0.13* 0.54+0.03 0.91+0.05#
HbA;c, % 7.59+0.33 8.39+0.14*  5.75+0.37  6.74+0.22#
Tuk& dasa
Insulins, ng/ml 0.31+0.03 0.48+0.07* 0.50+0.04 5.01+0.75#
Brivas taukskbes, mM 1.22+0.06 1.47+0.08* 1.23+0.07 1.28+0.07

Glikozes tolerances tests, AUC 1473+110 3932+221* 12482 1542+131#

Rezulsti ir vidgjais no ngrijjumiem 11 davniekos + SEM. *Statistiski ticami dias noWistar
kontroles grupas (Stjlentat tests, p<0,05)'Statistiski ticami afiras noZucker learkontroles grupas
(Stjudentat tests, p<0,05)

Zucker fa/fazurkam attstijas hiperlipicdmija, un plazmas triglicgdu un bivo
taukskibju koncentiicija edugm zurkam bija attietgi 9 un 2 reizes aug#ta ka

kontroles Zurkm (3.6. attls, 3.5. tabula).

57



OEdusas
s 87
=
g ©
8 4-
f=)
oo «
ol —mmm [ om

*

Bl Tuks

dis

&
=1

il

Wistar Goto-Kakizaki

Zucker lean

Zucker fa/fa

3.6. att. Plazmas triglicerdu koncentracija Wistar, Goto-KakizakiZucker leanun Zucker
fa/fa Zurkam 24. nedla

*Statistiski ticami atiras noWistarkontroles grupas (Stjlentat tests, p<0,05)'Statistiski
ticami at&iras noZucker learkontroles grupas (Stjlentat tests, p<0,05)

Edu&m Goto-Kakizaki zurkm plazmas triglicadu un bivo taukskibju
koncentécija bija attietgi 2 un 3 reizes aug#ta ka Wistar kontroles dxniekiem, bet
Goto-Kakizaki zurkm tuk& du& attieagi par 48 un 20% (3.6. ats, 3.5. tabula).

3.1.3.2. Glol un Glo2 aktivisite un ekspresija

Eksperimentaakuma Glol un Glo2 aktividte Goto-Kakizakizurkam 8 nedlu

vecuns bija statistiski ticami paaugstita attie@gi par 12 un 15%, salzinot ar vieada

vecumaWistar zurkam, tatu pec 16 nedlam § atkiriba samazijas idz 5 un 9%

(3.7.A. un 3.7.B. a#ts).
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3.7. att. Glol1 un Glo2 aktiviates izmainasWistar un Goto-Kakizakizurku (A, B), Zucker
fa/fa un Zucker lean(C, D) zurku asins lizatos
Rezulsti ir vidgjais no ngrjjumiem 11-12 dwniekos + SEM. *Statistiski ticami dtfas no kontroles
grupas (Stjdenta t tests, p<0,05'Statistiski ticami atiras no atbilstads grupas 8. nétas (Atkirtotu
merfjumu tests, p<0,05)

Glol aktiviite Goto-Kakizaki zurku neiroalajos audos (galvas, muguras
smadzess un §zas nerq) bija statistiski ticami samazita attieggi par 10, 32 un 36%
(3.8.A. attls). Glo2 aktiviite Goto-Kakizaki Zurkam, saidzinot ar kontroles
dzivniekiem, statistiski ticami bija samaita tikai galvas smadme garozas un
muguras smadnpe audos attiagi par 8 un 15%. &as nerva audos Glo2 aktati
nebija izmaifta (3.8.B. atils). GLO1 un GLO2 mRNS daudzums galvas, muguras un
seZzas nerva audos 24 redd ve@m Goto-Kakizakizurkam nebija izmairts, saidzinot

ar kontroles grupu.
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3.8. att. Glo1 un Glo2 aktiviite galvas smadzeu garozas, hipotaima, muguras smadzau
un sezas nerva audodVistar un Goto-Kakizaki(A, B), Zucker fa/faun Zucker lean(C, D)
Zurkam 24. neala
Rezultti ir vidgjais no nérijjumiem 6 davniekos + SEM. *Statistiski ticami d¢§as no kontroles grupas
(Stjudenta t tests, p<0,05)

Zucker fa/fazurkam, saidzinot arZucker learzurkam, asins liztu un neirogalo
audu Glol aktividte nebija izmaitia (3.7.C. un 3.8.C. ats). Glo2 aktiviite asins
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lizatos 16 nedu laika bija palielirata vickji par 5-20% (3.7.D. aits). Ka redzams
3.8.C. un 3.8.D. aila, Glol un Glo2 aktivitte Zucker fa/fazurku neiroalajos audos
neat&iras noZucker leanzurku enamu aktivitates vai bija nedaudz paaugéatm Lai
gan Glo2 aktiviite 24 nedlu ve@m Zucker fa/fazurkam bija palielirata par 16%, tikai
hipotabma Glo2 aktivitite bija statistiski ticami palielata (3.7.D. un 3.8.D. &is).

3.1.3.3. Endotlija funkcionalit ates, periferas @apju sajatas uztveres urislaicigas
atminpas darlibas traucejumi

Goto-Kakizaki un Zucker fa/fa zurku enddtlija-atkaiga aortu gredzenu
atskbSana acetilhoha ietekna bija statistiski ticami izmaiita, saidzinot ar kontroles
grupu (3.9. atlls). Goto-Kakizakizurkam endoglija disfunkcija bija vaiik izteikta ka
Zucker fa/fazurkam. Maksinala aortu gredzenu atdlSanaGoto-Kakizakiun Zucker
fa/fa Zurkam, saidzinot ar kontroles dzniekiem, bija samazita par attiergi 48 un
13% (3.9. atls).
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3.9. att. Izoktu aortu endotelija-atkar 1ga atslab3ana acetilhoina (10*°~10°M) ietekme

Wistar un Goto-Kakizaki(A), Zucker leanun Zucker fa/fa(B) zurkam 24. nedla
Rezultti ir vidgjais no nerijumiem 11 dzvniekos = SEM. *Statistiski ticami dt§as no kontroles grupas

(Stjudenta t tests, p<0,05)

Eksperimenta laik zurkam 8., 16. un 24. neth tika veikti mefaniski un
termiski izraisto spju sajitu un islaiadgas atmhas no¥rteSanas testiZucker fa/fa
Zurkam, ka aim Goto-Kakizakizurkam, saidzinot ar kontroles dgniekiem, nenogroja

at&irtbas ne meiniski, ne termiski izraiso sapju sajitu uztvee.
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3.10. att.Islaiagas atminas dartiba Wistar un Goto-Kakizakizurkam 8., 16. un 24. neéla
Rezultti ir vidgjais no nerijumiem 11 dzvniekos = SEM. *Statistiski ticami dtfas no kontroles grupas
(Stjudenta t tests, p<0,05)
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3.11. att.Islaiagas atminas darhkiba Zucker leanun Zucker fa/faZurkam 8., 16. un 24.
nedela
Rezulsti ir vidgjais no nérjjumiem 11 davniekos + SEM. *Statistiski ticami dtgas no kontroles grupas
(Stjudenta t tests, p<0,05)

24. nedla Y-veida labirinta tedt Goto-Kakizaki un Zucker fa/fa zurkam,
saldzinot ar kontroles dgniekiem, pareizi veikta eju mg bija samaziita attietgi
par 39 un 19% (3.10. un 3.11.&d). Izzipas un atmjas funkcijasGoto-Kakizakiun
Zucker fa/fazurkam 8 un 16 neglu vecunma neat&iras no kontroles grupas (3.10. un
3.11. atgls).
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3.1.3.4. Neiroralo audu Glol aktivitates saistba ar biokimiskajiem parametriem
un vaskularajam komplik acijam
Lai noteiktu Glol aktiviites saigbu galvas, muguras smadreun €Zas nerva
audos ar asins digmiskajiem parametriem un vaskrdjam komplikacijam, tika veikta
Sprmena koreiciju anaize. Goto-Kakizakizurku hipotadima, muguras smadae un

sezas nerva Glol aktiite negawi korekja ar plazmas glikozes un trigliGgdu

koncentaciju (3.6. tabula).
3.6. tabula

Neironalo audu Glol aktivitates saistba ar biokimiskajiem parametriem un
vaskularajam komplik acijam

) Muguras
Hipotaama SeZas nerva Glol
smadzeu Glol o
Glo1l aktivitte, o aktivitate,
aktivitate,
U/g protana U/g protana
U/g protana
r p vertiba r p r p
vertiba vertiba
Plazmas glikoze, mM -0.76 0.01 -0.78 0.01 -0.79 10.0
Insulins, ng/ml -0.59 0.05 -0.51 ns -0.47 ns
HbA,c, % -0.67 0.02 -0.69 0.01 -0.52 ns
Trigliceridi, mM -0.63 0.03 -0.81 0.01 -0.81 0.01
Maksimala endotlija-
. 0.78 0.01 0.74 0.01 0.75 0.01
atkafiga relakscija, %
Islaiagas atmias dariba,
0.10 ns 0.27 ns 0.33 ns

%
Rezultti atteloti ka Sprmena korelcijas koeficienti (r), ns — dati nav statistisldgimi, p>0,05

Goto-Kakizaki zurku neirodlajos audos maksiata endotlija relaksicija
statistiski ticami koreja ar augsiku Glol aktiviiti (3.6. tabula). Glol un Glo2
aktivitate asifis nekoredja ar enmma aktivititi audosGoto-Kakizakizurkam, betZucker
zurkam Glol un Glo2 aktivitte asids vickji cieSi (r=0.5, p=0.03) koreja ar Glol
aktivitati galvas smadzei garozas audos. Glol aktate neiroalajos audos nekorgh
ar islaiagas atmhas darlbas traugumiem Goto-Kakizakiun Zuckerzurkam. Zucker

Zurkam neno¥roja Glol aktiviites saigbu ar citiem noteiktajiem parametriem.
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3.2. Eneggijas metabolismu ietekngjoSu savienojumu un to kombiraciju lietoSanas
efektivitate odhidr atu vielmainas patol@iju gadijuma

3.2.1. Mildronata un ta kombinacijas ar metforminu ievadiSanas ietekme
aptaukoSaras un metaboh sindroma modei
Uzsakot eksperimentuZucker fa/fazurkas nejausiti sadaija 4 grups pa 10
zurkam kata. Vienu reizi diea p.o. ievagia atbilstoSo zlu vielu vaitdeni kontroles
grupu dzvniekiem. Katru otro dienu Zurkas neés®, lai korgétu nepiecieSamoaiu
devu. Eksperimenta 8. ngd Zurkas ievietoja metabolisma kamgiun noteica ajstas
baiibas, izdze& tdens un izvarh urina daudzumu.
Eksperimenta grupas:
v' Zucker leankontrole: Zucker linijas Zurkas bez aptaukoian(vadts
adens 4 neglas);
v' Zucker fa/fakontrole: Zucker linijas Zurkas ar izteiktu aptaukoSanos
(vadtsadens 4 neglas);
v’ Zucker fa/fa + mildrorats: Zucker fa/fa Zurkas (4 neglas vads
mildronats 200 mg/kg);
v’ Zucker fa/fa+ metformins: Zucker fa/fa Zurkas (4 neglas vads
metfornins 300 mg/kg);
v' Zucker fa/fa+ mildrorats + metfornins: Zucker fa/fazurkas (4 neglas

vadits mildrorats 200 mg/kg un metforms 300 mg/kg);

3.2.1.1. Svara pieauguma un fiziolsisko parametru izmainas

Zucker zurku svars tika lrits eksperimenta akuma, ka af mildronata,
metformna un to kombifcijas ieva@anas pericd
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3.12. att. Mildronata (200 mg/kg), metformna (300 mg/kg) un to kombircijas
(200 mg/kgmildron ata + 300 mg/kg metfornina) 4 nedlu ievadiSanas ietekme uZucker
fa/fa Zurku svara izmaipam
Rezultti ir vidgjais no nérjjumiem vismaz 8 dwniekos + SEM. *Statistiski ticami d¢fas no
Zucker fa/fakontroles grupas (Dunnetta tests, p<0,05)

Ka redzams 3.12. atd, Zucker fa/fazurkam svara pieaugums bija aptuveni
divas reizes liaks ka Zucker leankontroles grup. Zuckerzurku svars 4 netu laika
pieauga, palielinoties gan skeleta muskun kaulu svaram, gan taukaudu daudzumam
(3.13. atkls). Zucker lean zurkam svara pieaugums tika n@ets, galvenokrt
palielinoties skeleta muskw un kaulu masai, savaikt Zucker fa/fazurkam ieverojami
pieauga taukaudu daudzums (3.13clg)kt Atsevika mildrorita vai metforrina
levadSanas neietek&a svara pieaugumu,da mildrorata un metforrina kombinacijas
4 nedu ievadSanas gaguma svara pieaugums bija par 19% riex, saidzinot ar
Zucker fal/fa kontroles zurkm (3.12. attls). Turklat mildrorata un metforrma
kombiracijas ieva@Sanas gaguma 3. un 4. neéla taukaudu masas pieaugums
samazigjas attie@gi par 25 un 42% (3.13. als).
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3.13. att.Zucker Zurku kermena svara un taukaudu daudzuma izmaias
Zuckerzurku svara pieaugums atbilstoSi skeleta mustdatun taukaudu svara izmain un
mildronata (200 mg/kg) kombiitijas ar metforrmnu (300 mg/kg) 4 nedu lietoSanas ietekme waicker
fa/fa Zurku taukaudu svara iznpaim. Rezuléti ir vidgjais no ngrijumiem vismaz 8 dxniekos

Papildus tam, ugemés batbas daudzum&ucker fa/fazurkam bija par 48%
lielaks, saidzinot arZucker leanzurkam, ta&u ne mildroata, ne metforima vai to
kombiracijas 4 nedlu ievadSana neietek@ja umemés barbas daudzumu (3.7.
tabula).

3.7. tabula

Fiziologisko parametru izmaipas pEc 4 neclu mildron ata, metformina un to
kombinacijas ievadSanasZucker Zurkas

Zucker fa/fa
. _ Mildronats
Zucker lean Kontrole Mildrorats Metfornins +Metforrmins
Zurku svars, ¢ 319+9* 508+16 513+19 489+12 478+11
Uznemas barbas *
daudzums, g/dien 28+2 41+2 40+3 41+3 38+3
lzdzera udens . .
daudzums, mi/dien 29+2 38+3 42+4 51+6 4445
Urina daudzums, g/dién  13+1* 20+1 20+3 2615 20+3

Zurku svars, izdzeitidens, ugemas bafbas un uina daudzums didrtika noteiktsZucker learand
Zucker fa/fazurkam pec 4 nedu zlu ievadSanas. Rezditi ir vidgjais no ngrijjumiem vismaz 8
dzivniekos + SEM. *Statistiski ticami dtfas noZucker fa/& kontroles grupas (Dunnetta tests, p<0,05)
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Ka redzams 3.7. tabijlsaidzinot ar kontroles zugkn, izdzers tddens daudzumBucker
fa/fa zurlem bija par 32% lieglks. Metformna ieva@Sana palieligja izdzera tdens
daudzumuZucker fa/d Zurkim el par 35%, bet mildraita un & kombiracijas ar
meforninu ievadSana neietek@ja tidens pairinu.

