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SAISINAJUMI

ADF — adenozina difosfats

BBOX — y-butirobetaina dioksigenaze

BSA — vérsa seruma albumins

Dimetil-GBB — 4-[dietil(metil)amonija]butanoats

DMEM - Dulbecco's Modified Eagle vide

EKG - elektrokardiografija

Et-Me-meldonijs — 3-(1,1,2-trimetil-1-propilhidrazinij-2-il)propanoats
‘Ed.” — buferskidums, ko veido péc &Sanas stavoklim atbilstosas energijas
substratu koncentracijas plazma

GBB — y-butirobetains

GBB-fosfinats — (3-(trimetilamonija)propil )fosfinats

HEK?293 — cilvéku embrionalo nieru $tinu kultiira

Hloro-GBB — 4-((hlorometil)dimetilamonija)butanoats

ICs¢— inhibitora koncentracija, kas samazina enzima vai transportproteina
aktivitati par 50%

KH buferskidums - Krebsa-Henselaita buferskidums

K., — Mihaelisa-Mentenas konstante

KoA — koenzims A

KPT I — karnitina palmitoiltransferaze I

KrAT — karnitina acetiltransferaze

LEAK stavoklis — mitohondriju skabekla patérin$ kavétas adenina nukleotida
translokazes apstaklos

Metil-GBB — 4-(etildimetilamonibutanoats

OCTN2 — 2. tipa organisko katjonu/karnitina transportproteins

OXPHOS stavoklis — ADF-stimul&tais mitohondriju skabekla patérins
PDH - piruvata dehidrogenaze

“T.d.” — buferskidums, ko veido tuksas diisas stavoklim atbilstosas energijas
substratu koncentracijas plazma

TS — taukskabe

UPLC MS/MS — augstas izskirtsp&jas Skidruma hromatografija ar sekojosu
tandémmasspektrometriju



IEVADS

Sirds is€miska slimiba ik gadu ir galvenais invaliditates un naves c€lonis
miljoniem cilvéku (Go, 2014; Moran, 2014; Nichols, 2013; Nowbar, 2014).
Traucéts $inu energijas metabolisms ir galvenais iemesls sirds isémiskas
slimibas patologiskam sekam. Taukskabes (TS) un glikoze ir galvenie energijas
substrati sirdi (Stanley, 2005). Fiziologiskos apstaklos sirds spgj atri parslégties
starp pieejamiem energijas substratiem. Glikoze un TS savstarpgji konkuré
viens ar otru par iesaistiSanos oksidativa metabolisma mitohondrijos (Randle,
1998). Arvien vairak pieradijumu liecina, ka sirds energijas metabolisma
farmakologiska reguléSana, kavéjot TS oksidaciju un/vai stimulgjot glikozes
oksidaciju, var uzlabot sirds funkciju iS€mijas vai mazsp&jas gadijumos
(Fillmore, 2014; Jaswal, 2011; Wang, 2007). Tadgjadi labaka izpratne par sirds
energijas metabolisma regulacijas signalceliem var sniegt jaunas strat€gijas
sirds i$€miskas slimibas arstesana.

L-karnitins ka aciltransferazu kofaktors piedalas mitohondriala energijas
metabolisma regulacija. Vispazistamaka L-karnitina funkcija ir veicinat gar
kézu TS transportu mitohondrijos ar karnitina palmitoiltransferazes I
(KPT 1) palidzibu turpmakai -oksidacijai. V&l viens no L-karnitina atkarigais
enzims karnitina acetiltransferaze (KrAT) reguleé acetilKoA/briva KoA
attiecibu, kas ir butiska piruvata dehidrogenazes aktivitatei. L-karnitina
koncentracijas izmainas var ietekmé&t ari acil-karnitinu pieejamibu. Tomér
acil-karnitinu loma pasreiz saistita tikai ar acilgrupas transportu, bet iesp&jama
acil-karnitinu ietekme uz sirds energijas metabolisma signalceliem nav zinama.

Neskatoties uz to, ka iepriek$gjie pétijumi norada, ka L-karnitina
pieejamibas samazinajums varétu but izdevigs sirds energijas metabolisma
optimizacijai (Kuka, 2012; Liepinsh, 2008, 2011, 2013a), ar L-karnitina
koncentracijas samazinajumu saistitie efekti sirds audos i$€mijas-reperfuzijas
bojajuma laika nav pilniba izpétiti. Turpmakie petijumi nepiecieSami, lai
precizétu L-karnitina un it Tpasi ta metabolitu lomu sirds energijas metabolisma
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regulacija un noskaidrotu, vai L-karnitina sistému var uzskatit par zalu meérki

sirds iSémiskas slimibas arstésanai.

Darba meérkis

Atklat jaunus zalu mérkus L-karnitina sistéma energijas metabolisma
regulacijai, lai sasniegtu kardioprotektivu efektu eksperimentalo dzivnieku

i§€mijas-reperfiizijas bojajuma modelos.

Darba uzdevumi

1. Noteikt, ka sirds iS€mijas-reperfizijas bojajuma iznakumu ietekmé
izmainas energijas metabolisma noris€s péc &Sanas un tuksa dasa.

2. lIzpétit garkézu acil-karnitinu ietekmi uz glikozes (piruvata/laktata)
metabolismu sirds mitohondrijos fiziologiskos apstaklos.

3. Peétit L-karnitina koncentraciju samazino$a agenta natrija pivalata ietekmi
uz sirds funkcionalajiem parametriem un energijas metabolismu sirds
mitohondrijos.

4. Salidzinat L-karnitina biosint€zes enzimu y-butirobetaina dioksigenazi
(BBOX) un OCTN2 nodrosinato L-karnitina transportu ka potencialus
mérkus L-karnitina koncentracijas samazinasanai un kardioprotektiva
efekta sasniegSanai.

5. Noteikt, vai farmakologiska L-karnitina koncentracijas samazinasana ir
efektiva stratégija, lai samazinatu garkézu acil-karnitinu uzkrasanos un

pasargatu sirdi no akuta iS€mijas-reperfiizijas bojajuma.

Darba hipotezes

1. Garkezu acil-karnitinu uzkraSanas izsauc traucgjumus glikozes meta-

bolisma un palielina i§€mijas-reperfiizijas izraisito sirds audu bojajumu.



2. L-karnitina pieejamibas samazinasana nover§ garkézu acil-karnitinu
uzkrasanos, tada veida stimul&jot glikozes oksidaciju un samazinot sirds

i§émijas-reperfiizijas bojajumu.

Darba zinatniska novitate

Darba pétita L-karnitina un ta metabolitu garkézu acil-karnitinu loma
sirds energijas metabolisma regulacija un sirds i$§€mijas-reperfiizijas bojajuma
iznakuma:

1. Garkézu acil-karnitini nosaka energijas metabolisma norises sirdi. Turklat
garkezu acil-karnitinu  uzkrasanas izraisa glikozes metabolisma
traucgjumus un palielina sirds i§€mijas reperfuizijas bojajumu.

2. Pirmo reizi salidzinata BBOX un OCTN2 inhibitoru pretinfarkta
aktivitate, paradot, ka OCTN2 nodrosinata karnitina transporta kavésana ir
daudz efektivaks veids, lai samazinatu L-karnitina pieejamibu un sasniegtu
kardioprotektivo efektu.

3. Atklats jauns OCTN2 un BBOX inhibitors kardioprotektivs agents
Metil-GBB. Ta darbibas mehanisms pamatojas uz garkézu acil-karnitmu
daudzuma samazinaSanu sirds audos un mitohondrijos, samazinot

L-karnitina pieejamibu.



1. MATERIALI UN METODES
1.1. Dzivnieki un arsteSana

Eksperimentiem izmantoja Wistar Iinijas (Eksperimentalo dzivnieku
laboratorija, Rigas Stradina universitate, Latvija), Goto-Kakizaki un
Wistar-Kyoto Iiiju zurku tévinus (Taconic Farms, ASV) un /CR lmijas pelu
tévinus (Harlan, Niderlande). Visas eksperimentalas procediiras veica saskana
ar Eiropas Komisijas direktivas 2010/63/EU vadlimijam un saskanoja ar
Latvijas Republikas Partikas un veterinaro dienestu un Dzivnieku aizsardzibas
gtikas padomi. Energijas metabolisma pétijumiem Wistar un Goto-Kakizaki
Zurkas tika sadalitas 2 grupas. Edusu dzivnieku grupai bariba bija pieejama bez
ierobezojuma, bet tuksas duisas grupas dzivnickiem 18 stundas pirms
eksperimenta bariba tika nonemta. Wistar zurkas sanéma 40 mM natrija
pivalata pH 7.0 (apm. 500 mg/kg) Skidumu dzerama udeni, lai pétitu
L-karnitina pieejamibu samazinoSu savienojumu ietekmi uz energijas
metabolismu. Lai salidzinatu selektivu L-karnitina biosintézes vai transporta
inhibitoru efektus, atlasitos savienojumus (Hloro-GBB, Dimetil-GBB,
Et-Me-meldonijs, GBB-fosfinats) ievadija per os deva 20 mg/kg. Lai pétitu
Iider-savienojuma Metil-GBB kardioprotektivos efektus, Metil-GBB ievadija
per os devas 1, 5, 10, 20 mg/kg. Salidzinasanai ka kontroles savienojums tika

izmantots meldonijs deva 100 mg/kg per os.

1.2. Metodes
1.2.1. In vitro metodes

1.2.1.1. Biokimiskie parametri

Brivo taukskabju un trigliceridu koncentraciju mérjjumiem izmantoja
komerciali pieejamus reagentu komplektus no Wako (Neuss, Vacija) un

Instrumentation Laboratory (Lexington, Massachusetts, ASV). Glikozes un
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insulina koncentraciju noteik$anai plazma izmantoja reagentu komplektus
attiecigi no Instrumentation Laboratory un Sensitive Rat Insulin RIA kit
(Millipore, Billerica, ASV). Laktata daudzuma noteik$anai izmantoja reagentu
komplektu no Roche Diagnostics (Mannheim, Vacija). TS profilu noteica,
analizgjot TS metil-esterus saskana ar gazu hromotografijas un tandéma
masspektrometrijas ieprieks aprakstitu metodi (Liepinsh, 2013a). Acil-karnitinu
un acilKoA daudzumus sirds audu homogenatu un plazmu paraugos noteica
vienlaicigi viena UPLC/MS/MS analizé. Paraugu sagatavoSanu veica péc

ieprieks aprakstitas metodes (Blachnio-Zabielska, 2011).