Lidzigi adens patripam, izvadta urina daudzums Zucker fa/fa bija par 58%
lielaks ka Zucker lean zurkm, savuldrt mildronata, metfornina un to kombiacijas
ievadSana neietekfja izvadta urina daudzumu Zucker fa/fa zark (3.7. tabula).
Mildronata ievadSana Zucker fa/fa zufikn nowrsa metforrma izraisto izdzers adens

daudzuma pieaugumu.

3.2.1.2. Glikozes, insdha un laktata daudzumu izmanas plazna

Eksperimentaakuma glikozes konceniicija asins Zucker fa/fazurkam bija 1,5
reizes augdka ka Zucker leankontrolei (attietgi 7,1+0,4 un 4,9+0,2 mM). Aka
metfornina un & kombiracijas ar mildroatu ievadSana (1h §c zalu vielu ievadSanas)
samazifja glikozes koncendciju Zucker fa/fazurku asifs attieggi par 22 un 17%
(3.14.A. attls).
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3.14. att. Akatas (A) un ilgstoSas (B) mildromta (200 mg/kg), metfornina (300 mg/kg)
un to kombinacijas (200 mg/kgmildron ata + 300 mg/kg metfornina) ievadSanas
ietekme uz glikozes koncenticiju Zucker fa/fazurku asinis
Akitas ievatBanas ietekme tika noteikta 1 &cpralu ievadSanas, savukt ilgstoSas ievadanas
ietekme tika noteiktage 4 ned@lu zlu ievadSanas. Rezuiti ir vid&jais no n&rjjumiem vismaz 8
dzivniekos + SEM. *Statistiski ticami difas noZucker fa/& kontroles grupas (Dunnetta tests,

p<0,05)

Akata mildrorata ievadSana neizmaifa glikozes koncendciju asins. llgstoSa
gan atsevi§a mildrorata un metforrmna, gan to kombitijas ieva@Sana no&rsa

diaketa simptomu aistibu un samazija glikozes konceniciju Zucker fa/fazurkam -

edug&m un tuk& daa attieagi par 24 un 19% (3.14.B. als).
Insulina koncentcija Zucker fa/fazurkam tuk& dasa bija 2,6 reizes augsta ka

Zucker lean zurkam. Mildronata ievadSana nesamazija plazmas insoha

koncentéciju zurkam tuk& dasa (3.15. atgls).
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3.15. att. Mildronata (200 mg/kg), metfornina (300 mg/kg) un to kombiracijas (200 mg/kg
mildron ata + 300 mg/kg metfornina) 4 neclu ievadiSanas ietekme uz insmha

koncentraciju Zucker fa/fazurku plazma
Rezulsati ir vidgjais no ngrijumiem vismaz 8 deniekos + SEM. *Statistiski ticami di§as noZucker
fa/fa kontroles grupas (Dunnetta tests, p<0,05)

Edu&m Zucker fa/fazurkam mildrorata vai metforrina ieva@anas gagima
noweroja tendenci samazih paaugstiato insuina koncentciju attiedgi par 31 un
29%, t&u vierigi mildromata un metforrna kombimacijas ievad@Sana statistiski ticami
samazifja insuina koncen#ciju par 47% (3.15. als).

Eksperimenta beis lak@ta koncenticija édusuZucker fa/fazurku plazm bija

5 reizes augska ka kontroles zurkm (3.16. agls).
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3.16. att. Mildronata (200 mg/kg), metfornina (300 mg/kg) un to kombiracijas (200 mg/kg
mildron ata + 300 mg/kg metfornina) 4 neclu ievadiSanas ietekme uz lakita

koncentraciju Zucker fa/fazurku plazma
Rezulsati ir vidgjais no ngrijumiem vismaz 8 deniekos + SEM. *Statistiski ticami d§as no
Zucker fa/fekontroles grupas (Dunnetta tests, p<0,05)

Lai gan mildroata un metforrina kombiacijas grua laktata koncenticija
plaznia bija par 16% ze#fka, tikai mildromta ievadSana ticami samazija laktta
koncentaciju Zucker fa/fazurku plazm par 25% (3.16. ais). Metfornina ieva@Sana

plazmas lakita koncenticiju neietekngja.

3.2.1.3. Lipdu daudzuma izmanas sirds un aknu audos

Mildronata (200 mg/kg), metforina (300 mg/kg) un to komkinijas 4 nedlu
ievadSanas ietekme uzivp taukskibju un triglicefrdu koncenticijas izmaham Zucker
Zzurku sirds audos patita 3.17. atila. Triglicendu koncenticija Zucker leanzurku
sirds audos bija 1,5 reizes zaima ka Zucker fa/fa kontroles zurkm, bet bivo
taukskibju koncent&cija Zuckerzurku sirds audos ne&igs. Mildrorata, metfornina
un to kombiacijas ieva@ana neietekg@a biivo taukskbju un triglicerdu

koncentacijas Zucker fa/fazurku sirds audos (3.17. &#).
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3.17. att. Mildronata (200 mg/kg), metfornina (300 mg/kg) un to kombircijas (200 mg/kg
mildron ata + 300 mg/kg metfornina) 4 nedlu ievadiSanas ietekme uz kawvo taukskabju

un triglicer idu koncentraciju Zucker fa/faZurku sirds audos
Rezulsati ir vidgjais no ngrijumiem vismaz 8 dwniekos + SEM. *Statistiski ticami d¢§as
no Zucker fa/fakontroles grupas (Dunnetta tests, p<0,05)

Mildronata (200 mg/kg), metforina (300 mg/kg) un to komlinijas 4 nedlu
levadSanas ietekme uzivp taukskibju un triglicefrdu koncenticijas izmaham Zucker
Zurku aknu audos redzama 3.18¢latt Trigliceidu koncenticija Zucker fa/fazurku

aknu audos bija par 39% lila ka Zucker leanzurkam, bet bitvo taukskibju

koncentacija Zuckerzurku sirds audos ne&ifas.
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3.18. att. Mildronata (200 mg/kg), metfornina (300 mg/kg) un to kombiracijas (200 mg/kg
mildron ata + 300 mg/kg metfornina) 4 neclu ievadiSanas ietekme uz lwo taukskabju
un triglicer idu koncentraciju Zucker fa/faZurku aknu audos
Rezultti ir vidgjais no nérjjumiem vismaz 8 dwniekos + SEM. *Statistiski ticami d¢fas no
Zucker fa/fakontroles grupas (Dunnetta tests, p<0,05)

73



Lidzigi ka sirds audos, Iwo taukskibju un trigliceidu koncentcijas aknu
audos nealdras Zucker fa/fa zurku kontroles, mild@ta, metfornina un to

kombiracijas grups (3.18. atils).

3.2.1.4. PPARY/y daudzuma izmanas sirds un aknu kodolos

Mildronata, metfornina un to kombiacijas ieva@anas ietekme uz PPARIN
PPARy daudzuma izmabim sirds un aknu apkopota 3.19.¢Hit Kodolu PPAR
daudzumsZucker fa/fazurku sirds audos bija ticami samaig§) saidzinot arZucker
lean Zurkam. Sirds audos tikai mildrata lietoSana palielija PPAR. daudzumu
kodolos 6 reizes, turpretimaly ievadSana aknu audu kodolu PPARJaudzumu
neietekngja (3.19.A. un 3.19.C. als).

Zucker fa/fazurku sirds audu kodolu PPARIaudzums bija 2 reizes lidk ka
Zucker learzurkam, tatu Zucker fa/fazurku aknu audu kodolu PPARIaudzums bija 7
reizes zeraks. Mildrorata un metforrina ieva@Sana ticami paliel@ja PPAR

daudzumu sirds audu kodolos 1,7 reizes.
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3.19. att. Mildronata (200 mg/kg), metfornina (300 mg/kg) un to kombiracijas
(200 mg/kgmildron ata + 300 mg/kg metfornina) 4 neclu ievadiSanas ietekme uz PPAR
un PPARy daudzumu Zucker fa/fazurku sirds (A, B) un aknu (C, D) audu kodolu frakcija
Rezultti atteloti ka rakstuigs imunoblota atts un apékinats videjais no n&rjjumiem vismaz 4
dzvniekos + SEM. *Statistiski ticami dtfas no kontroles grupas (Dunnetta tests, p<0,05)

Aknu audos mildrofita, metfornina un to kombiacijas ieva@Sana palieliaja
kodolu PPAR daudzumu atti@gi 13, 4 un 5 reizes, sdkinot arZucker fa/fakontroli
(3.19.C. atls).
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3.2.1.5. PPAR/y merkgenu mRNS daudzuma izmanas

Pec 4 nedlu mildrorata, metformina un to kombiacijas ieva@Sanas tika
noteikts glikozes un taukskju metabolisra iesaistto gegnu MRNS daudzums sirds un
aknu audos, izmantojot kvantitad RT-FKR anaizes metodi. K redzams 3.8. tabal
HK-II un insulina receptora ekspresija sirds audos nebija iZiaaitau GLUT4 mRNS

daudzumgucker fa/fazurku sirds audos bija samaati 1,8 reizes.

3.8. tabula

Genu ekspresijas izmanas pec 4. nedlu mildron ata, metformina un to
kombinacijas ievadSanasZucker Zurku sirds audos

Zucker fa/fa

thé(;I;er Kontrole  Mildrorats  Metformns +'\|\c|i£1[(o)rnr?;rs15

GLUT1 0.3#0.1* 1.0£0.1 0.7+0.2 1.1+0.4 1.1+0.4
GLUT4 1.8+0.5* 1.0£0.1 1.4+04 0.8+0.2 3.9+2.1*
HK-II 1.1+0.2 1.0+0.2 0.8+0.1 1.3+04 1.4+0.3
InsR 0.8+0.1 1.0+0.2 1.0+0.1 1.1+0.2 1.0+0.2
LPL 1.6+0.1* 1.0+0.1 1.5+0.2% 1.0+0.1 1.8+0.3*
mCPT-l  1.3+0.1 1.0£0.1 3.1+2.0 0.9+0.2 1.4+0.2*
LOX1  0.9+0.2 1.0+0.2 1.4+0.3 1.0+0.2 2.1+0.6*
ACOX  1.3+0.2* 1.0+0.1 1.6+0.3* 1.0+0.1 2.2+0.6*
ACSL  1.9+0.2* 1.0£0.1 1.6+0.4 1.0£0.1 2.1+0.5*
PEX13 1.4+0.1* 1.0£0.1 1.8+0.4* 1.1+0.1 2.1+0.5*

Mildronata (200 mg/kg), metforina (300 mg/kg) un to komkinijas (200 mg/kgnildronata +
300 mg/kg metformma) 4 nedlu ievadSanas ietekme uz glikozes un taultgle genu (GLUT1 (glikozes
transportprotms 1), GLUT4 (glikozes transportprats 4), HK-11 (heksokiaze Il), InsR (insuha
receptors), m CPT-I (karfits palmitoiltransfezes 1 muskiu izoforma), ACOX (acill-CoA oksiakze 1),
ACSL (gakezu taukskbju CoA sinteize), LOX1 (lekitnam-idzigais oksidtais ZBL receptors 1), LPL
(lipoprotana lipaze), PEX13 (peroksisoatais membiinas protens)) ekspresijas mRNS iznpam sirds
audos. Rezuiti ir vidgjais no ngrijumiem vismaz 4 deniekos = SEM. *Statistiski ticami dtgas no
kontroles grupas (Dunnetta tests, p<0,05)

Mildronata un & kombiracijas ar metforinu ievadSana izraiga GLUT4

MRNS daudzuma paliei8anos attiagi 1,4 un 4 reizes. GLUT1, ingnh neatkapa
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glikozes transportproiea, ekspresij@ucker fa/fazurku sirds audos bija 3 reizes dich
ka Zucker Leanzurkam, toner zalu ievadSana protma ekspresiju neietelda.
Taukskibju metabolisra iesaistto gchu (LPL, mCPT-I, ACOX, ACSL un PEX13)
ekspresijaZucker fa/fazurku sirds audos bija samaatim, saidzinot arZucker lean
zurkam. Mildronata un ipaSi & kombiracijas ar metformnu ievadSana palieligja
taukskibju metabolisra iesaisito genu ekspresiju, turpretim metforna lietoSana
neietekngja PPARL mérkgénu ekspresiju sirds audos (3.8. tabulajluZievadSana

Zucker fa/fazurku aknu audos noteikt@mmu ekspresija neizmaja.

3.2.2. Mildronata ievadiSanas ietekme hiperlipi&mijas un insufina rezistences
model
Eksperimentaakuma Wistar Zurkas nejausiti sadaija 3 grups (pa 12 Zurkm
katra grups).
Eksperimenta grupas:
v' Wistar kontrole: Wistar linijas zZurkim 8 nedlas tika dots dzeramais
adens;
v 10% fruktozes kontroleWistar linijas Zurkim 8 nedlas tika dots 10%
fruktozes Eidums;
v 10% fruktoze + mildrofits: Wistar linijas zurkm 4 nedlas tika dots
10% fruktozes l§dums, tad 4 nedas tika dots 10% fruktozeki@ums un p.o.
ievadts mildrorats 200 mg/kg;
Eksperimenta 8. neth zurkas ievietoja metabolisma kam®un noteica &gstas

baibas, izdze&udens un izvaia urina daudzumu.

3.2.2.1. Svara pieauguma un fiziolgisko parametru izmainas

Fiziologisko parametru izmaas gc 8 nedlu fruktozes lietoSanas un 4 réd
mildromata ievadSanas Wistar Zurkam apkopotas 3.9. talaul Fruktozes sduma
lietoSana neietek&p WistarZurku svaru un svara pieaugumu, bet samgzimmemas
bafbas daudzumu 1,8 reizes (3.9. tabula). Fruktozeligha ievatbanaWistar Zurkam
palielinaja izdzeré tdens, K af izvadta urina daudzumu attiggi 3 un 7 reizes. K
redzams 3.9. tabayl 4 nedlu mildrorata (200 mg/kg) ievadana neietekaja Wistar
Zurku svaru vai svara pieauguma, & fruktozes Eiduma lietoSanas izraie umemas

bafbas daudzuma samaz$anos. Mildroata ievadSana statistiski ticami samazja
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fruktozes Eiduma lietoSanas izraie izdzeras tdens un izvadh urina daudzuma

palielinaSanos attiagi par 36 un 31% (3.9. tabula).