1.2.1.2. Energijas substratu oksidacija izolétos sirds mitohondrijos

un audu homogenatos

Mitohondriju izoléSanai no sirds audiem izmantoja ieprieks aprakstitu
metodi (Kuka, 2012). Mitohondrialo substratu oksidacijas atrumu noteica,
izmantojot attiecigus radio-iezim&tus substratus, péc iepriekS aprakstitas
metodes (Campbell, 2004; Yoshida, 2007). Mitohondrialo un peroksisomalo
palmitata oksidacijas atrumu mérija sirds audu homogenatos, izmantojot
[1-"*C]palmitatu, péc iepriek§ aprakstitas metodes (Degrace, 2004), ar
iznemumu, ka meérfjumiem tika izmantotas grupam atbilstosas L-karnitina

koncentracijas.

1.2.1.3. Skabekla paterina mérijumi izolétos mitohondrijos un

permeabilizétas sirds muskulu Skiedras

Mitohondrijus no sirds audiem izolgja pec iepriek§ aprakstitas metodes
(Kuka, 2012). Skabekla patérina méerjjumus veica ar Clark-tipa elektrodu
palidzibu. Lai noteiktu no KPT I-atkarigo TS oksidaciju, skabekla patérina

mérjumiem ka substratu izmantoja palmitoilKoA un specifiskas L-karnitina
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koncentracijas  (noteiktas  sirds audos pec vielu ievadiSanas).
Palmitoil-karnitinu izmantoja ka substratu, lai noteiktu no KPT I-neatkarigo TS
oksidaciju. Piruvatu+malatu izmantoja ka substratus, lai noteiktu piruvata
metabolismu. KPT I un KrAT aktivitates noteica izolétos sirds mitohondrijos
pec ieprieks aprakstitam metodem (Kuka, 2012; Jaudzems, 2009).

Lai noteiktu mitohondriju funkciju p&c i§€mijas reperflizijas bojajuma,
izolétu zurkas sirdi paklava 20 min iSémijai bez pliismas un sekojosai 120 min
reperflizijai, péc tam sirds muskulu Skiedras sagatavoja p&c ieprieks aprakstitas
metodes (Kuka, 2012). Skabekla patérinu sirds muskulu skiedras mérija 37 °C
ar Clark-tipa elektrodu, ka substratus izmantojot piruvatu+malatu (6 mM +
6 mM). ADF-stimuléto skabekla patérinu (OXPHOS stavoklis) noteica,
pievienojot 0.2 mM ADF. Lai noteiktu oksidativas fosforiléSanas atjigsanu,
skabekla pateripu LEAK stavokli mérija péc 5 puM karboksiatraktilozida

pievienosSanas.

1.2.1.4. BBOX aktivitate un OCTN2-nodroS$inatais L-karnitina

transports

BBOX aktivitati noteica p&c ieprieks aprakstitas metodes (7ars, 2010).
Ka enzima avotus izmantoja cilveku rekombinanto BBOX vai zurkas aknu
homogenatu (1:10 (masa/tilp.) PBS). Reakciju saka, pievienojot GBB, un, lai
nodrosinatu linearu kinétikas norisi, reakcijas maisijumu inkubg&ja 37 °C 30 min
(cilveku rekombinantais BBOX) vai 120 min (zurku aknu BBOX).

L-karnitina transportu mérfja ki L-[N-metil-’H]-karnitina hidrohlorida
uznemSanu cilvéku embrionalu nieru $tnas (HEK293). Merjjumus veica
24-laucinu platés DMEM/F-12 vidé. Siinas pre-inkubgja ar parbaudamajiem
savienojumiem 15 min 37 °C. Uzpems$anu saka ar vienlaicigu neiezimé&ta

L-karnitina (10 pM) un L-[N-metil-’H]-karnitina (4 nM, 12 kBg/ml)
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pievienoSanu. P& 60 min inkub&sanas 37 °C, vidi nonéma, $linas noskaloja un

liz&ja, pec tam Stnu lizatos mérja radioaktivitati.

1.2.1.5. L-karnitina un ievadito savienojumu koncentracijas sirds

audos un plazma

L-karnitina, Hloro-GBB, Dimetil-GBB, Et-Me-meldonija, GBB-
fosfinata un Metil-GBB koncentracijas sirds audos un plazma mérija ar
UPLC/MS/MS, izmantojot pozitivas uzladéSanas elektroizsmidzinasanas

jonizaciju (Dambrova, 2008).

1.2.2. Ex vivo un in vivo metodes

1.2.2.1. Energijas substratu oksidacija izolétas sirds modelr

Radioiezimétas glikozes, laktata un palmitata oksidacijas atrumus mérija
atseviskas Wistar zurku sirdis péc iepriekS aprakstitas metodes (Lopaschuk,
1997) ar sekojosam izmaipam. Isuma, zurku sirdis retrogradi perfuzéja ar
atbilstoSu Krebsa-Henselaita (KH) buferskidumu ‘Ed.” (‘augsts insulins’), kas
piesatinats ar skabekli un papildinats ar 10 mM glikozes, 0,3 mM natrija
palmitata, saistita ar 2% BSA, 2 mM laktata, 0,2 mM piruvata un 3 ng/ml
insulina, vai ar KH buferskidumu ‘T.d.” (‘zems insulins’), kas papildinats ar
5 mM glikozes, 1,2 mM natrija palmitata, saistita ar 2% BSA, 1 mM laktata,
0,1 mM piruvata un 0,3 ng/ml insulina. Glikozes un laktata oksidacijas atrumus
noteica, mérot '*CO,, kas rodas attiecigi [U-'*C]glikozes vai [1-'*C]laktata
metabolisma rezultata. Palmitata oksidacijas atrumu noteica, mérot *H,O, kas
rodas no [9,10-’H]palmitata. Substratu uznemsanu sirdi aprékinaja ka summu
no radioieziméta substrata daudzuma, ko oksidja perfuzijas laika, un

daudzuma, ko atrada audos p&c perfiizijas.
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1.2.2.2. Ex vivo un in vivo zurku sirds infarkti

Izoletas Zurku sirds infarktu eksperimentu veica saskana ar
Langendorffa tehniku p&c ieprieks aprakstitas metodes (Kuka, 2012).

In vivo infarktu eksperimentu veica sekojoSi: péc anestezESanas,
dzivnieku intub&ja un ventilgja, atvéra kraskurvi un propiléna diegu ievietoja
zem kreisas lejupejosas koronaras arterijas. Dzivnieku adaptgja 10 min.
Koronaro artériju 30 min oklud&ja. Veiksmigu okliiziju apstiprinaja ar i$€mijas
izraisitam izmainam EKG. P&c tam kruskurvi un adu aizSuva. Péc 24 st
reperfuzijas, eksperimentalo dzivnieku anestezgja, sirdi izn€ma un krasoja, ka

aprakstits ieprieks (Liepinsh, 2013b).

1.2.3. Datu apstrades statistiskas metodes

Datus izteica ka vidgjas aritmétiskas vertibas + vidgjas aritmétiskas
vertibas standartkliida (SEM). Grupu salidzinaSanai izmantoja Stjiidenta t-testu,
Manna-Vitnija U-testu, h1 kvadrata testu vai dispersijas analizes metodi ar
sekojosu Tukija testu. Spirmana un Pirsona korelaciju analizi izmantoja, lai
parbauditu saistibu starp savienojumu spg&jam kavét BBOX un OCTN2 un starp
OCTN2 inhibitoru ICsy vértibam un L-karnitina daudzumu sirds audos.
P vértiba mazaka par 0,05 tika uzskatita par statistiski ticamu. Logistikas
regresijas analizi izmantoja, lai noteiktu ICsy vertibas parbaudamiem
savienojumiem. Statistiskiem aprékiniem izmantoja Prism 5.03 programm-

nodrosinajumu (GraphPad, San Diego, Kalifornija).
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2. REZULTATI

2.1. Energijas metabolisma nori$u ietekme uz miokarda infarktu

_

2.1.1. Miokarda infarkts péc €Sanas un tuksa dasa

Infarkta izm@ru noteica dzivniekiem tuksa doisa un pec &Sanas izolétas
zurku sirds iS€mijas-reperfuzijas bojajuma modeli. Lai atainotu abus stavoklus
ex vivo izolétas sirds modeli, sirdis no tuk$as diuisas un édusam zurkam
perfuzgja ar 2 dazadiem buferskidumiem, kuros substratu koncentracijas atbilda
daudzumiem, kas atrasti plazma tuk$a diisa un péc anas (2.1. tabula). ‘Ed’
buferskiduma bija augstakas glikozes, laktata un insulina koncentracijas un

zemaka palmitata koncentracija, salidzinot ar ‘T.d.” buferskidumu.

2.1. tabula
Biokimiskie parametri éduSo un tuksas dasas dzivnieku plazma
Tuksa disa Edusi
Glikoze, mM 5,0+0,4 8,5+ 0,2%
Taukskabes, mM 0,85 + 0,09 0,40 + 0,03*
Laktats, mM 1,2+0,1 1,8+£0,1%*
Insulins, ng/ml 0,22 + 0,05 2,96 + 0,48*

Rezultati ir vidgjais + SEM no vismaz 8 dzivniekiem. *Statistiski ticami atskiras no
tuksas diisas grupas (Stjudenta t-tests, P <0,05).

Edusam zurkam sirds infarkta izmérs bija gandriz 2 reizes (46%)
mazaks neka tuksas dusas dzivniekiem (2.1. attéls). Lidzigu efektu novéroja,
perfuzejot tuks$as disas grupas dzivnieku sirdis ar ‘Ed’ buferskidumu, kura ir
augstakas glikozes, insulina un laktata koncentracijas (Tuk$as daSas + ‘Ed’

buferskiduma grupa).
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2.1. attels. Miokarda infarkta izméru atSkiribas tuksas diiSas un édusu
dzrvnieku sirdis
Rezultati ir vidgjais = SEM no 8 zurkam. * Statistiski ticami atSkiras no tuksas dtsas
grupas (Tukija tests, P <0,05)
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2.2. attels. Miokarda infarkta izméru atSkiribas tuksas diisas un édusu
dzivnieku sirdis no Wistar un diabétisku Goto-Kakizaki Zurkam

Rezultati ir vidgjais = SEM no 5 zurkam. * Statistiski ticami atSkiras no attiecigas tuksas
diisas grupas (Tukija tests, P < 0,05).

Infarkta izmérs tika pétits art 2.tipa diabéta modeli, t.i., Goto-Kakizaki

zurkam tuks$a diisa un pec eSanas. Lidzigi ka Wistar zurkam, arT Goto-Kakizaki

zurkam sirds infarkta izméri &dusiem dzivniekiem bija gandriz 2 reizes mazaki

neka tuksas dusas dzivniekiem. Insulina rezistences rezultata infarkta izmeérs
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sirdis no €dusam un tuksas diusas Gofo-Kakizaki zurkam bija par 20-50%

lielaks neka Wistar zurku sirdis (2.2. attéls).

—_

2.1.2. Atskiribas energijas metabolisma norisés tuks§a dusa un péc

€éSanas

Lai noteiktu kardioprotektiva efekta pamata esosds izmainas substratu
izmanto$ana p&c &€Sanas, tika mériti glikozes, laktata un TS oksidacijas atrumi

sirdis, kas izolétas no €édusiem un tuksas dusas dzivniekiem.
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2.3. att€ls. Energijas substratu oksidacijas atrumi (glikozes (A), laktata (B)
un palmitata (C)) sirdis, kas izolétas no tuksas diiSas un édusam Wistar
Zurkam. Aprekinats substratu ieguldijums energijas ieguve (D) tuksas

dasas un edusu Wistar Zurku sirdis
Rezultati ir vidgjais = SEM no vismaz 8 zurkam. *Statistiski ticami atskiras no tuksas
diisas grupas (Stjiidenta t-tests, P < 0,05).
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Tuksa disa glikozes un laktata oksidacija ir loti ierobezota (2.3. attéls
A un B). Turpretim, salidzinot ar tuk$as dusas dzivniekiem, édusam zurkam
glikozes un laktata oksidacija atrumi bija attiecigi 5 un 4 reizes lielaki
(2.3. attéls A un B), lai gan cirkul&josas glikozes un laktata koncentracijas bija
tikai 2 reizes augstakas (2.1. tabula). Tadgjadi glikozes, laktata un piruvata
oksidacijas atrumu palielinasanas ir tiesi atkariga no insulina signalceliem un
netiesi no cirkul&josam glikozes un laktata koncentracijam (2.1. tabula).

Pretgji glikozes oksidacijai, TS oksidacija ir atkariga no cirkulg&josa TS
daudzuma (2.1. tabula). Edusiem dzivniekiem novéroja 3 reizes mazaku
iezimeta palmitata oksidacijas atrumu, salidzinot ar zurkam tuksa dasa
(2.3. attéls C). Tuksa dusa TS oksidacija ir intensivaka par glikozes un laktata
oksidaciju un ir galvenais energijas avots (2.3. attéls D). Paaugstinata
cirkulgjosa insulina koncentracija un seckojosa glikozes metabolisma
stimulacija, ka arT samazinata TS slodze nosaka aizsardzibu no i$€mijas-

reperflizijas bojajuma péc &Sanas.

2.2. Garkezu acil-karnitinu ietekme uz energijas metabolisma
regulaciju
2.2.1. Mitohondriju energijas substratu koncentraciju izmainas

—_

plazma un sirds audos tuksa dasa

Neskatoties uz at$kiribam biokimiskajos parametros €dusu un tuksas
disas dzivnieku plazma (2.1. tabula), laktata un garkézu TS koncentracijas
sirds audos bija lidzigas €dusam un tuksas dusas zurkam, attiecigi 15,5 + 0,7
pret 14 + 0,6 pumol/g un 450 £ 30 pret 520 + 28 nmol/g. Tuksa dusa aktiveto
garkézu TS koncentracijas acil-karnitinu un acilKoA forma (attiecigi 73 + 8 un
2,4 £ 0,1 nmol/g) bija ticami 4,9 un 3,6 reizes augstakas, salidzinot ar éduSiem

dzivniekiem. Kopgjais piesatinato garkézu acil-karnitinu daudzums &dusiem un
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tuksas dusas dzivniekiem bija attiecigi 23 un 31 reizes lielaks neka kopgjais

piesatinato garkezu acilKoA daudzums.

2.2.2. Substratu konkurence izolétos sirds mitohondrijos

Piruvata, laktata un palmitata oksidacijas mérijumi izol€tos mito-
hondrijos rada, ka oksidacijas atrumi ir Joti atkarigi no So substratu
koncentracijam (2.4. un 2.5. attéli). Piruvata oksidacijas atrums bija 2 reizes
lielaks neka laktata oksidacijas atrums, ja tika lietotas vienadas substratu
koncentracijas. Parbaudot, vai laktata un piruvata metabolisms ir atkarigs no
palmitoil-karnitina daudzuma, noskaidrojam, ka palmitoil-karnitins efektivi, no

devas atkarigi kave piruvata un laktata oksidaciju mitohondrijos (2.4. attéls).

A === Kontrole B 8 - Dl gﬁrﬁrgllg
15 7=0=5 uM PK .. | =t=10puMPK
§ 7=10 uM PK 28 | —0=20pMPK
5 212 j=0=20 pM PK S 56 1
5 e 175 60
z %n 9 1 _A: 2 E
2 =S54 qj,
= °E
S°E 61 SE
T = h] —c'z i
EE3 S E
&=
0 T T T T 1 0 | T T T 1
0 3 6 9 12 15 0 3 6 9 12 15
Piruvats, mM Laktats, mM

2.4. attels. Palmitoil-karnitina (PK) ietekme uz piruvata (A) un laktata (B)
oksidaciju izoletos sirds mitohondrijos
Rezultati ir vidgjais = SEM no 5 zurkam. *Statistiski ticami atSkiras no kontroles
(Stjiidenta t-tests, P < 0,05).

Palmitoil-karnitins izteiktak kavéja laktata metabolismu (2.4. attels). Ta,
pieméram, 20 pM palmitoil-karnitins samazinaja piruvata oksidacijas atrumu
l1dzigi ka5 pM palmitoil-karnitins samazinaja laktata oksidacijas atrumu. 10 vai
20 puM palmitoil-karnitina klatbiitné laktata oksidacijas atrums bija butiski

samazinats vairak neka 3 reizes (2.4. att€ls B). Turklat piruvats atskiriba no
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laktata statistiski ticami samazinaja palmitata oksidacijas atrumu mitohondrijos
(2.5. attéls). Sie rezultati rada, ka piruvats un TS var efektivi konkurét sava
starpa par iesaistiSanos energijas metabolisma signalcelos mitohondriju Iiment;
tomér tikai acil-karnitini fiziologiska koncentracija var ietekmé&t piruvata un

laktata oksidaciju mitohondrijos.

A 5 ==¢—Kontrole B e=¢—Kontrole
7 A 5 7 ==0O==1 mM Laktats
< 1 mM Piruvats e =2 mM Laktats
1> 54 772 mM Piruvits T £ 41 —0—15mM Laktits
= & | =0=15mM Piruvats = ;
7 o0l A 2 g3
< E S =
| E 2 A * g E 2 1
IR - =
i3 £%,
E El] g ]
A
0 T T T ] 0 T T T ]
0 300 600 900 1200 0 300 ?0_0 900 1200
Palmitats, pM Palmitats, pM

2.5. attels. Piruvata (A) un laktata (B) ietekme uz TS oksidaciju izolétos
sirds mitohondrijos
Rezultati ir vidgjais = SEM no 5 zurkam. *Statistiski ticami atSkiras no kontroles
(Stjiidenta t-tests, P < 0,05).

2.2.3. Garkezu acil-karnitinu ietekme uz glikozes metabolismu

izolétas Zurkas sirds modeli un in vivo

Lai noteiktu garkézu acil-karnitinu ietekmi uz glikozes izmantoSanu
sirdi, noteicam glikozes uznemsSanas un oksidacijas atrumu izolétas Zzurku
sirdis, kas tika perfuzétas ar bufer§kidumu' ar vai bez 20 uM palmitoil-
karnitina. Garkézu acil-karnitinu daudzuma palielinasanas, ko izraisija perfiizija
ar palmitoil-karnitinu, neietekmgja glikozes uzpemsanas atrumu izoléta sirdi
(2.6. attels A). Tomer glikozes oksidacijas atrums ticami samazinajas par 47%

sirds, ko perfuzgja ar palmitoil-karnitinu (2.6. attéls B).

! KH buferskidums papildinats ar 10 mM glikozi, 0,3 mM natrija palmitatu saisitu ar 1% BSA,
2 mM laktatu, 0,2 mM piruvatu un 3 ng/ml insulinu.
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2.6. attels. Palmitoil-karnitina (PC) ietekme uz glikozes uznemsanu (A) un
oksidaciju (B) izolétas Zurku sirds modelt
Rezultati ir vidgjais = SEM no 8 zurkam. *Statistiski ticami atSkiras no kontroles
(Stjiidenta t-tests, P < 0,05).

In vivo vienreizgja palmitoil-karnitina ievadiSana ticami paaugstinaja
asins glikozes koncentraciju par 31-35% visos parbauditos laika punktos,
salidzinot ar kontroles grupu (2.7. attéls). Kopuma iegltie rezultati parada,
ka paaugstinata gark€zu acil-karnitinu koncentracija pasliktina glikozes

izmantoSanu.
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2.7. attels. Palmitoil-karnitina akitas ievadiSanas ietekme uz glikozes
izmantoSanu in vivo
Rezultati ir vidgjais = SEM no 5 pelém. *Statistiski ticami atSkiras no kontroles
(Stjiidenta t-tests, P < 0,05).
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2.3. Natrija pivalata lietoSanas ietekme uz energijas metabolismu

Lai pétitu L-karnitina koncentracijas samazinasanas saistibu ar kardio-
protekciju, zurkam ievadija natrija pivalatu (14 dienas 40 mM dzerama tdent
(500 mg/kg/diena)); péc tam tika pétita natrija pivalata ietekme uz sirds

funkcionalitati un mitohondriju energijas metabolismu.