3.9. tabula

Fiziologisko parametru izmainas pec 4 neclu mildron ata ievadiSanas
Wistar zurkam hiperlipid émijas un insulina rezistences modeé|

10% fruktoze, 10% fruktoze +

Kontrole _
kontrole mildronats
Zurku svars, g 370+13 36510 356+13
Zurku svara pieaugums, g 150+11 14319 134+14
Uznemts batbas
) 25+2* 14+1 17+2
daudzums, g/dien
Izdzert udens daudzums,
, 333~ 88+12 61+8*
ml/dier
Urina daudzums, g/dian O+1* 5949 37+6*

Zurku svars, svara pieaugums, izdz@dens, ugemas barbas un uina daudzums diartika noteikts
Wistarzurkam pec 8 ne@dlu 10% fruktozesi@duma lietoSanas. Rezatitir vidgjais no negrjumiem 11-12
dzvniekos + SEM. *Statistiski ticami dt§as no 10% fruktozesontroles grupas (Dunnetta tests,
p<0,05).

3.2.2.2. Glikozes, insdha un laktata koncentracijas izmainas plazma

Eksperimenta be&g plazmas glikozes koncemtija kontroles zurkm bija 5,4 £+
0,1 mM un neaidras no fruktozes kontroles grupas zamk Mildromata (200 mg/kg) 4

nectlu ievadSana plazmas glikozes koncaotju Zurkam neietekmja (3.20. agls).

6 -

Glikoze, mM

Kontrole Kontrole Mildron ats

10% fruktoze

3.20. att. Mildronata (200 mg/kg) 4 nedlu ievadiSanas ietekme uz glikozes

koncentraciju edusu Wistar Zurku asinis hiperlipidemijas un insulina rezistences model
Rezulsati ir vidgjais no ngrjjumiem 11-12 dwniekos + SEM
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Fruktozes Eiduma lietoSana 8 nélhs neietek@a insuina koncentcijas ne
edu&m Wistar zurkam, ne zurkm tuk& dasa (3.21. atgls).

3.5 1 O Edusas W Tuk$a dusa
3.0 T
E 251 T
= *
S 2.0
(2]
£ 1.5
>
g 1.0 A
1] M .
0.0
Kontrole Kontrole ‘ Mildron ats
10% fruktoze

3.21. att. Mildronata (200 mg/kg) 4 nedlu ievadiSanas ietekme uz plazmas insima
koncentraciju tukSa dasa un edusam zurkam hiperlipid eémijas un insulina rezistences
model
Rezulsti ir vidgjais no ngrjjumiem 11-12 dwniekos + SEM. *Statistiski ticami dtfas no fruktozes
kontroles grupas (Stflentat tests, p<0,05)

Mildronata 4 nedlu ievadSana statistiski ticami samazja plazmas insaha

koncentaciju gan tuk& disa, ganedusm zurkam par attietgi 48 un 35% (3.21. ais).

3.2.2.3. Ligdu daudzuma izmanas plazna

Brivo taukslkbju koncenticijas izmahas zurku plazm péc 8 nedlu 10%
fruktozes §iduma lietoSanas atbtas 3.22. a#la. Fruktozes lietoSana statistiski ticami
palielinaja biivo taukskibju koncenticiju Zurkam tuk& dasa par 17%, betdu&m par
29% (3.22. a#ls). Mildromata (200 mg/kg) 4 nedu ievadSana plazmas iwo
taukskibju koncenticiju edudm zurkam neietekmja, ta&u zurkam tuk& dosa

palielinaja par 18%, sadlzinot ar fruktozes kontroles Zurk.
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3.22. att. Mildronata (200 mg/kg) 4 nedlu ievadiSanas ietekme uz kwo
taukskabju koncentraciju tuk$a da%a un edusam Zurkam hiperlipid emijas un insulina
rezistences modél
Rezultti ir vidgjais no ngrijjumiem 11-12 dwniekos + SEM. *Statistiski ticami difas no

fruktozes kontroles grupas (&dentat tests, p<0,05)

Ka redzams 3.23. att, trigliceidu koncenticija fruktozes kontroles Zurku

plazni bija palielirita 1,7 reizes tikaidusm Zurkam.
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3.23. att. Mildronata (200 mg/kg) 4 nedlu ievadiSanas ietekme uz triglicerdu
koncentraciju tukSa dasa un edusam Zurkam hiperlipid eémijas un insulina rezistences
modeli
Rezulsati ir vidgjais no ngrijumiem 11-12 dwniekos + SEM. *Statistiski ticami d¢§as no

fruktozes kontroles grupas (&dentat tests, p<0,05)

Mildronata (200 mg/kg) 4 n&du ievadSana plazmas triglicietu koncenticiju
edug@m Zzurlam statistiski ticami samazija par 29%. Wistar zuskn tuk® dosa,
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sakdzinot ar kontroles Zuakn, ne 8 neelu fruktozes Kiduma lietoSana, ne 4 r#d
mildronata ievadSana plazmas trigliceetu koncenticiju neietekngja (3.23. atls).

3.2.2.4. Lipdu un glikogena daudzuma izmahas aknu audos

Lipidu un glikogna koncentcijas Wistar Zurku aknu audos apkopotas 4.
tabub. Fruktozes Iiduma lietoSana neizmaja brvo taukslbju, trigliceidu un
glikogéna daudzumu, & aif 4 nedlu mildrorata (200 mg/kg) ievadana bivo
taukskibju, trigliceidu un glikogna daudzumu aknu audos neieté€jar(3.10. tabula).

3.10. tabula

Brivo taukskabju, triglicer idu un glikogena daudzuma izmahas aknu
audos

Aknu audi

Brivas taukskbes, Trigliceridi, Glikogens,
umol/g audu umol/g audu mg/g audu

Kontrole 18.5+0.5 15.3+0.7 23+2.2
10% fruktoze, kontrole 17.0+0.7 16.7+1.0 27+3.5
10% fruktoze + mildroats 16.9+0.6 14.9+0.6 28+2.9

Mildronata (200 mg/kg) 4 nedu ievadSanas ietekme uz figu un glikogna koncentcijas izmanam
aknu audos hiperlipimijas un insuha rezistences modeRezul#ti ir vidgjais no nerjumiem 11-12
dzvniekos £ SEM

3.2.2.5. Endotlialas funkcijas noteikSana izoétas aortas model

Endotlija-atkaiga aortu gredzenu atdlSana acetilhha ieteknd fruktozes
kontroles zurkm nebija izmaifta, saidzinot ar kontroles grupu (3.24.&4).
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3.24. att. Izoktu aortu endotelija-atkar iga atslabsana acetilhaina (10'°-10°M) ietekme

hiperlipid emijas un insulina rezistences model
Rezultti ir vidgjais no nerijumiem 4-6 davniekos + SEM. *Statistiski ticami d¢Bas no kontroles
grupas (Dunnetta tests, p<0,05)

Mildronata ievadSana neietekgja endotlija funkcionalifiti. Maksimala
endotlija relaksicija kontroles Zurkm, ka af hiperlipicemijas un insuha rezistences
model péc 4 nedlu mildrorata ievadSanas statistiski ticami &igas par 17% tikai
10"M acetilhotna ieteknd, satdzinot ar fruktozes kontroles grupu (3.24zlait

3.2.2.6. Infarkta izméru izmainas izoktas sirds infarkta modek

Mildronata (200 mg/kg) ievadanas ietekme uz sirds infarkta &mn

hiperlipidemijas un insuha rezistences modglaiadita 3.25. attla.
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3.25. att. Mildronata 4 necelu ievadiSanas ietekme uz sirds infarkta izraru Wistar Zzurkam

hiperlipid emijas un insulina rezistences model
Rezulsati ir vidgjais no ngrjjumiem 9-12 dwniekos + SEM

Lai gan 8 nedlu fruktozes Eiduma lietoSanas rezali infarkta lielums bija
palielinats par 47%, sadzinot ar kontroles grupu, ta@mefekts nebija statistiski ticams.
Mildronata ievadSana samazija infarkta lielumu par 18%, gdkinot ar fruktozes

kontroles grupu, toar an Sis efekts nebija statistiski ticams.

3.2.3. Mildronata kardioprotektiva efekta molekuro mehanismu izpete
3.2.3.1. Izoktas Zurkas sirds infarkta modelis

Ta ka mildromata kardioprotelkivais un enefijas metabolismu reggjbSais
efekts ir saigts ar samaziitu L-karniina daudzumu (Kuka, 2012), tika noteikts, vai
mildromata ievadSanas gaguma, samazinot L-karriba daudzumu, ne tikai tiek
samagziats infarkta lielums, bet asaglalata peroksisomu funkcijadiskap miokard
pec sirds infarkta. Kontroles un mildrata grugm neatgiras sirds ritms, sirds kreis
kambara sarausam sgks, kontrakcijas un a@bSanasatrums, kas nada, ka
mildronata lietoSanas infarkta izéra samazinoSais efekts nav s#sar izmapam sirds
veiktap darka. Riska zonas lielums gan kontroles, gan mildtangru@s af bija
vienads. Infarkta zonas lielums kontroles zurku wrflija 32.5% no riska zonas, bet
mildronata ievadSana ticami samaZija L-karniina koncenficiju sirds audos un
infarkta izneru par 28% (3.26. dts).
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3.26. att. Mildronata 2 necklu ievadiSanas ietekme uz sirds infarkta izraru
Rezulsati ir vidgjais no 9-10 rarjjumiem + SEM. *Statistiski ticami atfas no kontroles grupas
(Stjudentat tests, p<0,05)

Taukslabju oksidicijas atrums peroksisoas, kas izadtas no sirds audu neriska
zonas, kontroles un mildrata gru@s bija vierads. Turpret sirds audu riska za@an
peroksisomu funkcija un palrata oksidicijasatrums i€mijas laila bija samaziati, bet
mildronata ievadSana saglaija peroksisoralo taukskibju oksidicijas atrumu (3.27.A.
atls).

A .
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100 mg/kg

3.27. att. Mildronata 2 nectlu ievadiSanas ietekme uz palmitta oksidacijas atrumu
izoletas peroksisonas (A) un sirds &iedru ADF-stimul éto mitohondrialo elpoSanu ar
piruv atu/malatu un sukcinatu (B).

Rezultti ir vidgjais no 4-6 rarjjumiem = SEM. *Statistiski ticami atfas no kontroles grupas.

*Statistiski ticami afiras no attietgas i€mijas kontroles grupas (Sfentat tests vai Kruskal-Wallis
tests, p<0,05).
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Lidzigi permeabiliztas sirds Eiedras, kas izaitas no sirds audu riska zonas,
noveroja samaziatu ADF stimukto skabela paéripa atrumu. Mildrorata ievadSana
saglalaja mitohondriju funkcionalitti, dagji saglalajot skabela pagrinu i&mijas laila
(3.27.B. attls). Sie rezubiti liecina, ka samazinot L-karfmita koncentciju, saglabjas

peroksisomu un mitohondriju funkcionati¢ sirds i8mijas gaguma.

3.2.3.2. L-karnitina un taukskabju daudzums sirds audos

lepriekS veiktajos @iumos tika noskaidrots, ka nro@igu enegijas
metabolisma izmau izraigSanai, L-karniina daudzums sirds audasamazina vismaz
par 60%. Kk redzams 3.28. at&, L-karniina daudzums kontroles zurku sgdbija 705
+ 39 nmol/g audu, bet mildrata ievadSana 2 neglas ded 100 mg/kg statistiski ticami

samazifja L-karniina koncengciju sird 3 reizes (par 67%).
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3.28. att. Mildronata (100 mg/kg) 2 nedlu ievadiSanas ietekme uz L-karnitna
koncentraciju Wistar zurku sirds audos

Rezulsati ir vidgjais no ngrijumiem 10 davniekos = SEM. *Statistiski ticami d§as no
kontroles grupas (Studentsests, p<0,05)

Ta ka iepriekS veiktajos gfjumos mildrorats samazifja gakéZzu taukskbju
oksidaciju mitohondrijos, sirds audos bija sagarss palielirits gakéZzu taukskbju
daudzums. Lai gan L-karmia koncengcija bija samaziita, ne palminskabes (C16),
ne steanskabes (C18) daudzums sirds audu neriskaazoebija palieliats (3.29.
atils). Lai noteiktu tauksibju profila izmahas i€mijas un repeffzijas laila, tika
veikta 30 min ilga sirds kreis kororaras artrijas oklizija un atdatas sirds audu riska
un neriska zonas.itlzigi sagatavoja paraugus taukiski noteikSanai sirds audu riska
un neriska zais Ec 30 min ilgas i@mijas un sekojosas 60 min ilgas repeijfas. Riska

zora i&mijas laika noweroja gakeézu taukskbju (C16 un C18) uzkBanos (3.29. atis),
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un mildrorata ievadSana neietekfja gakézu taukskbju daudzumu sirds audos

ISEmijas lailéa.
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3.29. att. Mildronata (100 mg/kg) 2 nedlu ievadiSanas ietekme uz palmitta (C16)
un stearata (C18) daudzumu neriska un riska zoa pec 30 min i€mijas (A) un 60 min

reperfazijas (B) sirds audos.
Rezultti ir vidgjais no ngrjjumiem 4 davniekos = SEM.

Pec 60 min ilgas repetizijas kontroles Zurku sitd riska zoA gakézu
taukskibju daudzums joprajn bija palielirits par 50% (3.29.B. att). Saidzinot ar

kontroles grupu, ilgstoSa mildrata ievadSana samazijp gakézu taukskbju
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daudzumu riska zan kas liecina par saglatu mitohondrilo funkciorgtsgeju un

atjaunotu tauksibju metabolismu repaitijas laila.
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3.30. att. Mildronata (100 mg/kg) 2 nedlu ievadiSanas ietekme uz palmitoil-
karnit ina daudzumu mitohondrijos, kas izoéti no sirds audu neriska un riska zonas pc
30 min i%&mijas.

Rezultti ir vidgjais no ngrijjumiem 6-8 dzvniekos + SEM. *Statistiski ticami d¢fas no
kontroles grupas (Stflentat tests, p<0,05)

Mildronata ievadSana samaziijp palmitoil-karnitna daudzumu mitohondrijos

gan sirds audu neriska, gan riskaz@30. atgls).

3.2.3.3. Taukslabju oksidacija izoletas sirds audos un mitohondrijos

Lai noteiktu izmapas mitohondrijos samazta L-karniina daudzuma
apstklos, tika noteikta taukakju oksidicija sird un s organells. Nosakot g&eczu
taukskibju umemsSanu un oksigtiju izoleta sirdi, neskatoties uz L-karmita daudzuma
samazigjumu 3 reizes, giEZu taukskbju umemSana un oksidija sirds audos
normoksif nebija izmaifta. Turkkt mildrorata ievadSana sirds audos statistiski ticami
paaugstigja mitohondriju elpoSanaatrumu ar palmitoil-karnihu par 20% (3.31.
atels).
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3.31. att. Mildronata 2.necElu ievadiSanas ietekme uz iameta palmitata uznem3anu un
oksidaciju izoleta sirdt (A) un mitohondrialo elpoSanu ar 36 uM palmitolikarnitinu (B)
Rezulsti ir vidgjais no 5-6 rarfjumiem + SEM. *Statistiski ticami atfras no kontroles grupas (&tienta
t tests, p<0,05)

3.2.3.4. Taukslabju oksidacija iesaisito genu ekspresijas izmanas

Pec 2 nedlu mildrorata ievadSanas tika noteikts glikozes un tauksk
metabolism iesaisito genu MRNS daudzums sirds audos, kaséizaho riska un
neriska zonasge 30 min ilgas imijas vai sekojoSas 60 min ilgas repeijas. Lai gan
iepriekEjos Etijumos &c ilgstoSas mildroita ievadSanas tika ndirota stimuéta
taukskibju metabolisra iesaisito ¢gnu ekspresija sirds audos, @dgktijuma tikai
peroksisoralaja f-oksidacija iesaisttas ACOX mRNS daudzums bija statistiski ticami

palielinats sirds audu riska un neriska Z2aogEmijas laika (3.32.A. atéls).
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3.32. att. Mildronata 2 nectlu ievadiSanas ietekme uz taukskbju un glikozes
metabolisma iesaisfito genu ekspresiju sirds audu neriska un riska zoas pec 30 min
iSemijas (A) un 30 min i®mijas/60 min reperfazijas (B)
Rezultti ir vidgjais no nérjjumiem 4 divniekos + SEM. *Statistiski ticami d§as no neriska
zonas kontroles grupas (Manna-Vitnija tests, p<0&Gtatistiski ticami ai§ras no riska zonas kontroles
grupas (Manna-Vitnija tests, p<0,05)

Pec 60 min ilgas repeiizijas taukskbju metabolisra iesaisito genu ekspresija
riska zoma bija statistiski ticami samaZzita, bet mildroata ievadSana nogrsa
taukskibju metabolisra iesaisito ggenu ekspresijas samaaganos (3.32.B. afs).
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3.2.3.5. PPAR:, PGCla, AMPK un NF-kB daudzuma izmainas sirds audos

Nemot \&ra taukskibju metabolisra iesaisito genu ekspresijas palielisanos,
bija nepiecieSams pre¢iz mildronata ievadSanas izraigo metabolisma izmau
stimuktos kodolu faktorus, kas iesatsttaukskibju metabolisma regatija un to
sigralcelos.

Mildronata ievadSana stim@ja PPAR. un PGC& daudzumu kodolos Wistar

Zurku sirds neriska un riska Zo(8.33.A. atgls).

A ISemija (30 min) B ISemija (30 min)
Neriska Riska Neriska Riska
Kontrole Mildrorats Kontrole Mildrorats Kontrole Mildrorats Kontrole Mildrorats

e e W PCCh o B4 e S r-AvPk

- — - - TATA ISemija-reperf azija (30+60 min)

ISemija-reperfazija (30+60 min)
- e D-AMPK

E—— ——— PGCL :
n— B W AV PK
T - W PPAR
- s, B TATA

3.33. att. Mildronata 2 nectlu ievadiSanas ietekme uPPARa, PGCla (A)
daudzumu sirds audu kodolosun P-AMPK daudzumu citosok (B)neriska un riska

zonas pec 30 min i€mijas un sekojoSas 60 min repeifzijas
Rezulsati ir vidgjais no ngrijumiem 4 davniekos + SEM

Lai noskaidrotu PPAR/PG@lsigralcela aktivacijas iemeslu, tika grbaudts
fosforiletas AMPK daudzums. Riska zampec 30 min i€mijas un sekojosas 60 min
reperfizijas aktigtas P-APMK daudzums sirds audu citasbija palielirats 4 reizes
(3.33.B. attls). Mildromata ievadSanas gaguma fosforiletas AMPK daudzums
IS€mijas un repeifizijas laila sirds audu neriska un riska Zzonemaifjas vai pat bija
samaziats, fpéc PPAR/PGCda sigralcelu aktivaciju nevar izskaidrot ar AMPK
aktivitates izmamnam.

Metabolisma regdtija un iekaisuma procesi vai apoptoze ir saiar kodolu
faktoru PPAR un NReB savstarpjo mijiedaribu, @péc tika getits, vai mildroata

ievadSanas izraita PPAR: aktivacija ietekng NF«B daudzumu kodolos.
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3.34. att. Mildronata 2 nectlu ievadiSanas ietekme uNF-kB daudzumu sirds

audu kodolos neriska un riska zogas pec 30 min i€mijas
Rezultti ir vidgjais no ngrijumiem 4 davniekos + SEM. Nosatas vienbas (NS) tika
aprkinatas, standartgjot protana ekspresijas intensies aditajus pret TATA gna ekspresiju un
neriska zonas kontroles grupu. *Statistiski ticatdiras no neriska zonas kontroles grupas (Manna-
Vitnija tests, p<0,05)-$&tatistiski ticami af§iras no riska zonas kontroles grupas (Manna-Viti@gs,
p<0,05)

ISemijas laiki NF-xB daudzums kodolos riska Zorpalieliragjas aptuveni 10
reizes (3.34. aits), savukrt mildronata ievadSana, palielinot PPAR un PGCi
daudzumu kodolos, néksa NF«xB pastiprimto aktivaciju. lekaisuma gnu ekspresija
ne i€mijas, ne repefizijas laikh nemainjas.

3.2.4. Asins L-karnitina koncentracijas saisiba ar cukura diabéeta velino
komplik aciju attistibas pakapi 1. un 2. tipa CD pacientiem

Nemot \era to, ka L-karniins iesaigts ne vien taukgbju metabolisra, bet spj
an ieteknet oghidratu vielmahu, veselu inditdu, ka af 1. un 2. tipa cukura diata
pacientu asins paraugos tikeera biva L-karniina koncentcija, lai noteiktu is
saistbu ar asins bigmiskajiem &ditajiem un \&lino komplikaciju atistibas pakpi.

3.2.4.1. Rtijuma dalibnieku demografiskie un kliniskie raditaji

Vidgjais pEtijuma daibnieku vecums kontroles un cukura dib slimnieku
grupa bija attie@gi 42 un 47 gadi. 43%¢fjuma daibnieku bija wriesi. 2. tipa cukura
diaksta pacienti, satizinot ar 1. tipa cukura diata pacientiem, bija vagi, tiem bija
statistiski ticami augsks KMI, trigliceridu, C-pepda un kopja holestema
koncentécija.
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3.11. tabula

Kontroles un cukura diabéta pacientu grupu demogafiskie un kliniskie

raditaji

Kontrole 1. tipa CD 2. tipa CD
Dalibnieku skaits 122 93 87
Vecums, gadi 43 £14 39114 56 £10*
VirieSu skaits (%) 46 (38) 45 (48) 38 (44)
CD stiZs, gadi - 14 £10 9+7
Tuk&s diSas plazmas glikoze, mM 5,040,5 9,3 £3,6* 8,2%23
HbAlc, % 51+0,4 9,1+2,0* 8,7 +2,0*
KMI, kg/m? 25,7 +4,1 25,1 +4,0 32,5 +5,9*
hs-CRP, mg/I| 15+1,7 2,6 +2,2* 2,7 +2,1*
Kopgjais holestans, mM 54+1,0 56+1,1 6,0 £1,2*
Trigliceridi, mM 1,3 0,7 1,4 +0,7 2,8 £2,4*
ABL holesteins, mM 1,5+0,5 1,7 +0,5 1,3 +0,3
ZBL holestems, mM 3,7+0,9 3,4+1,0 3,712
C-peptds, ng/ml 2,4+1,1 0,4 +0,3* 3,1+1,8*
Snekétaju skaits (%) 24 (20) 41 (44) 23 (26)
,(At%ohola lietoju (> 1 reize/nedla) skaits 24 (20) 11 (12)* 6 (7)*
Neiropatija, n (%) - 82 (88) 73 (84)
Retinogtija, n (%) - 43 (46) 17 (20)
Nefropmtija, n (%) - 45 (48) 29 (33)
Hipertensija, n (%) - 47 (50) 66 (76)

Rezultti ir vidgjais no ngrjjumiem £ SD vai skaits (% no ko skaita). *Statistiski ticami

atiras no kontroles grupas (Tukey vai Kruskal-Watists, p<0,05)

Cukura diabta pacientiem, salzinot ar kontroles grupu, bija statistiski ticami
augsiika plazmas glikozes koncentija tuk® dusa, ka af paaugstiata asins HbAlc un
hs-CRP koncenicija (3.11. tabula).

3.2.4.2. L-karnitina koncentracija asins paraugos

Briva L-karnitina koncengcija kontroles grupas dahiekiem vidji bija 33 £8
pumol/l. L-karniina koncenticija 1. un 2. tipa cukura diata pacientu asins paraugos
bija attie@gi 32 £10 un 36 11 umol/l, ura tneat§iras no kontroles grupas (3.35.
atls). Zema L-karnina koncenticija (zem 20 pmol/l) bija 9% cukura diih

pacientu.
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Kontrole 1. tipa CD 2. tipa CD

3.35. att. Briva L-karnit ina koncentracija kontroles grupas, 1. un 2. tipa cukura
diabeta pacientu asins paraugos
Rezulati ir atteloti ka vidgjais no individaliem merjjumiem
Ta ka petijuma tika ieauti CD pacienti, kasarstejas kliniskas slimricas
“Gailezers” endokrinolgijas nodd, CD \lino komplilaciju sastopanas biezums
bija saidzinoSi augsts - 88%. 159 no 18@&tiuma iesaisitajiem CD pacientiem bija
attisijusies kda no slintbas komplikicijam.
3.12. tabula

Vidgja L-karnit ina koncentracija pacientiem ar vai bez komplikacijam

L-karnitins, pumol/l

Neiropatija
Nav (n=25) 32111
Sapiga (n=71) 3510
Nesipiga (84) 34111
Retinogatija
Nav (n=120) 34+11
Neproliferatva (n=40) 3149
Preproliferaiva (n=16) 36111
Proliferatva ar makulasisku (n=4) 4218
Nefropatija
Nav (n=105) 32+10
Mikroalbuninarija (n=66) 36x11
Makroalbuninarija (n=8) 3348
Hipertensija
Nav (n=66) 32111
Ir (n=113) 35+10*

*Statistiski ticami atgiras no kontroles grupas (&tientat tests, p<0,05)

Palielinoties cukura diaba stzam, palieliajas af CD komplikaciju

sastopanias biezums gan 1., gan 2. tipa CD pacientuagtugeiroftiju diagnosti¢ja

93



86% (155 no 180), retinapju 33% (60 no 180), nefragju 41% (74 no 180), bet
hipertensiju diagnostéa 63% (113 no 180) CD pacientu (3.12. tabula).

Izvértgjot videjas biiva L-karnitina koncen#icijas 1. un 2. tipa cukura digta
pacientiem ar &inam komplikacijam, pacientiem ar neir@pju, retinogtiju un
nefromtiju L-karnitina koncenficija neatgiras no CD pacientiem, kurieméhina
komplikacija netika diagnostita (3.12. tabula, 3.36., 3.37., 3.38¢kit
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3.36. att. Biiva L-karnit ina koncentracija 1. (balti simboli) un 2. tipa (melni
simboli) cukura diabgta pacientu asins liatos neiropatijas gadijuma
Rezulsati ir atteloti ka vidgjais no individaliem merjumiem
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Retinopatija

3.37. att. Biiva L-karnit ina koncentracija 1. (balti simboli) un 2. tipa (melni
simboli) cukura diabgta pacientu asins liatos retinopatijas gadijuma
Rezulsati ir atteloti ka vidgjais no individaliem merjumiem
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3.38. att. Biiva L-karnit ina koncentracija 1. (balti simboli) un 2. tipa (melni
simboli) cukura diabgta pacientu asins liatos nefropatijas gadijuma
Rezulsati ir atteloti ka vidgjais no individaliem merjumiem
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3.39. att. Biva L-karnit ina koncentracija 1. (balti simboli) un 2. tipa (melni

simboli) cukura diabeta pacientu asins liatos hipertensijas gaguma
Rezulsati ir atteloti ka vidgjais no individ@liem merjjumiem. *Statistiski ticami aigras no
pacientu grupas bezhmnas komplilacijas (Stfidenta t tests, p<0,05)

Savukirt pacientiem ar hipertensiju L-karfma koncen#cija asins bija
statistiski ticami lieika, saidzinot ar CD pacientiem bez hipertensijas (3.12. tbul
3.39. atgls).

3.2.4.3. Cukura dialeta komplik aciju sastopanibas biezums daidas L-karnitina
koncentracijas grupas

Nosakot komplikciju sastopaitas biezumu, pacientiem ar zemu L-kanat
koncentéciju (<20 umol/l) neiroptiju diagnostiéja 69% gagumu, savukrt

pacientiem ar augstu L-karniina koncentciju neirogtija bija 88% pacientu (3.40.
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atils). L-karnitna koncentcija nekoretja ar neiroptiskas simptomu un neir@piskas
deficita skalas datiem. Pacientiem ar zemu L-karaitkoncen#ciju retinogtija bija
31% gadumu, kas atbilst retingpijas gadijumu skaitam CD pacientu grapar

augsiiku L-karnitna koncentciju (3.40. atgls).
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3.40. att. 1. un 2. tipa cukura dialeta pacientu skaits da&das L-karnitina koncentracijas
grupas neiropatijas, retinopatijas, nefropatijas un hipertensijas gadjuma
Pacienti tika sad#l grupas gec bnva L-karnitina koncenticijam asins liatos: zenmak par 20,
20-29, 30-39 un virs 40 umol/l. Reztltir pacientu skaits procentos no kgppacientu skaita ar
vélino komplikaciju. *Statistiski ticami atiras pacientu grupas ar zemu (<20 pumol/l) L-kanait
koncentaciju (FiSera tests, p<0,05)

Nefropatija pacientu grup ar zemu L-karniha koncen#ciju bija 31%
gadjumu, kas bija mak nela pacientu grup ar augstku L-karnitna koncengciju
(42%), bet Batkiriba nebija statistiski ticama (3.40.&4). CD pacientiem ar zemu L-
karnitna koncen#ciju hipertensiju diagnostifa 38% pacientu. Savak pacientiem ar
L-karnitina koncen#ciju virs 20 umol/l hipertensija bija sastopama 6p&gientu, un
Sis m@ditajs statistiski ticami aidras no pacientu grupas ar zemu L-karrat
koncentaciju (<20 pmol/l) (3.40. adts).
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4. DISKUSIJA

Promocijas darbs véls jaunu engjijas metabolisma molekirdo metinismu
noskaidroSanai, to rediflanas iespam un makieru izgEtei odhidratu vielmahas
patolgziju gadjuma. Petijuma nerkis bija noskaidrot, vai, izmantojot gliokgau
enZmu aktiviates kompleksu noteikSanu, ir i€goma dialbta \elino komplikaciju
agfina diagnostika un peéifas dialztiskas neiroptijas fenotipa atstibas progncgSana,
ka af izpetit enegijas metabolisma regadijas iespjas un molekuros daribas

mehanismus othidratu vielmanas patolgiju gadjuma.