2.3.1. Natrija pivalata lietoSanas ietekme uz iS€mijas-reperfuzijas

bojajumu

Lai gan natrija pivalata lietoSana ticami samazindja L-karnitina
koncentraciju sirds audos par 37%, infarkta izméers bija 64 + 2.7% un neatskiras
no kontroles grupas (2.8. attéls). Turklat, natrija pivalata lietosana neietekmgja

sirds funkcionalos parametrus (dati netiek paraditi).

A B
«» 600 - T 80 -
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£ S 220
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2.8. attels. Natrija pivalata lietoSanas ietekme uz L-karnitina koncentraciju
sirds audos (A) un infarkta izmeru (B)
Rezultati ir vidgjais = SEM no 10 zurkam. *Statistiski ticami atSkiras no kontroles
grupas (Stjudenta t-tests, P < 0,05).
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2.3.2. Natrija pivalata lietoSanas ietekme uz no L-karnitina

atkarigiem enzZimiem un mitohondriju energijas metabolismu

Lai pétitu iesp&amos mehanismus, kas nosaka kardioprotekcijas
trikumu péc natrija pivalata lietoSanas, no L-karnitina atkarigo enzimu
aktivitate tika mérita izol€tos sirds mitohondrijos. KPT 1 aktivitate pivalata
grupa bija bitiski samazinata par 30%, salidzinot ar kontroles grupu
(2.9. attels A). Lidzigi KrAT aktivitate pivalata grupa bija ticami samazinata
par 34%, salidzinot ar kontroles grupu (2.9. attéls A).

A 8 1 OKontrole ®m Pivalats B 50 OKontrole mPivalats
. . E 40 -
I% s 61 * )g a *
= ‘é .;; %ﬂ 30 - p=0.07
g2, * 2=
= P « 'é
g £ =5 20 -
22 20
582, S3
= wn g 10 ~
=
0 T 0 T
KPT1 KrAT PalmitoilKoA Piruvats

2.9. attels. Natrija pivalata lietoSanas ietekme uz no L-karnitina atkarigo
enzimu aktivitati (A) un energijas metabolismu (B) izolétos sirds
mitohondrijos
Rezultati ir vidgjais = SEM no 3-6 zurkam. * Statistiski ticami atSkiras no kontroles
grupas (Stjudenta t-tests vai Manna-Vitnija U-testa, P < 0,05).

P&c 14 dienu natrija pivalata lietosanas no KPT I atkarigais mitohondriju
skabekla patérin$ ar palmitoilKoA bija samazinats par 35% (p = 0,07)
(2.9. attels B). Skabekla patérin§ ar piruvatu/malatu péc natrija pivalata
lietosanas bija ticami samazinats par 28% (2.9. att€ls B). Kopuma iegttie
rezultati rada, ka natrija pivalata lictoSana kavé gan TS, gan piruvata
metabolismu, tadgjadi ir aizkavéta metabolisma parslégsanas un kardio-

protektivais efekts nav noveérojams.
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2.4. OCTN2 un BBOX inhibitoru ietekme uz L-karnitina

pieejamibu

2.4.1. BBOX un OCTN?2 inhib€josas aktivitates parbaude

Lai noteiktu efektivako mérki L-karnitina pieejamibas samazinasanai,

tika sintez&ti 50 savienojumi (meldonija un GBB analogi) (7ars, 2014) un

parbauditas to sp&jas kavet L-karnitina biosintézi (BBOX enzims) un transportu

(OCTN2 nodrosinatais). Dalai meldonija analogu to BBOX aktivitates un

OCTN2 nodrosinata L-karnitina transporta kavESanas spgjas ir att€lotas

2.2. tabula. Dalai GBB analogu to BBOX aktivitates un OCTN2 nodro$inata

L-karnitina transporta kavesanas spgjas ir attelotas 2.3. tabula.

2.2. tabula

Meldonija analogu BBOX aktivitates un OCTN2 nodrosinata L-karnitina
transporta kaveSanas spéjas

_ Zurkas aknu BBOX| Cilvéku BBOX ICs,
Nr. Struktiira 1Cso, uM M OCTN2 ICs, uM
| (e}
~N
N%
- H/\)ko- 26+2 62 (Tars, 2010) 62+5
Meldonijs
Slapekla modifikacija 4. pozicija
[ @]
10 N~ A 0,17 +0,12 0,09 +0,05 54%9
|
‘ (o]
| N~ A 10,0420 72427 124425
\
< g
N
12 N w/\)Lo- 6,7 +4.4 3,1+1,8 97+5

Et-Me-meldonijs

ICs vertibas ir vidgjais + SD no 3 neatkarigiem eksperimentiem.
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2.3. tabula

GBB analogu BBOX aktivitates un OCTN2 nodrosinata L-karnitina
transporta kaveSanas spéjas

_ Zurkas aknu Cilveku BBOX ICs,
Nr. Struktiira BBOX ICso, iM uM OCTN2 ICsp, uM
> hv\)l
N o - - 3,9+0,1
GBB
Trimetilamonija grupas modifikacija
| o]
7N+
16 | e 2,8+0,6 3,3+ 1,8 3403
Metil-GBB
NI
19 )“MO' > 1000 100 + 36 14,6 3,0
Dimetil-GBB
[ @]
+ + + +
20 }/NNLO_ 346 57+1,6 48+ 14
@]
\\_ | + + + +
21 /NNLO_ 49+ 8 127 £32 1,9+0,5
O
:\_ | .
22 /NLO_ 30+ 12 2,7+0,8 12,7+ 1,1
\ -
24 AITF\/YO 3,140,6 2,1£0,7 2,4+0,5
@]
50 | LS8 1,40 £ 0,03 0.49 + 0,24 44410
/N\/\)J\OH ) ) ) s ) )
(e}
31| ook L | 16818 > 1000 36+6
|, o
33 [aove~ A 953 268 + 54 42425
Hloro-GBB
oer @
36 | ~one XA, | 0.78%036 0,61 +0,22 7+1,8
| o 9
37 S 1,0+0,2 0,26 +0,13 33+6
CI/\/N\/\)J\OH
Pamatstruktiiras modifikacija
| (e}
41 —/NNO. 452+ 13 3434117 2643
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2.3. tabula (nobeigums)

_ Zurkas aknu Cilvéku BBOX ICs,

Nr. Struktura BBOX ICso, uM uM OCTN2 ICsy, uM

NN Q
43 /NO)%- > 1000 > 1000 7,7+3,0

Karbonskabes modifikacija
cr
| Q. OH

46 >N+\/\/p\OH 10,2 +£5,8 0,10+£0,03 > 100

<, ? H
47 NP 0,8 +0,1 0,52 +0,35 850+ 122

GBB-fosfinats

ICs vertibas ir vidgjais + SD no 3 neatkarigiem eksperimentiem.

23 savienojumi demonstréja labaku spgu kavét cilveku BBOX,
salidzinot ar meldoniju. Visaktivakie savienojumi (Nr. 10 un 46) bija vairak
neka 600 reizes labaki BBOX inhibitori neka meldonijs. 35 savienojumi bija
labaki OCTN2

savienojumiem, kas kavgja OCTN2 (Nr. 21 un 24), ICs, vertibas bija apméram

Iidzigi vai inhibitori neka meldonijs. Visaktivakajiem
30 reizes zemakas neka meldonija ICs, vertiba. Pastav ciesa korelacija starp
savienojumu sp&jam kavet zurkas aknu un rekombinanto cilveku enzimu
(r = 0,876, p < 0,0001), kas norada, ka sintez&tajiem savienojumiem ir Iidziga
efektivitate abas sugas. Sakariba starp savienojumu spgjam kavét BBOX un
OCTN2 netika noverota (zurkas aknu BBOX r = 0,172, p = 0,23; cilveku

BBOX r = 0,033, p = 0,82).

2.4.2. BBOX un OCTN2 inhibitoru atlase turpmakajiem

eksperimentiem

Lai salidzinatu L-karnitina biosintézi un transportu ka mérkus
L-karnitina pieejamibas samazinasanai in vivo, turpmakajiem eksperimentiem
tika izveleti 4 savienojumi ar biitiski atskirigam BBOX un OCTN2 inhib&josam
ICsy vertibam uz (2.10. attéls). Hloro-GBB un Dimetil-GBB bija salidzinosi

specigi OCTN2 inhibitori un vaji BBOX inhibitori (rekombinantais cilvéku un
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zurkas aknu enzims) ar OCTN2 ICs, vertibam, attiecigi, 4,2 uM un 14,6 pM.
Turpretim Et-Me-meldonijs un GBB-fosfinats ir salidzino$i spécigi BBOX
inhibitori un vaji OCTN2 inhibitori ar BBOX (Zurkas aknu enzims)
ICs¢ vertibam, attiecigi, 6,7 uM un 0,8 uM un OCTN2 ICs, vertibam, attiecigi,
97 uM un 850 uM.

A = Hloro-GBB v Et-Me-meldonijs B = Hloro-GBB v Et-Me-meldonijs
1407 4 Dimeti-GBB + GBB-fosfiniits 1407 4 Dimetil-GBB + GBB-fosfinits
g B i) |
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2.10. attels. Izveleto savienojumu ietekme uz BBOX aktivitati (A) un
OCTN2 nodrosinato L-karnitina transportu HEK?293 §tinas (B)
Rezultati ir vidgjais + SD no vismaz 3 neatkarigiem eksperimentiem.

2.4.3. OCTN2 un BBOX inhibitoru ilgstosas lietoSanas

ietekme uz L-karnitina koncentraciju sirds audos

Vidgja L-karnitina koncentracija zurku sirds audos bija 715 £ 29 nmol/g
(2.11. attels). Ilgstosa (14 dienu) OCTN2 kavesana efektivak samazinaja
L-karnitna koncentraciju sirdi neka BBOX kavésana. Tadgjadi visizteiktako
L-karnitina koncentracijas samazinajumu panaca ar visspecigako OCTN2
inhibitoru no parbaudamajiem savienojumiem Hloro-GBB, kas samazinaja
L-karnitia koncentraciju par 90% (2.11. attéls). Dimetil-GBB, kas ir 3 reizes
vajaks OCTN2 inhibitors, salidzinot ar Hloro-GBB, samazinaja L-karnitina
koncentraciju par 35%. Savukart loti vaja OCTN2 inhibitora Et-Me-meldonija

liectosana samazinaja L-karnitina koncentraciju sirds audos tikai par 20%.
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GBB-fosfinats nekavé OCTN2 un tade] neizmainija L-karnitina koncentraciju
sirds audos, lai gan bija vissp&cigakais no $aja pétijuma izmantotajiem BBOX

inhibitoriem (2.10. attgls).
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Kontrole Hloro-GBB Dimetil-GBB Et-Me- GBB- Meldonijs
meldonijs fosfinats

L-karnitina konc. sirdi,
% no kontroles

2.11. attels. Izveléto savienojumu un meldonija (visi deva 20 mg/kg)
ietekme uz L-karnitina koncentraciju sirdi péc 14 dienu lietoSanas
Rezultati ir vidgjais = SEM no 8-10 zurkam. *Statistiski ticami atSkiras no kontroles
grupas (Tukija tests, P <0,05).

Kopa ar 4 izveletajiem savienojumiem (Hloro-GBB, Dimetil-GBB,
Et-Me-meldonijs, GBB-fosfinats) tika parbaudita vel 12 savienojumu (24, 16,
30, 20, 36, 43, 11, 22, 41, 37, 10, meldonijs min&ti 2.2. un 2.3. tabulas)
ilgstoSas lietosanas ietekme uz L-karnitina koncentraciju sirds audos.
References savienojums meldonijs, kas ir salidzino$i vaj§ OCTN2 inhibitors,
deva 20 mg/kg neietekm@ja L-karnitina koncentraciju sirds audos (2.11. attls).
Tika novérota ticama ciesa korelacija (r = 0,854; p < 0,0001) starp parbaudito
savienojumu OCTN2 ICsy verttbam un L-karnitina koncentracijas
samazinajumu sirds audos. Salidzinajuma ar iepriek§ min&to, parbaudamo

savienojumu BBOX ICs, vertibas nekorelgja ar L-karnitina samazinajumu sirds

audos (r = 0,0603).
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2.4.4. llgstosas OCTN2 un BBOX inhibitoru lietoSanas

pret-infarkta aktivitate

Péc 14 dienu Hloro-GBB lietosanas infarkta izmérs zurku sirdis bija
ticami samazinats par 35% (2.12. att€ls). Otrs OCTN2 inhibitors Dimetil-GBB
samazindja infarkta izméru tikai par 17%; to varétu skaidrot ar nepietickamu
L-karnitina koncentracijas samazinagjumu. BBOX inhibitori neietekmégja
L-karnitina koncentraciju un tapéc parbaudamaja deva nesamazinaja infarkta
izméru zurku sirdis (2.12. attels). ArT references savienojums meldonijs deva

20 mg/kg nesamazindja infarkta izm&ru pat péc ilgstosas lietoSanas

(2.12. attels).
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2.12. attels. Izveléto savienojumu un meldonija ietekme uz infarkta izméru
péc 14 dienu lietoSanas deva 20 mg/kg.
Rezultati ir vidgjais = SEM no 8-10 zurkam. *Statistiski ticami atSkiras no kontroles
grupas (Tukija tests, P <0,05).
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2.5. Ilgstosas OCTN2 un BBOX inhibitora Metil-GBB
lietoSanas ietekme uz energijas metabolismu un
iSémijas-reperfizijas bojajumu

2.5.1. Metil-GBB lietoSanas ietekme uz L-karnitina pieejamibu

Metil-GBB ietekmi uz L-karnitina sistému var izskaidrot ar ta spgju
vienlaicigi kavét BBOX un OCTN2 (2.3. tabula). Salidzinot ar meldoniju,
Metil-GBB ir 8 reizes spécigaks L-karnitina biosintézes enzima BBOX
inhibitors (ICsp 3 uM pret 26 uM) un 20 reizes specigaks OCTN2 nodrosSinata
L-karnitia transporta inhibitors (ICs; 3 uM pret 62 puM). Metil-GBB ne tikai
kavé L-karnitina transportu caur OCTN2, bet arT pats tiek transportSts ar
OCTN2 palidzibu, tade] augsta Metil-GBB afinitate pret OCTN2 nodro$ina ta
vieglu transportu audos. Péc 14 dienu lietoSanas devas 1, 5 un 20 mg/kg
Metil-GBB koncentracija sirdi bija attiecigi 47, 185 un 221 nmol/g sirds
(2.13. attels A). Metil-GBB koncentracija sird1 palielinajas no laika atkariga
veida (2.13. attéls B), sasniedzot maksimumu péc 14 dienam. Ka redzams
2.13. attela A, 2 ned€lu ilga meldonija lietoSana deva 100 mg/kg butiski
samazindja sirds L-karnitina koncentraciju par 75%. Salidzinot ar ieprieks
mingto, Metil-GBB lietoSana devas 1, 5 un 20 mg/kg samazinaja
L-karnitina koncentraciju sirdT attiecigi par 42%, 84% un 95%.

Lai pétitu no lietosanas laika atkarigu Metil-GBB ietekmi uz L-karnitina
koncentracijas izmainam, ta sirds audos tika noteikta p&c 3, 7, un 14 dienu
Metil-GBB lietosanas. Ka redzams 2.13. att€la B, Metil-GBB samazinaja

L-karnitia koncentraciju sirdi no laika atkariga veida.
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2.13. attéls. L-karnitina un savienojumu koncentracijas sirds audos péc
meldonija (100 mg/kg) vai Metil-GBB (1, S un 20 mg/kg) 14 dienu
lietoSanas (A) un péc 3, 7, 14 dienu Metil-GBB lietosanas deva 5 mg/kg (B)
Rezultati ir vid€jais = SEM no 5 zurkam. *Statistiski ticami atSkiras no kontroles grupas
(Tukija tests, P < 0,05), * Statistiski ticami at3kiras no meldonija grupas (Tukija tests,
P <0,05).

2.5.2. Metil-GBB lieto$anas ietekme uz acil-karnitinu

koncentraciju sirdr

Péc Metil-GBB lietosanas acil-karnitinu  koncentracija  butiski
samazinajas gan sirdi, gan mitohondrijos (2.14. attéls A un B). Metil-GBB
lietosana izraisija butisku Iidz pat 50 reizu lielu garkézu acil-karnitinu

koncentracijas samazinajumu, tadgjadi saistibu starp L-karnitina koncentracijas
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samazinajumu un pasargatu mitohondriju funkciju reperfuzijas laika var€tu

izskaidrot ar samazinatu garkézu acil-karnitinu koncentraciju.
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2.14. attels. Ilgstosas Metil-GBB (10 mg/kg) lietoSanas ietekme uz sirds (A)
un mitohondriju (B) acil-karnitinu koncentraciju
Rezultati ir vidgjais = SEM no 5-8 zurkam. *Statistiski ticami atSkiras no kontroles
grupas (Stjudenta t-tests, P < 0,05).

2.5.3. Metil-GBB lietosanas ietekme uz TS un glikozes

oksidaciju sirdr

Vispirms Metil-GBB ietekme uz TS metabolismu tika pétita
mitohondrijos un peroksisomas. Metil-GBB lietoSana ticami samazindja gan

mitohondrialas, gan peroksisomalas palmitata oksidacijas atrumu attiecigi par
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44% un 53% (2.15. attéls A). Pec 14 dienu Metil-GBB lietosanas no L-karnitina
atkarigais mitohondriju skabekla patérins ar palmitoilKoA ka substratu ticami
samazinajas par 27% (2.15. attéls B), bet no L-karnitina neatkarigais
mitohondriju skabekla patérins ar palmitoil-karnitinu ka substratu netika

ietekméts (2.15. attels C).
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2.15. attéls. Ilgstosas Metil-GBB (10 mg/kg) lietoSanas ietekme uz
mitohondrialas un peroksisomalas ['4C]palmitﬁta oksidacijas atrumiem
(A) un uz mitohondrialo no L-karnitina atkarigo skabekla paterinu ar
10 pM palmitoilKoA (B) un no L-karnitina neatkarigo skabekla paterinu
ar 10 pM palmitoil-karnitinu (C)

Rezultati ir vidgjais = SEM no 5-6 zurkam. *Statistiski ticami atSkiras no kontroles
grupas (Stjudenta t-tests, P < 0,05).

Talak Metil-GBB ietekme uz TS metabolismu tika noteikta izol&tas sirds

modeli. Pretstata iepriek§ novérotajai meldonija ietekmei (Liepinsh, 2013a),
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Metil-GBB ieziméta palmitata oksidaciju izol&ta sirdi ticami samazinaja par
40% (2.16. attels A). TS oksidacijas palielinajumu noveéroja p&c reperfuzijas
Metil-GBB grupa (2.16. attéls A), turklat Metil-GBB lietoSana samazinaja
iezimeta palmitata koncentraciju mitohondrijos, tadgjadi samazinot ari TS

uzkrasanas risku (2.16. attéls B).
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2.16. attels. Ilgstosas Metil-GBB (10 mg/kg) lietoSanas ietekme uz
[} H]palmitata oksidaciju izoléta sirdi (A) un mitohondrialo [} H]palmitata
koncentraciju (B)
Rezultati ir vid&jais = SEM no 5-6 zurkam. *Statistiski ticami atSkiras no kontroles
grupas (Stjidenta t-tests, P < 0,05).
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2.17. attéls. Ilgstosas Metil-GBB (10 mg/kg) lietoSanas ietekme uz bazalo un
insulina stimuleto [*C]glikozes oksidaciju (A), ['*C]laktata uznem$anu un
oksidaciju (B) izolétas Zurku sirds modelt
Rezultati ir vidg&jais = SEM no 5-6 zurkam. *Statistiski ticami atSkiras no kontroles
grupas (Stjudenta t-tests, P < 0,05).