4.1. Glioksahzu aktivitates noteikSanas metozu un uzgl@$anas apsiklu
standartizeSana

Glioksakzu sistmas gtijumiem tika optimizta Glo2 aktiviites noteikSanas
metode izmantoSanai 96-lagaiplaités un izgtita glalaSanas temperatas ietekme uz
Glo2 aktivitati asins paraugos, lai standagtiz to uzglahSanas apsklus. Literaiira
visplagik lietotas Glol un Glo2 aktiviites noteikSanas metodes, nosakot absorbcijas
izmaipas 240 nm ultraviolas gaismas speltrS-D-laktoilglutationa veidoSas vai
hidrolizes rezulita, paredztas enmmu aktiviites n&rjjumiem kive€s (Thornalley,
1988). T ka laboratorijas apsklos vaieiku paraugu vienlaigai meriSanai pierérotaka
ir spektrofotometriska noteikSana 96-lauci plaftés, Glol un Glo2 aktivites
noteikSanas metodes glioksal sistmas @tijumiem tika pieigotas izmantoSanai 96-
laucipu plattes. Glol aktiviites n&rjjumiem izmantoja iepriekS izapatu metodi
(Konrade, 2007). Glo2 aktiates noteikSanas metodes standastmnai tika noteikta
enZma K, un atbilstodka substita koncenficija reakcijas maiguma. Petijjuma
noteiké Glo2 K, vértiba cilveku asins (137 £ 7uM) ir Iidziga no ciheku eritroatiem
izoléta un afirita enZma Ky, vertibai (146 = 9uM) (Allen, 1993). Ka optimala S-D-
laktoilglutationa koncenidcija tika izwléta 500 puM, jo pie $das substta
koncentcijas enzma kataliztas reakcijasatrums bija tuvu maksiglajam. leditie
rezul@éti liecina par to, ka izsidata metode Glo2 enma aktiviates noteikSanai 96-
laucinu plaite ir tehniski pareiza un prega, tdel izmantojama paraugu amsanai
turpmakajos eksperimentos.

Ta ka eksperimerie un kiiniskie Etijumi glioksakzu sisémas aktiviites

saistbas nowrteSanai ar #lino komplikaciju attistibu ilgst vaiekus nenesus, bija
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nepiecieSams standagiz un noteikt optimlus asins paraugu s#Sanas un
uzglalaSanas apsklus. Uzglahjot paraugus 28 dienas -20°C un -80°C tempezat
tika konstattas tikai nenounigas enmma aktiviates izmapas. Interesanti, ka,
uzglakajot paraugus +4°C, tika néxots Glo2 aktiviites pieaugumgadz pat 61%, t&u
eksperimenta beig enima aktiviite samazijias idz @kotngjam kmenim. Misu
petijuma konstattas Glo2 aktivifites izmapas noteiktajos uzglaBanas apsklos sakit

ar iepriekS veikta giuma rezulitiem (McLellan, 1992). Glo2 aktidtes izmapas,
uzglakajot paraugus +4°C tempeitiad, varctu skaidrot ar eima akivo centru telpisks
konformacijas mahnu un \&laku degradciju (Limphong, 2010), towr predzai §
procesa meinismu noskaidroSanai nepiecieSami papildagjymi. Parbaudot Glo2
aktivitates stabiliiti -80°C, kas ir tradiciodla biologisko paraugu ilgstoSas
uzglalmSanas metode, tika n@ots neliels aktiviites samazijums. LidzSirgja
petijuma par glioksaizu enizmu glalaSanas apskliem uzglahSana -80C netika
parbaudta (McLellan, 1992), savakt petijjuma noteiké uzglalaSana -196C klinikas
apstklos nav pierdrota. Savulirt iepriekS veiki pétijuma par Glol aktiviites
noteikSanas un uzglakanas apskliem tika nowrots, ka, asins paraugus sasgt
enZma aktiviate samaziijas pat par 30-50% (Konrade, 2007). Asins paraugi
turpmakajiem @Etijumiem [Ec savikSanasislaidgi tika uzglalati +4°C, Glol un Glo2
aktivitate tika noteikta neilgi g paraugu sakSanas, bet ilgstoSai paraugu
uzglatasSanai izmantoja paraugu sagdlahu -80°C temper@t.

Papildus glioksallu enzmu aktiviates noteikSanas metéd petijuma tika
izstradata plismas citometrijas anaks metode GLOL1 pratea ekspresijas noteikSanai
leikocitos. Lai gan eritrati ir galvenais glioksalzu aktivitites avots asis, ar
leikocitos ir atrasta glioksatu enzmu siséma (Ratliff, 1996, Thornalley, 1987)a'ka
leikocitu izokSanai ir nepiecieSams lis asins parauga daudzumsipasas iz@Sanas
metodes, glioksaku sistma leikogtos ir mazk petita. Phismas citometrijas anak ir
jutiga metode iek$Hiu proténu noteikSanai, kad tBas to ekspreés loti mazos
daudzumos (Basu, 2010, Pandzic, 2010)siM Etijjuma tika konstaits nedaudz
paaugstiats GLO1 protena ekspresijas indekss &ssleikodtu popukcijas 1. un 2. tipa
CD pacientiem, sazinot ar kontroles grupu. Paaugstam Glol aktiviste
mononukl@rajas un polimorfonukleérajas dinas 1. tipa CD pacientiem ar
komplikacijam tika norota ar ieprieks (Ratliff, 1996). Msu Etijuma iegatie rezulfti

liecina, ka plismas citometrijas anaks metode ir pieénota GLO1 protma ekspresijas
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noteikSanai cilegku leikodatos, kas laus padzinati izpetit glioksabzu enzmu
ekspresijas saikiu ar neenziatiskas glikkSanas stresa izraiem Sinu bogjumiem.

4.2. Glioksahzu enamu aktivit ates izmanas diaketa gadijuma

Izvértejot glioksahZzu enzmu aktiviites izmapas idz Sim liekkajam pacientu
un kontroles inditdu skaitam, nosrojam, ka Glol aktiviite asins liatos 1. un 2. tipa
CD pacientiem ir palielista par 10%, salzinot ar cihekiem bez CD. Savukt Glo2
aktivitate asins liatos cilvekiem bez CD un CD pacientiem ndat8s, ta&u janem \&ra
fakts, ka Glo2 aktivitte noteikta tikai nelielam skaitangtguma daibnieku. Literaiira
atrodama pretrdga infornacija par glioksaédlzu enzmu aktiviites izmapam CD
gadjuma. Petijumos in vitro ap$iklos, 1slaiagi inkulgjot cilvéku eritrogtus vice ar
augstu glikozes konceatiju, enZmu subs@tu, metilglioksla un S-D-
laktoilglutationa, koncendcijas dinas palielirigjas 2-3 reizes, toam Glol un Glo2
aktivitate, fdzigi ka masu @Etijuma, batiski nemaifjas (Thornalley, 1988). Awviera no
pirmajiem kiniskajiem gtijumiem par glioksalzu enZmu aktiviéiti CD pacientiem,
neskatoties uz paauggtiam enZmu substtu koncentiicijam, Glol un Glo2 aktiviite
eritroatos neatiras no kontroles grupas (Thornalley, 1989). Saviukita kliniskag
petijuma 1. un 2. tipa CD pacientiem gan glioksal sistmas metab@u -
metilglioksala, S-D-laktoilglutationa un D-lakta — koncengcijas, gan enmu
aktivitates bija palieliatas (McLellan, 1994). 1. un 2. tipa CD pacientientrecitu
Glol aktiviate bija paaugstita par 30-40%, bet Glo2 aktigie bija augsika par 11%
tikai 2. tipa CD pacientiem, gdkinot ar veseliem indidiem (McLellan, 1994).
Paaugstiatas glioksalzu sistmas metab@u koncenticijas dialgta gadjuma liecina
par metilgliokala metabolisma stimatiju hiperglikmijas apstklos (Thornalley,
1988), kas vatu veicirat aizsardbas sisgtmas aktidciju un glioksaizu enzmu
aktivitates palielimSanos. Torr neatkafgi no asins glioksafu enzmu aktivitaites
izmaipam, enZmu sisémas dariba tongr nesgj kompenst pieaugosSo metilgliokda
daudzumu @nas (Thornalley, 1995).

lzvertgjot Glol aktiviiti ietekngjoSus faktorus, interesanti, ka 1. tipa CD
pacientiem ar sliktu glimijas kontroli augska Glol aktiviite ir saisita ar
mikrovaskufiro komplikaciju atistibu (McLellan, 1994, Ratliff, 1996).aTka HbA1C
koncentécijas CD pacientiem nekoigh ar glioksaizu enzmu aktiviittm leikodtos,
petijjuma autori secifja, ka glikozes konceritijas izmanas neietek@ Glol un Glo2
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aktivitati (Ratliff, 1996), kas ir saska ar ntisu @Etijuma rezulitiem, jo netika no&rota
izmairitas Glol aktivites saigba ar glikozes, HbA1C vai ligu koncenticijam. Glol
aktivitate asins liatos nekoredja ar noteiktajiem Khiskajiem parametriem ne kontroles
grupa, ne 2. tipa CD pacientiem. Lai gan iepriekS apitéstar novecosanos un
palielinatu oksidaivo stresu saifias Glol aktiviites izmanas (Sharma-Luthra, 1994),
Sap petijuma ticama saisba starp Glol aktiviti un vecumu ne kontroles, ne CD
pacientu grus netika nogrota. Misu Etijuma 1. tipa CD pacientiem samazia Glol
aktivitate koretja ar liekku CD stzu, toner 2. tipa CD pacientiemada saigba netika
nowerota. Interesanti, ka iepriekS veiktakliniskagp petijuma tikai 1. tipa CD
pacientiem nogroja paaugstiitas metilgliokala koncenticijas saigbu ar CD stzu
(McLellan, 1994).

Eksperimerttlaja petijuma 24 nedlu veam Goto-Kakizakizurkam ar nerenu
hiperglikkmiju un izteiktiem glikozes tolerances tra@igmiem nenogroja noZmigas
Glol un Glo2 aktiviites izmanas asins liztos, savulirt neiroralajos audos Glol un
Glo2 aktiviaite bija ticami samaziita. Zucker fa/fa zurkam atistjas izteikta
hipertrigliciridemija, aptaukoSas un paaugstitu lipidu izraigta insutna rezistence,
savulart Glol aktiviite Zucker fa/fazurku asins un audu paraugos nigaiS no
kontroles grupas. Glo2 aktigies izmahas kopurma bija ldzgas Glol, kas ir
vissvargakais metilgliokalu detoksifi¢joSais enuns, aktiviites izmapam. Papildus
tam ntisu rezuliti liecina, ka Glol aktivitte Goto-Kakizakiun Zuckerzurku asiis un
neirorilajos audos bija 3-4 reizes autst, saidzinot ar Glo2 aktiviti. Glioksabzu
enZmu aktiviites izmanas Goto-Kakizakizurku asins liatos ir saskaa ar ieprieks
veiktiem eksperimeatajiem pEtijjumiem, kas pada, ka Glol un Glo2 aktivtes
streptozotoma izraista dialgta Zurku eritrottos nebija izmaittas (Nagaraj, 2002,
Phillips, 1993). Torér streptozotoma izraista diatgta zZurkim Glol aktiviite €Zas
nerva un smada@ audos neat¥ras no kontroles dgniekiem (Brouwers, 2011,
Phillips, 1993), kas bija salzinoSi jauki ka musu Etijuma izmantotie danieki. Lidz
Sim viengap glioksakzu enZmu sistmas pgtijjuma eksperimerilaja aptaukoSais
modei Glo2 aktivitite bija palieliata ob/ob phu eritrogtos (Atkins, 1989), ilzigi
misu [Etjjuma nowerotagm Glo2 aktividtes izmanam Zucker fa/fazurkam. Lai gan
Glol aktiviate Zucker fa/fa zurku agis neatkiras no kontroleZucker leanzurkam,
asins Glol aktivitte lidziga vecuma ob/ob p&h bija samazifta (Atkins, 1989).
LidzSirejos Etifjumos Glol un Glo2 aktivites izmahas eksperimealajos dialsta

dzivniekos atBiras atkaiba no eksperimeata modda, davnieku vecuma un CD #&ta.
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Glol aktiviite Goto-Kakizakizurku hipotaima, muguras smadzes un §zas ner@
negaivi korelgja ar plazmas glikozes un trigligdu koncenticiju. AptaukoSaas un
hipertriglicerimijas modeal neno¥ro ne asins, ne audu Glol aktitds izmapas,
savukirt Glo2 aktiviite ir izmainta tikai Zucker fa/fa zurku asm Kopuna iegatie
rezul@éti apliecina, ka eksperimeithja 2. tipa CD modaél hiperglikmijas apsiklos
neiroralo audu Glol ir juigaka ka asins Glol pret diaba izraisto bidkimisko
parametru izmaam.

Masu gEtijuma 24 nedlu ve@m Goto-Kakizakizurkam pirms neiroalo audu
funkcioralo trau@jumu atistibas, Glol aktivitte ir samaziata galvas, muguras
smadzeu un €zas nerva audos. Lai gan audos ¢gspa RAGE receptoru aktiganas
izraigta iekaisuma sigiicelu reguéta Glol enmma ekspresijas samazdaris
(Rabbani, 2011, 4.1. al$), misu @Etijuma GLO1 ¢gnu ekspresija nebija izmata.
Tadgjadi Glol aktivigites izmanas nusu [Etjuma nevar izskaidrot ar iekaisumu
veicino&s signalsistmas aktiviites palieliasanos ekspresijasmen, bet drzak tas
atspoglo glikozes toksiciites izraistas parmainas glioksalzu siséma, pieneram,
samazinoties redéta glutationa iek&&nu koncenticijai (Thornalley, 2003)Jaatame,
ka eksperimeatajam Goto-Kakizakizurku modelim rakstaga lipo- un glikotoksicite
un neiroalo audu Glol aktiviite koreE ar mirgtajiem parametriem. ar ka Glol
aktivitate hatiski nemaias Zucker fa/fa zurkam, jasecina, ka paaugséia lipidu

koncentécija nav noteicoSais faktors Glol akthtés reguicija.