Metil-GBB lietoSana samazinaja TS oksidaciju un sekojosi stimul&ja
glikozes oksidaciju (2.17. attéls A). P&c Metil-GBB lietoSanas novéroja bitiski,
2 reizes, palielinatu glikozes oksidaciju izolétas zurku sirdis, kas perfuzetas gan
ar zemu, gan ar augstu insulina koncentraciju saturoSu buferskidumu. Lidzigi
iepriek§ min&tajam, Metil-GBB lietoSana palielinaja laktata uznemsanas un
oksidacijas atrumus izolétas sirdis (2.17. att€ls B). Domajams, ka Metil-GBB
lietoSana izraisa dal&u energijas ieguves parslégsanos no TS uz glikozes

oksidaciju.

2.5.4. Metil-GBB lieto§anas ietekme uz sirds

iSemijas-reperfiizijas bojajumu

Meldonija un Metil-GBB pretinfarkta efektus pétija gan izolétas zurku
sirds in vitro iS€mijas-reperfuzijas modeli, gan in vivo. Ka redzams

2.18. attela A, meldonija lietosana deva 100 mg/kg samazinaja infarkta izméru
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par 25%, salidzinot ar infarkta izmé&ru kontroles grupa. Turprett Metil-GBB
devas 5 un 20 mg/kg samazindja infarkta izméru par 45-48%. Jasecina, ka

Metil-GBB 20 reizes zemaka deva ir gandriz 2 reizes efektivaks neka

meldonijs.
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2.18. attels. Meldonija (100 mg/kg) un Metil-GBB (1, 5 un 20 mg/kg)
ietekme uz infarkta izméru péc 14 dienu lietoSanas (A). Metil-GBB
(5 mg/kg) ietekme uz infarkta izméru péc 3, 7, 14 dienu lietoSanas (B)
Rezultati ir vid€jais £ SEM no 8-10 zurkam. *Statistiski ticami atSkiras
no kontroles grupas (Tukija tests, P < 0,05), * Statistiski ticami atskiras no
meldonija grupas (Tukija tests, P < 0,05).

Ieprieksgja petijjuma atrasts, ka meldonija kardioprotektivais efekts
paradas tikai péc 14 dienu lietoSanas (Liepinsh, 2006); tadel tika parbaudits
ievadiSanas laika atkarigais Metil-GBB efekts. Péc 7 dienu lietoSanas
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Metil-GBB ticami samazinaja infarkta izméru par 24% (2.18. attels B).
Kopuma, I1idzigi meldonijam, ir nepieciesama ilgstosa Metil-GBB lietosana, lai

sasniegtu maksimalu kardioprotekciju.
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2.19. attels. Metil-GBB (20 mg/kg) lietosanas ietekme uz ADF-stimuléto
mitohondriju skabekla patérinu (OXPHOS stavoklis) (A) un oksidativas
fosforilesanas atjiigianu (LEAK stavoklis) (B) sirds muskulu Skiedras, kas
izolétas péc iSémijas-reperfizijas
Rezultati ir vidgjais = SEM no 5 zurkam. * Statistiski ticami atSkiras no normoksijas
(Tukija test, P<0,05), * Statistiski ticami atskiras no i§&miskas kontroles grupas (Tukija
tests, P <0,05).

P&éc iSemijas-reperfuzijas skabekla paterin§ OXPHOS stavokli bija
2,8 reizes samazinats, bet LEAK stavoklt palielinats par 40% (2.19. attels).

Metil-GBB lietosana biitiski pasargaja no iS€mijas-reperflizijas izraisitajiem
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mitohondriju funkciju traucgjumiem. Mitohondriju skabekla patérins§ OXPHOS
stavokli bija palielinats par 50%, salidzinot ar i$€misko kontroli (2.19. attels A).
Saskana ar skabekla patéripa mérjjumiem LEAK stavoklt Metil-GBB pilnigi
pasargdja no iS€mijas-reperfuzijas izraisitas oksidativas fosforiléSanas
atjigsanas (2.19. attéls B).

In vivo miokarda infarkta modeli noteica Metil-GBB (devas 10 un
20 mg/kg) 14 dienu ilgas lietosanas efektus. Metil-GBB ievadiSana no devas
atkarigi samazinaja infarkta izméru par 18% lidz 45% Wistar zurkas, kas bija
paklautas sirds kreisas lejupejosas koronaras arterijas okliizijai un reperfiizijai
in vivo (2.20. attels A). Turklat Metil-GBB lietosana par 20-30% uzlaboja

zurku izdzivosanu 24 stundu perioda péc manipulacijas (2.20. attéls B).
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2.20. attels. Metil-GBB (10 un 20 mg/kg) lietoSanas ietekme uz infarkta
izméru (A) un Zurku 24 stundu izdzivoSanu (B)
Rezultati ir vidgjais = SEM no vismaz 7 zurkam. * Statistiski ticami atSkiras no
kontroles grupas (Tukija test, P<0,05).

Rezultati liecina, ka Metil-GBB lietosanai ir kardioprotektiva darbiba

i§émijas-reperfiizijas bojajumu eksperimentalajos modelos ex vivo un in vivo.
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3. DISKUSIJA

Promocijas darbs apraksta sirds energijas metabolisma norisu saistibu ar
sirds i$€mijas-reperfuzijas bojajuma iznakumu, garkézu acil-karnitinu lomu
energijas metabolisma regulacija un r-karnitina pieejamibas samazinasanu ka
stratégiju acil-karnitinu pieejamibas regulacijai. Pirmkart, sirds energijas
metabolisma noriSu saistiba ar sirds i$§émijas-reperfuzijas bojajuma iznakumu
noteikta €dusiem un tukSas diosas dzivniekiem. Otrkart, sirdi pétita garkézu
acil-karnitinu loma energijas metabolisma noriSu regulacija. Treskart,
salidzinati dazadi potenciali zalu mérki, lai noskaidrotu visefektivako stratégiju
L-karnitina un acil-karnitinu pieejamibas samazinasanai. Ceturtkart, pétita Iider-
savienojuma ietekme uz sirds energijas metabolismu un sirds i$€mijas-

reperflizijas bojajumu.

3.1. Sirds energijas metabolisma norisu saistiba ar

iSemijas-reperfiizijas bojajumu

Darba rezultati liecina, ka veselas kontroles un diabétiskas dzivnieku
sirdis pec €Sanas infarkta izmérs ir biitiski mazaks, salidzinot ar infarktu tuksa
dusa. Insulina atkarigo signalcelu aktivacijas rezultata pastiprinas glikozes
metabolisma iesaistito génu ekspresija un samazinas aktivéto TS kavgjosa
ietekme uz glikozes metabolismu, tapéc peéc €Sanas sirds audi oksidé vairak
glikozes un mazak palmitata, salidzinot ar stavokli tuksa dasa. Palielinata TS
slodze tuksa diisa izraisa mitohondrialas oksidativas fosforilésanas atjiigSanu un
energijas zudumu. Musu rezultati rada, ka péc éSanas sirds atgisandas péc
iSemijas-reperfiizijas bojajuma ir uzlabota paliclinatas glikozes un laktata
oksidacijas un samazinatas TS slodzes dg].

Ir publicéti acimredzami pieradijumi, ka palielinata glikozes oksidacija
pasargd no miokarda infarkta izraisita $tinu bojajuma (Hafstad, 2007; Liu,
1996; Ussher, 2012). Tuksa dusa glikozes, laktata un piruvata oksidacijas
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rezultata rodas mazak neka 5% no kop&ja ATF, kas noved pie butiska sirds
audu bojajuma miokarda infarkta gadijuma. Péc &Sanas butiski palielinas
glikozes oksidacija, kas nodrosina labaku izdzivoSanu i$€miskos apstak]os un
uzlabo atgiiSanos reperfuzija. Glikozes, laktata un piruvata oksidacijas
pieaugums ir vairak atkarigs no insulina-atkarigiem signalceliem neka no
cirkulgjosam glikozes un laktata koncentracijam. No insulina atkarigie
signalceli ietekmé glikozes transportu un metabolismu, izmainot iesaistito génu
ekspresiju un enzimu aktivitates. Lidzigi TS oksidacija ir dalgji samazinata
sirdis, kas izolétas no €dusam zurkam. Insulina aktivétie signalceli kave TS
metabolismu, butiski samazinot aktivéto garkézu TS koncentraciju sirdi un
mitohondrijos. So procesu rezultata péc &anas ir samazinats TS izraisita
mitohondriju bojajuma risks miokarda infarkta gadijuma.

Lidzigi ka ieprieksgjos pétijumos (Mjos, 1971; Simonsen, 1978)
noverojam, ka augsta TS pliisma tuk$a disa samazina sirds darba efektivitati.
Palielinata TS oksidacija tuksa disa noved pie lielakas vajadzibas péc skabekla,
kas palielina sirds bojajuma risku hipoksiskos apstaklos. Kopuma, iegttie
rezultati sniedz papildus pieradijumus, ka TS ir mazak efektivs energijas
substrats un ka palielinata TS slodze paaugstina neatgriezeniska sirds bojajuma
risku un letalu kardiovaskularu notikumu varbiitibu.

Lai gan pirmsoperaciju badoSanas picaugusajiem ir obligata, lai
samazinatu operaciju komplikacijas, badoSanas var ari izraisit ar hipoglikémiju
saistitus efektus (Awad, 2012; Ljungqvist, 2009; van Hoorn, 2005). Picaugoss
datu daudzums par glikozes un TS metabolismu mijiedarbibu akiita miokarda
infarkta laika norada uz sirds-specifisku glikozes metabolismu stimul&josu
savienojumu nepiecieSamibu (Diks, 2005; Luttikhold, 2013; van den Brom,
2013; van Hoorn, 2005). GIK infuziju ilgi ieteica miokarda protekcijai (Sievers,
1966), tomer klinisko p&tijumu rezultati bija pretrunigi (Grossman, 2013; Zhao,
2010). Muisu pétijuma iegitie rezultati vedina domat, ka cilvekiem

postprandiala stavokli glikozes un insulina koncentracijas jau ir salidzinosi
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augstas, un ir ierobezotas iesp€jas papildus palielinat glikozes oksidaciju ar
insulina un glikozes infuziju. Tapéc aizsargefektu var sagaidit tikai tada
gadijuma, ja GIK ir ievadits tuksa dusa. Turklat kliniska iznakuma uzlabojumu
var panakt, ja GIK ievada pirmajas stundas p&c akiita koronara sindroma
simptomu paradisanas (Grossman, 2013). Lidz ar to, ja kardiovaskularu
notikumu simptomi paradas tuksa dasa, ar oglhidratiem bagatas partikas vai
dz@rienu uznemsana var biit dzivibu glabjosa.