4.3. Glioksahzes 1 aktiviates saistba ar velino komplikaciju attistibu

Misu g@tijuma rezuliti apliecina, ka samazita Glol aktivifite asins liatos ir
saisita ar apigas neiroptijas atistibu gan 1., gan 2. tipa cukura ditdb pacientiem.
Turklat dazdos eksperimealajos péu modéos izgetits, ka atkiriga GLO1 ekspresija
pepidergiskajos sensorajos neironos nosak&nejamas af§iribas mehniski izraista
sapju sajitas iztveg, kas liecina par Glol lomu neiratpas fenotipa aistiba (Jack,
2011). Nesen noskaidrots, ka metilglialies koncenticija asins plazm virs 600 nM
nosaka #pigas neiroptijas simptomus 2. tipa CD pacientiem, mthziga metilgliokala
izraigta hiperal@zija noerota ar eksperimeriiajos GLO+/- un diaéta pgdu modéos
(Bierhaus, 2012). Lai gan ieprigk§ pétifjumu rezuléti liecina, ka CD pacientiem ar
vélinam komplikacijam bija augstka Glol aktiviate (McLellan, 1994, Ratliff, 1996,
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Thornalley, 1989), togr IidzSirgjos kiiniskajos ptijumos Glol aktiviites saigba ar

periféras neiroptijas fenotipa atstibu nebija ptita.
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4.1.att. AGE un Glol loma CD wlino komplikaciju attistiba

Misu tijjuma notei@m gan NSS, gan NDSaksubjekivus @ipju uztveres un
objekivus neirojtiska defiata nerjumus, izmantojot iepriekS apraiksls metodes
(Doupis, 2009, Mcintosh, 2003). Glol akthté bija ie\erojami samaziita pacientiem
ar izteiktiem gpigas neiroptijas simptomiem gan 1., gan 2. tipa CD diabgadjuma,
bet neatfiras dazdas NDS grups. lepriek§jos pEtijumos pacientiem arapigu
neiroftiju nowverotas paaugstitas CRP koncer#cijas, kas liecina, ka iekaisuma
process un enddtja disfunkcija ir saigti ar peri€ro sensibiliaciju, atistoties spju
sajtai un dialstiskai neirogatijai (Doupis, 2009, Herder, 2009).idu Etijuma rezuliti
tomer neapstiprina CRP saisti ar apigas neiroptijas atistibu, ko vagtu skaidrot ar
petijjuma ieklauto pacientu slikto metabolo kontroli, kas gtasar paaugstitu CRP
daudzumu 1. (Jenkins, 2008) un 2. tipa (Arnalich, 20QL) gadjuma. ADA
rekomendcijas CD pacientiem alama HbAlc koncenticija nedikst parsniegt7.0%,
savukart EASD vadinijas HbAlc koncensicijai CD pacientiem gbiat mazkai par
6.5%. CD pacienti Latvijas podija kopund raksturojas ar sliktu metabolo kontroli,
ko nosaka vigias HbAlc koncenticijas. Al masus @tijjuma Rgas Austrumu khiskas
universiaites slimncas ,Galezers” Endokrinolgijas noddas pacientiem HbAlc
koncentécija 1. tipa CD gatjuma ir 8.6%, bet 2. tipa CD ggdma - 7.9%, kas atbilst
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sliktai metabolai kompegsijai un nesasniedz vadlju mérka rmaditajus. Lidz ar to
paaugstiata CRP koncenicija tika konstatta gan pacientiem ar digisko neiropatiju
bez apem, gan 8pigas diabtiskas neirogtijas gadjuma. Japem \&ra, ka 2. tipa CD
patgereze ir]oti heterogna, idz ar to gan gli&Saras stress, gan ar iekaisumu S#ist
procesi vagtu sinegiski veicimat CD elino komplilaciju atistibu, at&irigi izpauzoties
dazdas CD pacientu grugs.

Ta ka CD pacientu grugm ar @pigu un nespigu peri€ro neiroptiju bija
at&irigs vecums un CD &ts, tika veikta multivariaatregresijas anae, lai noertétu
neatkargu Glol aktiviites izmapu saisibu ar gpigas periras neiroptijas atistibu.
Multivarianta anaize liecina, ka, Glol aktiitei palielinoties par 1 vighu, $ipigas
neiropatijas risks samazis vickji par 10%, neatkagi no vecuma, diatta ilguma un
KMI. Lai gan ieditie rezultti liecina, ka vecums un CDadls nav saisi ar spigas
periféras neiroptijas risku 1. un 2. tipa CD ggdma, toner izskgt So faktoru
lesgEjamo ietekmi uz Glol aktiviti pilniba nav iespjams. Nelielais pacientu skaits CD
pacientu grup bez neiroptijas ndava veikt atbilstoSu Glol aktivites saldzinajumu ar
CD pacientiem, kam bija diagnostia neiroftija. Lai gan no@roto Glol aktiviites
izmaipu regulatorie molekdrie melanismi nav skaidri, msu [Etjuma rezuliti
apliecina, ka samazita Glol aktivifite ir saisita ar palieliatu sapju sajitu. Kopuna
petijums pirmo reizi pada, ka 1. un 2. tipa CD pacientiem apigu peritro
neirotiju ir samaziata Glol aktivitite, ka aif 1. tipa CD pacientiem Glol aktigte
negaivi korele ar CD ilgumu. legtie rezultti apliecina Glol aktiviites izmanu
noZimi periferas neiroptijas fenotipa atstba.

Glol aktivitite Goto-Kakizakizurku neiroflajos audos ir samazita par 10-
36%, tongr ne Goto-Kakizaki neZucker fa/fazurkam neno¥ro izmanas ne meiniski,
ne termiski izrai®o sapju sajitu uztveg, saidzinot ar kontroles grupu. Tas war
liecinat par neiroalas Glol aktiviites saigbu ar aginiem bojjumiem dialgta un
aptaukoSais procesu amftiba, jo abos eksperimeilajos modéos 24 nedlas jau bija
attisjusies, pierdram, endddlija disfunkcija. Afl iepriekS veiktos §tijumos pa#dits,
ka izmapas acetilhaha-izraista asinsvadu reaktidte Zucker fa/fazurkam atists
pirms neiglas funkcijas traugumiem (Oltman, 2005)Zucke zurkam ar aptaukoSanos
un nornalu glikozes konceniiciju vaskuéira un neigla disfunkcija atistas 32-40 neélu
vecuna (Oltman, 2005, Oltman, 2008). Endlga-atkafgie asinsvadu relaksijas
traugjumi apraksiti gan Zucker fa/fa(Serpillon, 2009, Walker, 1999), gaAoto-
Kakizaki(Cheng, 2005, Gupte, 2010) zamk. Brouwers aritlzstadniekiem 2010. gad
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paidija, ka palieliata GLOL1 ekspresija aizkawksidalva stresa un endéltja-atkafga
apzana artriju relaksicijas trau€jumus dialbta zurkam, nofdot paaugstiita
metilglioksala noZmi oksidaitva stresa un vaskiuas disfunkcijas atstiba diateta
gadjuma (Brouwers, 2010). Msu tijjuma rezuliti apliecina, ka Goto-Kakizaki
zurkam ar auggiku neirorzlo audu Glo1 aktiviti ir labak saglalata endatlija funkcija.
Neiroralo audu Glol aktivitte pozitvi korele ar aortu endétija-atkaigo reaktivitites
funkciju Goto-Kakizaki Zurkam, bet ne ar acetilhmla-izraistu aortu maksirio
relaksiciju Zuckerzurkam. Turklat asins Glol aktiviite nekored ar endatlija funkciju
ne Goto-Kakizaki ne Zucker zurku eksperimealaja modei. Kopuna var seciat, ka
asins Glol aktivitte neatspodo asinsvadu endglija funkciormalo stvokli 2. tipa CD
un metaba sindroma eksperimeitfjos modéos. Miasu eksperimeala petijuma
rezuléti liecina, ka asins liu Glol aktiviite nav izmairta, atistoties agniem
vaskuhriem bopjumiem, tongr Glol aktivigtes n&rjjumi vartu bit nodergi velino
komplikaciju atisibas gtijumiem CD \&linas stadigs.

Nesen noskaidrots, ka 2. tipa CD ir viens no pagi funkcijas traugumu
attisbas riska faktoriem (Reijmer, 2010). U @Etijuma Zucker fa/faun Goto-
Kakizakizurkam eksperimenta beig tika noeroti darlibas atmias traugjumi. lzzinas
funkciju trau€jumu patgercze ir izprasta tikai daji, tomer daudzi gtijjumi liecina, ka
smadzeu struktiru un funkciju defekti saigt ar hiperglikmijas izraistiem
bojajumiem, ko veicina poliolu sidgitcela un protenkinazes C aktigSana, kK an AGE
uzkraSaras. An makrovaskuiras komplikacijas un insuha rezistence veicina atpais
traucjumu atistibu 2. tipa CD un aptaukoSangadjuma (Abdul-Rahman, 2012, de la
Monte, 2010, Vijayakumar, 2012).0du (Etijjuma rezuliti liecina par samazitu Glol
aktivitati hiperglikimijas, trauétas enddllija-atkaigas asinsvadu relaksijas un
smadzeu izzinas daribas apgiklos, &l pirms nosakmam spju sajitas izmapam.
Papildus tam togr jasecina, ka asins Glol un Glo2 akiit#s nav izmantojamasak
agfini maikieri CD wlino komplikaciju attistibas raksturoSanai eksperim#ajos 2.

tipa CD un metabalsindroma modes.
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4.4. Eneggijas metabolisma reguhcija eksperimentalajos
oglhidr atu un lipidu vielmainas patolgziju modelos

Eksperimerttlaja aptaukoSaas un metabal sindroma model(Zucker zurks)
tika parbaudta mildrorata lietoSanas ietekme, hiperlipidijas un insuha rezistences
izraiStu bogjumu samazigSanas iesyas, K af izraigtas izmanas tika satlizinatas ar
pirmas iz\eles medikamenta diata ars€Sanai- metformna lietoSanas izraisem
efektiem. Noskaidragm, ka ilgstoSa mildraita un metforima ieva@Sana Zucker
Zurkas vierada mera samazigja glikozes un insmha koncenficiju asins, turkht
mildromata ievadSana kombificija ar metforninu samazifja svara pieaugumu un
uzlaboja insuha juibu. AptaukoSais un metabal sindroma galveniezime ir insuina
rezistence, ko raksturo samaitan glikozes ugemsSana un oksadija insuina-juigajos
audos (Shulman, 2000). Intna rezistence veicina eggas metabolisma traggimu
attistbu, kas izpauzasaksamaziata finu piehkgoSalas SpEja enegijas substtu
izmantoSaa (Larsen, 2008). Metabmlsindroma gaguma ir ieverojami paaugstists
risks gan 2. tipa CD, gan kardiovaskol slinibu atistibai, turkht vielmaias
traugjumi un lipotoksiciite saisiti ar palieliritu taukskbju uzkaSanos gnu
organelis, galvenokrt mitohondrijos (Koves, 2008b, McGarry, 1983, Wang, 200
tadgjadi insulina jutbas palieliaSana un taukabju metabolisma regatija vagtu
uzlabot &ditajus odhidratu vielmahas patolgiju gadjuma. Mildronata lietoSana,
samazinot L-karniha pieejartbu, ddgji samazina KPT | atkago taukskbju transportu
un no\&rs taukskbju uzkiasanos mitohondrijos (Asaka, 1998, Kirimoto, 1996, Spani
2003). leprieks padits, ka mildro@ata ievadSana samazina KPT | aktigit un no KPT
| atkafigo gakézu taukskbju B-oksidaciju mitohondrijos (Kuka, 2012, Simkhovich,
1988). Metfornins, inhilgjot glikonegerezi un aizkagjot glikozes uzskSanos kyga-
zarnu trakd, veicina glikozes metabolismu un samazina postpatasdiglikozes
koncentaciju (Bailey, 1996, Wiernsperger, 1999). &tk mildrorata ievadSana, preji
metforntnam, nesamaxzija glikozes konceniciju edu&m Zucker fa/fazurkam, kas
varetu liecinat par to, ka mildroata ievadSana tieSi neietekinglikozes absorbciju
zarras. Anf izoletas pdu sirds mildrorata pievienoSana peidijas bufergEidumam, k&
an akata mildrorata ievadSana p&im neietekmja glikozes konceniciju asins un
uznemsanu sirds audos, sautkilgstoSa mildroata ievadSana (20 dienas) veiGja
insulina atkaigo glikozes ugemSanu un metabolighesaisito proténu (GLUT4, HK

Il un InsR) ekspresijas palielifanos sirds audos (Liepinsh, 2008dZigi noerots, ka
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mildronata 6 - 8 nedu lietoSana samazina glikozes konc&giju asins un aizkaw

vélino komplikaciju atistbu 1. tipa CD (Sokolovska, 2011a, Sokolovska, 20112.u
tipa CD eksperimerilajos modés (Liepinsh, 2009a). Mildraia lietoSana,ipasi

kombiracija ar metforninu, palieliraja ar taukskbju umemsSanu un oksidiju saisito

genu ekspresiju aptaukoseun metabal sindroma model Petijumu rezuléti norada,

ka ilgstoSa mildrofita lietoSana ir nepiecieSama, lai sasniegtu ggasr metabolisra

iesaistto ¢genu un protenu ekspresijas izmgas, K rezulGta, samazinot g&gzu

taukskibju transportu un oksigiju, tiek veicirata glikozes ugemsana un oksidija.

Masu @tijuma mildrorata un metforrmma kombiacijas ieva@anas izraigas
metabolisma izmaas atgiras no efektiem, kas néxoti, ievadot Kkatru no
medikamentiem atses Lai gan mildroatam un metforrmam ir atgirigi darlbas
mekanismi, to kombiacijas lietoSana neizraja sinegisku vai papildus glikozes
koncenticiju samazinoSu efektu. Tam abu zJu kombiracijas lietoSana vaik
samagzifja insuina koncentciju édusm zurkam un stimuéja GLUT4 gna ekspresiju.
Tadgjadi palielinasta GLUT4 gna ekspresija un inguk jutba liecina par kombitijas
lietoSanas lietd@ou un, iespjams, ir pamat izteiktakam kardioprotekvajam efektam
kombirgtas terapijas gapima. Viens no metforima labi zimmiem blakusefektiem ir
laktacidoze, kas raksturojas ar paliglinlak@éta koncenticiju plazna (Bailey, 1996).
Mildronata un & kombiracijas ar metforrmnu ievadSana, stim@ot glikozes
metabolismu, samaZija lakiata koncenticiju Zucker fa/fazurku plazm. Ari ieprieks
nowverots, ka mildroata lietoSana samazina latd koncentficiju sirds audos &nijas
laika (Asaka, 1998, Hayashi, 2000). Reitiliiecina, ka mildroata lietoSana veicina ne
tikai glikozes upemSanu un glikati, bet af glikozes oksidciju audos, un mildroits
vargtu mazirat metformna izraisto lakéita uzkasSanos.

Masu g@tijuma mildrorata un metformna atsevia ievadSana neietekaja
Zucker fa/é zurku svara pieaugumu. leprieks veiktajesijymos, mildroata svaru
samazinoSais efekts zask netika nowrots (Liepinsh, 2009b), turkd dati par
metfornina ietekmi uz svaru nav vienno#gi (Yasuda, 2004). Khiskie Etijumi
pa@dijusi, ka sulfonuinvielas atvasi@umu un insuina-jutbu  atjaunojosu
medikamentu lietoSana 2. tipa CD pacierdtstSara veicina neglamu svara
palielimSanos (UKPDS, 1998, Khan, 2002). REjietmonoterapijai, mildroata
ievadSana kombifcija ar metforninu ticami samazija svara pieaugumu, kgot
taukaudu daudzuma pieaugumii Ka zalu ievadSana neietekaja umemas barbas

daudzumu, domjams, ka mildroata un metforrma kombiacijas ievad@Sana vaitu

106



ieteknet glikozes absorbcijuge baftbas upemsanas. Svara pieauguma sanizms
varetu bat skaidrojams arar AMPK aktivaciju un palieliritu enegijas patrinu. leditie
rezuléati apliecina, ka mildrofta ievadSana, ietek@jot glikozes un tauksibju
vielmainas procesus afas un mitohondrijos, mazinaisu enegijas metabolisma
traucjumus hiperglikmijas un hiperlipidmijas apstklos.

Mildronata ievadSana samazijp asins plazmas insoh daudzumu,
neietekngjot glikozes konceniciju fruktozes izraigas hiperlipi@mijas modeil
Fruktozes lietoSanas izr#is metabolisma izmau un bojjumu atistbas pakpe
atkafga gan no dxnieku sugas, gan fruktozes devas, i@sadas veida un ilgumu
(Abdulla, 2011). Kaut arieprieks veiktajos gijumos no¥rota ar fruktozes lietoSanu
saistta hipertensijas un kardiovaskrd saslimSanu riska faktoru paliegaras
(Abdulla, 2011), fruktozesk¥duma lietoSana fisu [Etijuma neizraigja aortas endélija
funkcionalos trau¢jumus un izteikikus audu bajumus zurku izditas sirds infarkta
model. Mildronata lietoSana, kayot gaikezu taukskbju oksidiciju, palielimaja brivo
taukskibju koncenticiju plazma Zurkam tuk& dosa, bet neietek®@ja lipidu un
glikogéna daudzumu aknu audos. Mildata ievadSana ktiski neietekndja endotlija
funkcionaligti un infarkta lielumu sirds audos, kas &ar bat skaidrojams ar
nepietiekamu fruktozes lietoSanas izitaidopjumu atistibu, ka aif ievadto mildrorata
devu, jo ieprieks veiktajosépjumos, vadot mildrofitu 200 mg/kg 2. tipa CD Goto-
Kakizaki zurkam, kardioprotekiais efekts bija mak izteikts K ievadot mildroatu
deva 100 mg/kg (Liepinsh, 2009a).

Palielinoties lipdu daudzumam organigimgakezu taukskbes un to metabubi
aktive PPAR, kam ir nommiga loma engjijas homeogizes uztusSara (Grimaldi, 2007,
Sugden, 2009). Lai gan ams, ka mildroats, samazinot L-karnita koncengciju
audos, stim@ glikozes un taukgbju metabolisra iesaisito genu un protenu
ekspresiju (Degrace, 2007, Liepinsh, 2008), fmiemolekubrie melanismi un kodola
faktori, kas saisti ar mildrorata lietoSanas izraiam metabolisma izmaim, lidz Sim
nebija noskaidroti. lepriekS nenotas mildrorata lietoSanas izraitas ¢gnu ekspresijas
izmaipas rosiaja parbaudt PPAR kK iesgjamos kodolu faktorus, kas saistar
taukskibju metabolisma izmaim. Lai Etitu mildrorata darbas molekuros
melanismus, tika noteikts PPARuUn PPAR daudzums sirds un aknu audu kodolas, k
an glikozes un taukgbju vielmaipa iesaisito genu ekspresijas izmgas. PPAR ir
nozimigs kodolu receptors un transkripcijas faktors, kasaisits taukskbju

metabolism un aktigjas, palielinoties sistmiskai lipidu pieejartbai (Duncan, 2011).
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Savukirt PPARy aktiveSana veicina liflu umemsanu un uzglaBanu taukaudosalai
reguk glikozes metabolismu un uzlabo ir@ma juibu (Sugden, 2009). Jau ieprieks
apraksita PPAR: sigralce]u aktivacijas ddgja rezistenc&ucker fa/fazurku aknu audos
(Satapati, 2008). Ebu Etijuma, neskatoties uz palielitu triglicefidu koncentciju
sirds un aknu audos, ngrejam samaziatu PPARx protana un & mérkgenu ekspresiju
Zucker faffazurku sirds audos. Pggt metfornmina monoterapijai, mildrata un &
kombiracijas ar metforrmu ievadSana palielinBla PPAR. daudzumu sirds audu
kodolos un taukglbju metabolisra iesaisito genu ekspresiju. Palielita taukskbju
metabolisma @ ekspresijaatigjadi kompens samaziato L-karnitna daudzumu un
saglala kopejo taukskibju oksidicijas atrumu sird.. Turprei akrias Zlu ievadSana
neietekne PPARx un & meérkgénu ekspresiju. Lai gan mildrata un metforrina
ievadSana Zucker fa/fa Zurkam atjaunoja samazito PPAR daudzumu, PPAR
meérkgenu ekspresija aknu audos nebija izr@nKopuna var seciat, ka mildrorata
izraigtas genu ekspresijas izmgas sird ir saisitas ar PPAR, bet ne PPARaktivaciju.
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4.2. att. AptaukoSaras un metaboh sindroma izraisiti vielmainas traucejumi (A)
un uzlabojumi pec mildronata lietoSanas (B)
Nepartrauktas inijas nofda tieSos efektus, raists inijas — netieSos efektus. [aa inijas un
bultas nofida stimuéjoSu efektu vai konceriicijas palieliaSanos, savuikt sarkanasihijas un bultas —
inhibgjoSu ietekmi un koncertcijas samaziisanos
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Kopunma aptaukoSais un metabal sindromaZucker fa/fazurkam cirkulgjoSo
lipidu koncenticijas palielimSaras plazm stimuk taukskibju ieaSanu mitohondrijos.
Taukskibju metabolisma starpproduktu, galvearnk acetil-CoA, koncenicijas
palielinaSaras kawe PDK un KPT | aktivisiti. Papildus tam tiek tra@ta Krebsa cikla un
elpoSanaskedes dariba, & rezulata Ss izmanhas rada glikozes un taukddfu
oksidkSaras atruma samazi@Banos. Apec pieaug cirkudjosas glikozes, insaha,
taukskibju un triglicefdu koncenticija, bet mitohondriju spa razot ATF diabta un
insulina rezistences ggdma ir samaziata (4.2.A. attls). Mildronata lietoSana
samazina L-karriba daudzumu audos un KPT | atkmr taukskbju transportu
mitohondrijos, id¢jadi tiek nowersta pastipriata taukskbju uzkasaras mitohondrijos,
uzlabojas insaha juiba, un samaziis glikozes koncenicija (4.2.B. atils).
Mildronata ievadSana aktie PPARy protana ekspresiju sirds audos un mazina
hiperglikkmijas un hiperlipidmijas izraistos enegijas metabolisma tragpmus. Misu
petijuma iegatie rezulti liecina, ka 2. tipa CD pacientiem ar aptaukoSanos
kardiovaskuiram slimibam mildrorata un metformna kombincijas lietoSanai vatu

but potenciila terapeitiska &tiba.

4.5. Mildronata molekularie darbibas menismi

Nesen veikt petijjuma pieadits, ka mildroata izraigtais L-karniina
samaziajums sirds audos ir panaatmelanismiem, kas nodroSina mildrata
kardioprotekivo efektu imijas apsiklos (Dambrova, 2002, Kuka, 2012). Sask
musu @Etijuma aptaukoSais un hiperglikmijas modal (Zucker Zurks) tika
noskaidrots, ka mildraita izraigtais karniina samazifjums palielina PPAR
daudzumu un taukskju metabolisra iesaisito gehu ekspresiju. Todr preazi
molekubrie metanismi, kas saisi ar mildrorata lietoSanas izraitgjam metabolisma
izmaipam un PPAR aktiveSanu i8mijas reperiizijas lailka joprojam nebija noskaidroti.
Tapec veiam petijumu, kué notei@am samaziatas L-karnitna koncen#cijas ietekmi
uz taukskbju oksidiciju sirds audos unufiu organells, kKB aif kodolu faktoru
daudzumu un @rkgenu ekspresiju sirds audosidijas un repefizijas lailkd. S darba
ietvaros pirmo reizi §itas mildroata izraistas kompengosas gnu ekspresijas
izmaipas un tauksibju plaismas prvirziSana, kaslauj saglabt peroksisomu un
mitohondriju funkcionaliti un nodroSina sirds engjas metabolisma atjaunoSanos

sirds audos gt imijas.
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Lai gan joprogm tiek uzskats, ka KPT | iratrumu-noteicoSs efins gakézu
taukslkabju oksidicija mitohondrijos, torér nesen veikt petijjuma konstagts, ka gaezu
taukskibju umemsSana un oksidija sirds audos nav atkga no KPT | aktiviites
(Luiken, 2009). Turldt, af ieverojami samazinot L-karnita koncentciju, taukskibju
oksidacija sird netiek ietekrata (Degrace, 2004).1lzgi afi masu @Etijuma iegitie
rezuléti pierada, ka lietojot mildroatu, ilgstoSa L-karniha koncengcijas un KPT |
aktivitates samaziasana ltiski neizmaina kogjo gakézu taukskbju metabolismu
sirds audos. Lai gan mildrata ievadSana samazina KPT | aktigit un no KPT |
atkafgo gak&zu taukskbju oksidiciju mitohondrijos (Kuka, 2012, Simkhovich, 1988),
mildronata ievadSana vienlaiwi palielina peroksisoataja f-oksidacija iesaisito genu
ekspresiju un adéjadi palidz saglabt peroksisomu un mitohondriju funkcionatit
iS€mijas bojjumu gadjuma.

ISemijas laikh sirds audos gbeKa pieejartba ir kitiski samaziata, un
taukskibju oksidicija praktiski nenotiek. Tas izraisa taukBju uzkiaSanos un ar to
saisttos mitohondriju ba@jumus, k ai sekojoSus engljas metabolisma tragmumus.
ISemijas laikh enegijas metabolisma modidijas iespjas ir sandra ierobeZotas,
turpretim p@c slabelda piegdes atjaunosas reperiizija, stimukjot glikozes
oksidaciju, tika pankta lalika funkciorala atjaunosSais (Doenst, 1999, Ussher, 2012).
Musu fetijuma rezuliti liecina, ka ar taukskibju metabolisma regatija var samazit
liptdu uzk&Sanos mitohondrijos urag izraigtu lipotoksici@ti. Taukskibju uzk&Sanos
mitohondrijos var nogrst, vienlai@gi izmainot gan g&czu taukskbju transportu, gan
oksidaciju. Mildronata lietoSanas izraita mitohondriju gakezu taukskbju
metabolism iesaisito genu, galvenokrt KPT |, ekspresijas palieli§ana pilfba
nekompens L-karnittna daudzuma samazganos, un no KPT | atkgais gakézZzu
taukskibju transports un oksidijas atrums sirds audu mitohondrijos ir ticami
samaziats (Kuka, 2012). 3pec peroksisormlais taukskbju B-oksidacijas atrums
palielinas, lai kompengtu samaziato mitohondrilo taukskibju oksidiciju un gakézu
taukskibes lieh apjons sageltu fidz acetil-KoA un oktanoil-KoA. Sie taukafju
oksidacijas produkti ir izmantojami ATF sigtei, bet nav kaigi mitohondrijiem
(Korge, 2003). #dejadi vienlaiaga gakézu taukskbju transporta samazisana
mitohondrijos, un peroksisatas taukskbju oksidicijas aktiacija pasarg
mitohondrijus no g&ezu taukskbju uzk@Saras sirds audos &nijas laika. Papildus
tam misu @Etijuma nowerojam, ka mildroata lietoSana izraisa i€kojamu no KPT |

neatkafga B-oksidacijas atruma palieli@mSanos mitohondrijos.1z ar top-oksidacijas
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stimukSana mitohondrijos vaiu bat vél viens melnisms, kas tieSi pasag
mitohondrijus no g&ezu taukskbju uzk@Saras izraigtiem bopjumiem. Tadgjadi
mildronats i€mijas laika samazina lipdu uzk&Sanos un g&ezu taukskbju radtus

bojajumus sirds audos, gan palielinot peroksisomu skaj&n -oksidacijas atrumu

mitohondrijos (4.3. a&ts).
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4.3.att. llgstoSas mildronata lietoSanas izraistas PPARy/PGCla aktivit ates, gnu

ekspresijas un taukskibju plasmas izmanas
Partraukas finijas atélo PPARYPGCL sigralce]us

PPAR aktigjas, piesaistoties ligandiem un transkripcijas kwakbriem
(Duncan, 2011)PGC ir visvairak peétitais PPAR koaktivators. PG@lun PPAR
sigralce]u mijiedarhbai sirds audos ir namiga loma taukskbju metabolisra iesaisito
enZmu ekspresijas redidija, ka anf PGCL/PPARx aktivacija vagtu bt iesaisita
mitohondriju bigergzes reguicija (Duncan, 2011)Misu g @tijuma nowerojam, ka
mildromata ievadSana palielisa gan PPAR un PGC& daudzumu kodolos, gan
taukskibju metabolisra iesaisito genu ekspresiju, tosr nav zimmi preazi
molekubirie metanismi, kas izraisa PPARun PGC& daudzuma izmass. S&
petijuma nowerojam, ka PPAR/PGCX. sigralcelu nestimutja palielirita gakézu
taukskibju koncenticija kontroles grupas sirds audu riska Zagan i€mija, gan
reperfizija. Turklat kontroles grup no PPAR: atkafgo gehu ekspresija repattijas
laika sirds audos riska zarbija ticami samazita. Turpretim, mildroata lietoSana
palielina PPAR daudzumu, neietekfjot gakézu taukskbju daudzumu sirds audos.
legatie rezulfiti liecina, ka, samazinot L-karmita koncentciju sirds audos, tiek

aktivets PPAR. neatkaigi no gakézu taukskbju daudzuma.
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Samaziata L-karniina daudzuma izraim PPAR. aktivacija un attietga
taukskibju metabolisra iesaisito ¢gnu ekspresijas stimadija sirds audos &nijas-
reperfizijas laila varctu bat saisttas ar AMPK sigalcelu aktivaciju. AMPK piedakhs
glikozes uripasi taukskbju metabolisma stimatija sirdi un tiek aktiéts, palielinoties
AMF/ATF attieabai (Beauloye, 2011). Tul AMPK aktivacija ir batiska i€mijas
laika miokardi, kad ir samazits ATF daudzums (Kim, 2011). T@m mildronata
lietoSanas gapima fosforileta AMPK daudzums sirds audos bija samatan legitie
rezul@éti liecina, ka mildroata ievadSana, samazinot L-karmu, izraisa engijas
metabolisma izmaas, kas saglaboptimalu AMF/ATF attiedbu pat igmijas lailka. Sie
dati ir saskaa ar iepriekS veiktajiem giijumiem, kas nada, ka mildroata lietoSanas
gadjuma isemijas laika nowro samaziatu AMF/ATF attieGbu sirds audos (Asaka,
1998, Hayashi, 2000). iiz ar to mildroata izraista PPAR/PGCXu sigralcelu
aktivacija sirds audos visticaik nav saigta ar AMPK aktivSanu.