Aptaukosanas izraisita insulina rezistence ir nopietns kardiovaskularo
saslimSanu riska faktors (Bhat, 2013; Lavie, 2009), tapec ilgstosas zemu
kaloriju satura ditas ir labvéligas diab&ta un kardiovaskularo komplikaciju
aizkavésanai. Tomer akiita vai ekstréma badoSanas var ievérojami samazinat
plazmas glikozes koncentraciju, kas var izraisit kardiovaskularos notikumus,
turklat palielinata TS pieejamiba tuksa dusa palielina kardiovaskularo notikumu
smagumu. Zema oglhidratu satura di€tu gadijuma zemu plazmas glikozes
Iimeni novero arT postprandiala stavokli. Musu rezultati parada, ka ir svarigi
ieteikt augsta riska pacientiem izvairities no di€tam ar zemu oglhidratu saturu
un ilgstosiem badoSanas periodiem.

Nosléguma jasecina, ka musu rezultati norada, ka glikozes un laktata
oksidacija ir svariga iS€miskas sirds izdzivoSanai, un pat vienas nakts
badosSanas izraisita hipoglikémija un palielinata TS slodze var veicinat tadus

kardiovaskularus notikumus ka stenokardija un aritmijas.

3.2. Garkeézu acil-karnitinu loma sirds energijas metabolisma

regulacija

Mgs parbaudijam, vai aktivétu TS pieejamiba nosaka energijas
metabolisma norises sirds mitohondrijos. legiitie rezultati liecina, ka TS un
glikozes metabolisma starpprodukti konkuré par iesaistiSanos energijas

metabolisma procesos ne tikai sirdi (Randla cikls), bet arT sirds mitohondrijos.
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Sirds mitohondrijos energijas metabolisms galvenokart ir atkarigs no substratu,
it seviski acil-karnitinu, pieejamibas, turklat, paaugstinata acil-karnitinu
koncentracija samazina glikozes oksidaciju sirdl. Kopuma iegiitie rezultati
liecina, ka acil-karnitinu veido$anas atrums nosaka energijas metabolisma
norises sirds mitohondrijos un tadgjadi ari sirdi. Jaatzim€, ka palielinata
garkezu acil-karnitinu koncentracija var sekmét insulina rezistences attistibu.

Energijas metabolisma norises sirdi galvenokart nosaka energijas
substratu pieejamiba plazma un no insulina atkarigie signalceli (Lopaschuk,
2010; Randle, 1998). Tomer saskana ar misu pétjjuma iegiitajiem rezultatiem,
raksturigako iek§§tnu energijas substratu, laktata un garkézu TS, koncentracijas
sirds audos ir vienadas tuksa doisa un péc &Sanas. Turpretim aktivéto garkézu
TS koncentracija ir biitiski paaugstinata plazma un sirds audos tuksa dasa,
salidzinot ar &duSiem dzivniekiem. Papildus tam fiziologiska garkézu acilKoA
koncentracija sirdi ir parak zema, lai ietekmétu glikozes metabolismu, savukart
garkézu acil-karnitinu koncentracija ir 29 reizes augstaka neka garkézu
acilKoA koncentracija un ir pietickama lai noteiktu energijas metabolisma
norises sirds audos.

Substratu konkurences eksperimenti paradija, ka ne laktats, ne piruvats
fiziologiskas koncentracijas nevar ietekmét garkézu TS oksidaciju. Saskana ar
agrako pétijumu (Yoshida, 2007), més paradijam, ka laktats fiziologiskas
koncentracijas nesp€j kavet TS oksidaciju izol&tos sirds mitohondrijos. Piruvats
sp&ja ticami kavét TS oksidaciju tikai koncentracija, kas bitiski parsniedz
fiziologisko (15 mM). Tade] fiziologiska piruvata koncentracija, kas ir
atrodama sirds §tinas (Brooks, 1999; Zhao, 2008), ir parak zema, lai ietekm&tu
TS metabolismu. Tikmér fiziologiska garkézu acil-karnitinu koncentracija, kas
atrodama sirds audos, ir pietickama, lai efektivi samazinatu piruvata un laktata
oksidaciju sirds mitohondrijos un sekojosi glikozes izmantosanu sirdi. Kopuma
iegiitie rezultati liecina, ka garkeiu acil-karnitinu koncentracija nosaka

piruvata un laktata metabolisma atrumus mitohondrijos, bet ne otradi.
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Insulina rezistences attistiba saistita ar nepilnigu TS oksidaciju un
sekojosu TS metabolitu uzkrasanos (Bell, 2010; Koves, 2005, 2008; Muoio,
2012). Turklat pieradits, ka TS izraisttos glikozes metabolisma traucgumus
L6 muskul§iinas novéro tikai L-karnitina klatbiitng (Koves, 2008). Sie dati
norada, ka acil-karnitini var veicinat insulina rezistences attistibu, tacu Iidz Sim
tam nav tieSu pieradijumu. Saja pétijuma atklajam, ka palmitoil-karnitins
efektivi samazina glikozes (piruvata-laktata) izmantoSanu mitohondrijos,
izoleéta zurkas sirdi un in vivo. legitie rezultati saista insulina rezistences
attistibu ar palielinatu garkézu acil-karnitinu pieejamibu. Ieprieks paradits, ka
aktivétas garkeézu TS izraisa mitohondriju funkciju traucgjumus (Koves, 2008;
Tominaga, 2008), un garkézu acil-karnitinu koncentracijas samazinajums
mitohondrijos var biit labveligs, lai pasargatu no i§€mijas-reperfiizijas bojajuma
(Liepinsh, 2013a). legitie dati norada, ka gark&zu acil-karnitinu pieejamibas
regulé$ana var kalpot arT ka jauna strat€gija insulina rezistences arstéSanai.

Kopuma iegtitie rezultati liecina, ka gark&zu acil-karnitinu koncentracija
nosaka mijiedarbibu starp glikozes (piruvata-laktata) un garkézu TS meta-
bolismu sirds mitohondrijos un sirdi. Turklat gark€zu acil-karnitinu uzkrasanas

mitohondrijos izraisa traucgjumus glikozes metabolisma.

3.3. L-karnitina pieejamibas samazinaSana ka zalu mérkis
kardioprotekcijai
3.3.1. Natrija pivalata lietoSanas ietekme uz sirds energijas

metabolismu un iSémijas-reperfiizijas bojajumu

Miisu pétijuma parbaudijam islaicigas, bet augstas natrija pivalata devas
lietoSanas ietekmi uz sirds energijas metabolismu. legitie rezultati rada, ka
papildus no KPT I-atkarigai TS oksidacijas samazinaSanai natrija pivalata
lietosana izraisa trauc€jumus piruvata metabolisma sirds mitohondrijos. Ta

rezultata kopgjais energijas metabolisms sirdi var bt traucéts.
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Parslégsanas no garkézu TS metabolisma uz glikozes izmantoSanu ir
kardioprotektiva. Tadgjadi TS metabolisma kavésana ar malonilKoA (Ussher,
2009) un L-karnitina biosintézes un transporta inhibitora meldonija (Kuka,
2012; Liepinsh, 2006) lictoSana pasarga sirdi no i§émijas-reperfuzijas bojajuma.
Natrija pivalats neizraisa pietickamu L-karnitina koncentracijas samazinajumu,
lai kavétu KPT I aktivitati no L-karnifina atkariga veida, jo sirds KPT I
L-karnitina K,, vertiba ir butiski zemaka (McGarry, 1983) ka L-karnitina
koncentracija, kas atrasta sirdi péc pivalata lietoSanas. Tadgjadi pretéji
meldonijam, pivalats samazina no KPT I atkarigo TS metabolismu neatkarigi
no samazinatds L-karnitina koncentracijas. Turklat, neskatoties uz briva
L-karnitma koncentracijas un KPT I aktivitates samazindjumu sirds audos,
izmainas garkézu acil-karnitinu koncentracija pec natrija pivalata lietoSanas nav
noverotas (Broderick, 1995).

leprieks paradits, ka pivalata lietoSana izsme] mitohondrialo briva KoA
saturu hepatocitos pivaloilKoA veidosanas del (Ruff, 1991). Turklat dazados
audos, ieskaitot sirdi, p€c pivalata lictoSanas noverots acetil-karnitina
koncentracijas samazinajums (Broderick, 1995; Kato, 2012; Nakajima, 1999).
Misu rezultati sirds mitohondrijos ir saskana ar iepriek§ minétajiem
noveérojumiem, jo KrAT aktivitate bija butiski samazinata. KrAT regulé
acetilKoA/briva KoA attiecibu (Zammit, 2009), un paradits, ka tadgjadi tiek
reguléta substratu piegade sirdi atbilstosi metaboliskam vajadzibam (Schroeder,
2012). Ir zinams, ka acetilKoA wuzkrasanas un briva KoA daudzuma
samazinajums samazina PDH kompleksa aktivitati (Stanley, 2005); ar to var
izskaidrot mitohondriju skabekla patérina novéroto samazinajumu ar
piruvatu/malatu  ka substratiem. Tadgjadi pret€ji meldonija gadijuma
noveérotajam efektam pivalats kavé gan TS, gan piruvata metabolismu un
izsme] KoA rezerves, un tapec tas neizraisa metabolisma parslégsanos, ka

rezultata nenovéro kardioprotektivo efektu.
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Kopuma iegiitie rezultati rada, ka pivalats izraisa izmainas L-karnitina
homeostaze, bet neietekmé sirds funkcionalitati, lai gan pivalats vai ta
metaboliti tiesi traucé mitohondriju energijas metabolismu. Tapéc pivalats nav
piemérots farmakologisks Iidzeklis, lai samazinatu L-karnitina un acil-karnitinu

pieejamibu.