Kodolu faktorskB (NF-«B) reguk iekaisuma un apoptotiskos sidgelus
transkripcijas imen, un NF«B aktivacija iesaisita dazdu kardiovaskuiro slimibu
atisiba (Gupta, 2008). lepriekS veiktosétjumos pakdita PPAR. un PGCh
sigralcelu mijiedarbba ar NF«B un ar to saista apoptozes un &nijas-reperiizijas
radito iekaisuma sigiicelu aktivacija (Alvarez-Guardia, 2010, Kono, 2009).aMu
pétijuma rezuliti liecina, ka mildroata ievadSana, samazinot L-karmia
koncentéciju un palielinot PPAR un PGC& daudzumu sirds audu kodolos, bija
saistta ar NF«B protana daudzuma samazsanos sirds audu riska Zofmsemijas
laika. ISsmijas izraista NF-«B patol@iski paaugstiata daudzuma samazigana,
veicinot PPAR/PGCX. sigralcelu aktivaciju, vartu biat viens no mildroata
pretiekaisuma un kardioprot@kis darttbas mehnismiem.

Kopuma mildronata ilgstoSas lietoSanas laik samaziato L-karnitna
koncentdciju un KPT | aktiviati kompens peroksisorilaja un mitohondrilaja
taukskibju metabolisra iesaisito genu ekspresijas palieliSaras, ka rezultta kopsjais
taukskibju oksidicijas atrums nav samazits. Mildrorata izraigtais L-karnitna
samazigjums aktie PPARY/PGCL. sigralcelu un izraisa taukgbju metabolisma

izmainas, kas pasaignitohondrijus no g&ezu taukskbju parslodzes.
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4.6. L-karnitina koncentracijas saistba ar cukura diabéta velino komplikaciju
attistibas pakapi CD pacientos

Fiziologiskos apgiklos L-karniins piedals gakézu taukskbju transpoit
mitohondrijos. Bez tam padiits, ka lietojot L-karniinu ka farmakol@isku idzekli, tas,
palielinot PDH aktivisti un glikozes metabolisiniesaisitto enZmu ekspresiju, stimal
glikolizi (Foster, 2004, Mingrone, 2004, Stephens, 2007, Uz@88)1 Literafira
atrodama pretraga informicija par L-karnitna koncentcijas izmanam CD gad@juma
(Okuda, 1987, Poorabbas, 2007, Pregant, 1991, Pregal). I®¥os ptijumos CD
pacientiem izrarita samaziaita L-karniina koncentcija asins, tipec ieteikta papildus
L-karnitina lietoSana CD g&dma (Capaldo, 1991, Mingrone, 2004). Turpretim citos
petijumos noskaidrots, ka L-karmiia daudzuma samazsana nowrS CD \Elino
komplikaciju attistbu eksperimeatajos dialdta un metabal sindroma modes
(Liepinsh, 2009a, Statsenko, 2008). Lai noskaidrotu lnikaa daudzuma saibu ar
vélinam komplikacijam CD pacientiem, tika noteiktas L-kafmi&a koncentcijas
kontroles indigdos un 1. un 2. tipa CD pacientos alinam komplikacijam. Saj
petijuma videjas L-karnitna koncen@icijas CD pacientiem ar un bez CLElwam
komplikacijam bija idzigas un iegtie rezulfiti apliecina, ka augskas L-karniina
koncenticijas nav saistas ar zemku CD \&lino komplikaciju sastopaiias biezumu
vai smaguma pailpi, tadel var seciat, ka papildus L-karniba lietoSana CD g&dma
un CD &lino komplikaciju noverSanai nav pamatota.

Vidgja L-karnitina koncenticija asins paraugos kontroles un CD pacientu
grupas ietvaros dtfras lidz pat 3 reizm. Samaziata L-karnitna koncenticija asins
plazna CD pacientiem, kas néxota ieprieks (Poorabbas, 2007, Pregant, 1991, 2pltes
1983, Tamamogullari, 1999, Winter, 1989), atar bat izskaidrojama ar maku L-
karnitna daudzuma wemsanu ar tiku. Turklat ieprieks veiktajos gijumos ar mazu
pacientu skaitu ir liela iesmmiba, ka ptjumam iz\Elétas grupas, kas neraksturo
kopgjo popukciju. Petijumos noskaidrots, ka i ne-vesetara deta pieauguSam
individam nodroSina aptram 75-100% no nepiecieSasnL-karniina dienas devas
(Liepinsh, 2009a, Longo, 2006). Narpkas produktiem galvenais L-karhit avots ir
liellopu gda (Demarquoy, 2004), tamnarsti un uztura speglisti CD pacientiem iesaka
ierobezot sarkaas gdas lietoSanu uztay lai samaziatu piestinato tauku un
holestema unmemsSanu (ADA, 2011, Hodge, 2011). Litenat ir atrodami piexdijumi
apgalvojumam, ka sarkasm gdas aizvietoSana uztumr putnu ghu, pakSaugiem vai

riekstiem ir lietdeiga kardiovaskuaro slinibu profilake, un sarkafs gdas nelietoSana
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uztua buatiski samazina 2. tipa CD saslimSanu risku (Aune, 200faig, 2010,
Psaltopoulou, 2010). Ja CD pacienti céev Sos nardijumus un latiski samazina
sarkalas gdas patrinu, samazias af uzemtais L-karniina daudzums, atlejadi
samazinoties L-karnita koncenticijai asins plazm Nesed pétijjuma, 2. tipa CD
pacientm bija samaziata biva L-karniina koncentcija serum un olbaltumvielu
daudzuma uzemsSana ar gtiku, saidzinot ar kontroles grupu (Poorabbas, 2007).
Petijuma nowroja af briva L-karnitina koncenficijas pozitvu korehciju ar
olbaltumvielu upemSanas daudzumu (Poorabbas, 200%).kd gdas produkti ir
nozmigakais olbaltumvielu avots uztur CD pacienti, iesfams, unem uzturu ar
samaziatu L-karnitna saturu, kas izskaidro iepri€j@gs [Etjlumos no¥rotas
samaziatas L-karnitha koncenticijas CD pacientiem. Wbsu fEtijuma daibniekiem
pirms paraugu sakSanas netika noteikti ilgtergma uztura paradumiapec petijuma
nevar noteikt tieSu saibu ar uzturu ugemés gdas daudzumu un L-karivia
koncenticiju. Tomer istermpa detas swrstibas nommigi neietekm@ noteikés L-
karnitna koncenficijas asins paraugos un atsplmgu-karnitna daudzumu organigim
ilgsto& laika period (Bain, 2006).

L-karnittna homeogizi organism nodroSina absorbcija nanikas, biosingze,
ka afi intengva reabsorbcija no glomerulu fidta nieru proksiralajos kamlinos
(Rebouche, 2004). u @Etijjuma CD pacientiem ar mikro- un makroalbtmariju L-
karnitina koncentcijas plazm neat&iras no indiidiem bez CD, ar nefroptijas
sastopafia nebija saidia ar zeraku L-karnitna koncentciju. Pacientiem ar ilgstosu
dializi, zenaka asins plazmas L-karmi& koncenficija ir saisita ar palieliatu L-
karniina izvadSanu no organisma (Vernez, 2006, Verrina, 2007hiskajos ptijjumos
L-karnitina papildus lietoSanas lietdigmma noteikSanai pieaugusSiem pacientiem ar
urémiju iegati pretrungi rezul@ti, ka af nav pieddita L-karniina koncengcijas
saistba ar asins bilamisko parametru vai ligu profila izmanam (Hurot, 2002,
Verrina, 2007). Kiniskajos ptijjumos CD pacientiem L-kararta izvadSanasatruma
izmainas netika noteiktas. Sapétijuma pacientiem ar zemu L-karmita koncen#ciju
asins CD \&lino komplikaciju sastopafibas biezums un atibas smaguma page
neatgiras vai dazos gapimos pat bija maka ka pacientiem ar augdtam L-karnitina
koncentacijam. Lidzigi nowrots, ka vgetarieSiem L-karnitna koncentcijas serura ir
par 20-30% ze#akas k individiem, kas uzturlieto gdu (Delanghe, 1989), uidz ar to
ir zemaks 2. tipa CD sastopabas biezums (Craig, 2010). Tuiklvegetara dita ar

ierobezotu kaloriju daudzumu digh pacientiem lieka méra uzlabo insuha juibu,
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sakdzinot ar tradiciodlu dietu (Barnard, 2009, Kahleova, 2011)a8li @tijjuma netika
ieklauti vezetarieSi un dabnieki, kas papildus lietoja L-karimiu. Lidz ar to var secit,
ka samazita L-karniina koncen@icija asins nenofida L-karnitha ttikumu
organisn, bet drzak liecina par samazitu sarkaas gdas lietoSanu uztar

Kopuna iegitie rezuliti apliecina, ka zema L-karmita koncentcija CD
pacientiem nav saisd ar paaugstitu CD \eltno komplikaciju (periferas neiroptijas,
nefroptijas, retinojtijas un hipertensijas) sastopanras biezumu vai smaguma ppk
Pacientiem ar aug#tu L-karnitha koncenficiju asins CD \&lino komplikaciju
sastopanbas biezums nav samazis. Rtijuma rezuliti apliecina, ka samazinot L-
karnitna koncenticiju CD gadjuma iesgjams aizkagt CD \elino komplikaciju
attistbu.

L-karnit ina koncentracijas

regulacija
/ \ Glikozes _ o
Lip1du koncentracijas koncentracijas Asmsspleglena
regulacija regulacija regulacija

¥

¥

¥

t

) L |

Antioksidanti AGE inhibitori PKC inhibitori Pretiekaisuma kdzeKi

4.4 att. Eksperimentalie lidzeKi un zalu merki energijas metabolisma moduhcijai

Oglhidratu vielmahas patolgiju arsteSanai tiek lietoti zlu lidzeKi gan enegijas
metabolisma itizsvara atjaunoSanai, gan CDisbu veicinoSu faktoru, piegnam,
iekaisuma, paaugstita asinsspiediena un neenitiskas glikkSaras samaziaSanai
(4.4. atéls). Retijjuma iegatie rezultiti liecina, ka oghidratu vielmanas patol@iju
gadjuma L-karnittha koncenficijas samazi@ana var kadt dislipidemijas un
hiperglikkmijas trau€jumu atistibu, turkkt samaziatas Glol aktiviites atjaunoSana
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varetu bat lietdefiga AGE daudzuma samaz§anai un #lino komplilaciju atistbas

aizkaeSanai.

5. SECINAJUMI

1. Zemaka Glol aktiviite saisita ar apigas perigras dialgtiskas neiroptijas
atistbu 1. un 2. tipa CD pacientiem.etBuma iegitie rezulfiti apliecina

izmairitas Glol nommi sapigas diabtiskas neirogtijas atistiba.

2. Asins lizatu Glol aktiviite nav izmairta, atistoties agniem vaskuiriem
bojagjumiem, toner Glol aktiviites nerjumi vartu bat nodergi velino
komplikaciju atistibas @tijumiem CD \&linas stadijs.

3. Mildronata izraigtais L-karnitna samazifjums aktie PPAR/PGC sigralceu
un izsauc taukgbju plismas prvirziSanu, pasaggot mitohondrijus no g&e€zu
taukskibju uzkiaSaras iE€mijas apstklos un oghidratu metabolisma patoggju
gadjuma.

4. Samaziata L-karniina koncenficija asins CD pacientiem ir saigh ar

samaziatu dialetiskas neirogtijas un hipertensijas sastopdoas biezumu.
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8. PIELIKUMI

Centrala medicinas étikas komiteja

Riga, Césu iela 31/6, LV1012, 3.stavs 323. kabinets

tel. 7043776 fax 7043701

27. jinijs 2008.g. A-11

Lémums Nr.11

Centrala medicinas &tikas komiteja 2008.gada 27.junija izskatija
Stradina Universitates Iek8kigo slimibu katedras iesniegto pieteikuma
projektu ,Metaboloma metodes izmantoSanas iesp&jas agtinai
oglhidratu vielmainas patologijas diagnostikai”. .

Pamatojoties uz Centrdla medicinas &tikas komitejas 2008. gada
27. jinija sédes protokola Nr. 4 punktu 6., tiek izsniegts atzinums, ka
Stradina universitates IekSkigo slimibu katedras iesniegtais pieteikuma
projekts ,,Metaboloma metodes izmantoSanas iesp&jas agrinai
oglhidratu vielmainas patologijas diagnostikai” nav pretruna ar
bioétikas normam.

r v
Centralas medicinas &tikas komitejas ,m éb

priekssédétaja vietnieks rof. A.Lejnieks

L.Rudze,7043776

8.1. att. Centralas medianasétikas komitejas atzinums.
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Generaldirektora pienakumu izpilditajs

ED-2 (i no 1) 0zversija

8.2. att. Fartikas un veterinara dienesta alauja dzivnieku izmantoSanai izneéginajumos.
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