3.3.2. BBOX un OCTN?2 inhibitoru ietekme uz L-karnitina

pieejamibu un sirds iSémijas-reperfizijas bojajumu

Ta ka BBOX un OCTN2 parstav divas pieejas L-karnitina pieejamibas
samazinaSanai, tad tika parbaudita 50 savienojumu ietekme uz L-karnitina
biosintézi (BBOX aktivitate) un transportu Stnas (OCTN2 nodroSinats
L-karnitina transports), lai izvéletos savienojumus kardioprotektivas aktivitates
novertéSanai. Més atradam virkni savienojumu ar kavesanas aktivitati zema uM
diapazona, un dazi no parbauditajiem savienojumiem bija salidzinosi selektivi
vai nu BBOX, vai OCTN2 inhibitori. Tap&c Sos savienojumus vargja izmantot,
pirmkart, lai salidzinatu BBOX un OCTN2 ka molekularus zalu meérkus
L-karnitina koncentracijas samazinasanai, otrkart, lai pasargatu sirdi no
iSémijas-reperfuzijas izraisita miokarda infarkta.

Tikai maza dala no kopgja organisma L-karnifina daudzuma cirkule
asinis, jo OCTN2 nodrosinata L-karnitina reabsorbcijas kapacitate ir ierobezota
un sasniedz tikai 50 uM (Pochini, 2013). Turklat OCTN?2 ir plasi ekspreséts un
nodroSina augstu L-karnitina koncentraciju audos. Tadgjadi lai izraisitu
bitiskas izmainas L-karnitina koncentracija sirdi un citos audos, ir
nepiecieSams ilgstosi vienlaicigi kavét OCTN2 nodroSinatu L-karnitina
transportu un reabsorbeiju nierés. Péc 14 dienu OCTN2 inhibitoru lietoSanas
bija butiski samazinata L-karnitina koncentracija sirds audos. un OCTN2
kavésana (ICsy vertibas) cieSi korelgja ar L-karnitina koncentracijas
samazinajumu sirdi. Turpreti péc ilgstosas selekttivu BBOX inhibitoru

lietosanas vienadas devas L-karnitina koncentracija sirds audos bija samazinata
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tikai par 20%. Kopuma jasecina, ka, salidzinot ar BBOX inhibitoriem,
selekttvie OCTN2 inhibitori ir efektivaki, lai samazinatu L-karnifina
koncentraciju sirds audos.

L-karnitina koncentracijas samazinajums sirdi pasargd sirds mito-
hondrijus no garkézu acil-karnitinu parslodzes (Liepinsh, 2013a). Meldonija
gadijuma, lai panaktu kardioprotektivu efektu sirdi, ir nepiecieSsama 14 dienu
ilga lietoSana (Liepinsh, 2006). Ieprieks paradits, ka ir nepiecieSams samazinat
L-karnitina daudzumu sirdi vismaz par 60%, lai samazinatu no
L-karnitia atkarigo TS metabolismu un Iidztekus stimulétu glikozes
metabolismu (Kuka, 2012; Liepinsh, 2008, 2009, 2013a). Miisu pétijuma tikai
visspécigaka OCTN2 inhibitora Hloro-GBB lietoSana bitiski samazinaja
miokarda infarkta izméru Zzurku sirdi. Salidzinajumam mazak spéecigais
inhibitors Dimetil-GBB Iidziga deva butiski nesamazinaja infarkta izméeru. Tas
var bt izskaidrojams ar nepietiekamu L-karnitina koncentracijas samazinajumu
sirdi. Visspécigako BBOX inhibitoru lietoSana neizmainija L-karnitina
koncentraciju sirds audos un tap&c arT nepasargdja no miokarda infarkta.
Kopuma, salidzinot ar selektivu BBOX kaveSanu, selektiva OCTN2
inhibeSana ir daudz efektivaks veids, lai samazindatu L-karnitina daudzumu

un samazindatu infarkta izmeéru sirdi.

3.4. L-karnitina pieejamibas samazinajums ka veids acil-karnitinu

uzKkraSanas novérsanai un kardioprotekcijas sasniegSanai

Miisu pétijuma paradits, ka Metil-GBB, kas ir jauns BBOX un OCTN2
inhibitors, pasarga miokardu no i§€mijas un reperfiizijas izraisitiem bojajumiem
izolétas Zzurku sirds modeli un in vivo. Metil-GBB, samazinot L-karnitina
pieejamibu, efektivi samazina acil-karnitinu  koncentraciju sirdi un
mitohondrijos, kavé TS oksidaciju un vienlaicigi stimulé glikozes oksidaciju

sirds audos. Neskatoties uz butiskam sirds metabolisma izmainam, sirds
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funkciju traucgjumu pazimes nenovéroja. Dazadas pieejas ir izmantotas, lai
dalgji kavétu TS oksidaciju un parslégtu energijas metabolismu no TS un
glikozes oksidaciju (Dyck, 2004; Kantor, 2000; Lopaschuk, 1989). KPT 1
uzskata par enzimu, kas nosaka TS transporta atrumu mitohondrijos, un KPT I
ir biezi izmantots mérkis, lai kavétu TS metabolismu (Bentebibel, 2006;
Lopaschuk, 1989; Unger, 2005). Papildus tieSai KPT I kavESanai vai
malonilKoA  koncentracijas palielindjumam L-karnitihna koncentracijas
samazinasana sirds audos ir viens no efektivakajiem veidiem, lai samazinatu
KPT T aktivitati. Ilgu laiku vienigais netoksiskais savienojums, kas efektivi
samazinaja L-karnitinu koncentraciju un lidz ar to pasargdja no
kardiovaskularam saslim$anam, bija meldonijs (Dambrova, 2002; Schiirch,
2010). Salidzinajumam jaunsintez&tais Metil-GBB ir attiecigi 10 un 20 reizes
spécigaks BBOX un OCTN2 inhibitors, un tas ir ari efektivaks lidzeklis
L-karnitina koncentracijas samazinasanai audos. Tadgjadi Metil-GBB deva, kas
ir 20 reizes zemaka par meldonija devu, Iidzigd méra samazina L-karnitina
koncentraciju sirds audos.

Ka ieprieks paradits, meldonija kardioprotektivais efekts ir atkarigs no
L-karnitina koncentracijas samazinajuma sirds audos (Kuka, 2012). Misu
petljuma L-karnitina koncentracijas samazinajums atkariba no laika korelgja ar
Metil-GBB izraistto kardioprotektivo efektu; tomer novérojam dazas butiskas
atSkirtbas Metil-GBB un meldonija darbiba. P&c tikai 7 dienu lietoSanas
Metil-GBB sasniedza meldonija maksimalo infarkta izméru samazinoso efektu,
bet pec 14 dienu Metil-GBB lietosanas, infarkta zonas izmérs bija 2 reizes
mazaks, salidzinot ar meldonija grupas sirdim. Metil-GBB ietekme uz infarkta
izm@ru samazinasanu apstiprinajas ari in vivo miokarda infarkta modeli. Lidzigi
noverotajiem efektiem izolétas sirds modeli, Metil-GBB infarkta izméru
samazinosais efekts in vivo bija gandriz 2 reizes labaks neka meldonija efekts

(Sesti, 2006). Papildus tam Metil-GBB lictoSana uzlaboja zurku izdzivoSanu
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perioda 24 stundas p&c miokarda infarkta in vivo. Kopuma Metil-GBB ir par
meldoniju ieverojami spécigaks kardioprotektivs savienojums.

Metil-GBB  lietoSana samazindja L-karnifina pieejamibu  un
acil-karnitinu veidoSanos un tada veida samazinaja ari palmitata oksidaciju
izolétos mitohondrijos, peroksisomds un izoléta sirdi. Sis farmakologiskas
pieejas galvena priekSrociba ir tieSa gark€zu acil-karnitinu izraistto
mitohondriju bojajumu samazinaSana i$€miska sirdl. Reperfiizijas laika péc
Metil-GBB lietosanas TS metabolisms sirdi nebija samazinats. Kamér
aizsardziba no garkézu acil-karnitinu uzkraSanas izraisita bojajuma ir svariga
isemijas laika, kad skabekla piegade ir ierobezota, tikmér TS metabolisma
stimul&$ana reperfiizijas laika palidz atjaunot energijas razoSanu sirdi.

Stimuléta glikozes oksidacija i§€mijas laika ir labveliga, jo tas samazina
protonu veidosanos un ATF razosanai nepiecieSamo skabekla daudzumu
(Ussher, 2012). Musu pétijuma noverojam, ka péc Metil-GBB lietoSanas
samazinatais garkeiu acil-karnifinu daudzums un kaveta TS oksidacija
izraisa glikozes metabolisma stimuldciju sirdi. legitie rezultati liecina, ka
samazinats infarkta izmérs vismaz dal&ji saistits ar batiski stimulétu glikozes un
laktata oksidaciju.

Kopuma iegiitic rezultati liecina, ka Metil-GBB lietoSana ir
kardioprotektiva un uzlabo dzivnieku izdzivoSanu, kavgjot TS oksidaciju un

stimulgjot glikozes metabolismu.
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4. SECINAJUMI

Sirds i§€mijas-reperfiizijas bojajums ir mazaks peéc &Sanas, jo $aja stavokli
ir stimul@ta glikozes un laktata oksidacija un samazinata TS slodze.
Garkézu acil-karnitinu koncentracija nosaka mijiedarbibu starp glikozes
(piruvata/laktata) un TS metabolismu sirds mitohondrijos, turklat gark&zu
acil-karnitiu uzkrasanas pasliktina glikozes metabolismu.

Natrija pivalats izraisa izmainas L-karnitina homeostazg, bet neietekmé
sirds funkcionalitati, lai gan pivalats vai ta metaboliti tieSi boja
mitohondriju energijas metabolismu. Tapéc pivalats nav piemé&rots
farmakologisks Iidzeklis, lai samazinatu L-karnitina un acil-karnitinu
pieejamibu.

Salidzinot ar selektivu BBOX kavéSanu, selektiva OCTN2 kavéSana ir
daudz efektivaks veids, lai samazinatu L-karnitina daudzumu un sasniegtu
kardioprotektivo efektu.

Metil-GBB, kas ir jauns BBOX un OCTN2 inhibitors, samazinot
L-karnitina pieejamibu, efektivi samazina acil-karnitinu koncentracijas
sirdi un mitohondrijos, kave taukskabju oksidaciju un vienlaicigi stimulé
glikozes oksidaciju sirds audos. Metil-GBB ir kardioprotektivs

savienojums, kas uzlabo izdzivosanu péc miokarda infarkta.
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