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KOPSAVILKUMS

1,4-dihidropiridini (1,4-DHP) ir organiskie savienojumi, kuru pamata ir piridina
gredzens. 1,4-DHP atvasinajumiem ir novérotas gan antioksidativas, gan DNS reparaciju
veicinoSas aktivitates, kam varétu but perspektivas medicina. Pirma tipa cukura diab&ta un ta
komplikaciju attistiba ir saistita ar oksidativa stresa izraisitiem $tnu bojajumiem. Tie veicina
DNS vienpavediena un divpavedienu parravumu veidosanos, ka arT ietekmé proteasomalo
degradaciju. ArT HIV-1 Tat proteins $tinas rada DNS bojajumus.

S1 darba merkis bija noskaidrot 1,4-DHP atvasinajumu ietekmi uz DNS reparacijas un
proteolizes enzimu ekspresiju zurkas cukura diabéta modelsisttma un DNS divpavedienu
parravumu ltmeni ar Tat proteinu transficétos B-limfocitos.

Darba tika noteikta 1,4-DHP atvasinajumu — metkarbatona, etkarbatona, J-9-125,
glutapirona, AV-153-Na un AV-153-Ca — ietekme dazados zurku organos streptozotocina
(STZ) inducéta 1. tipa cukura diab&ta modeli uz PARP1 un H2AX proteinu un génu
ekspresiju, ka ar1 Xdh géna un vairaku proteasomas subvienibu génu (Psma3, Psma6, Psmb5
un Psmc6) ekspresiju. Aloksana inducéta 1. tipa diab&ta modeli minéto génu ekspresija tika
noteikta abu AV-153 salu klatbiitné. Papildus tam tika analizéta AV-153-Na, AV-153-Ca,
AV-153-Mg, AV-153-K, metkarbatona, J-9-125, glutapirona un PP-544-Na ietekme uz DNS
divpavedienu parravumu veidoSanos B-limfocitos, kas ir transficéti ar Tat proteinu.

legttie dati liecina, ka vairumam analizéto 1,4-DHP atvasinagjumu ir stimulgjosa
ietekme uz Parpl, Xdh un proteasomalo génu ekspresiju diab&tisku Zurku niergs. Zurku asinis
etkarbatons un glutapirons samazina diabéta paaugstinato Parpl, H2ax un Xdh génu
ekspresiju. Proteasomu génu ekspresiju diab&tisku zurku asinis, kas ir palielinata tikai Psma3
géna gadijuma, samazina etkarbatons, bet palielina AV-153-Na. Aknas diab&ta izraisiSana
samazina H2ax un Psma3 génu ekspresijas limenus, bet AV-153-Na un AV-153-Ca uzrada
stimul&josu ietekmi uz Parpl, H2ax un dalu no proteasomu subvienibu g€nu ekspresiju.
PARPI1 proteina ekspresija STZ diab&ta modeli ir paaugstinata nier€s, sirdi un nervos;
AV-153-Na to normalizé. Skelta PARPI ekspresija ir palielinata visos pétitajos organos;
etkarbatons to lielakoties pazemina, bet metkarbatons ir efektivs sirds audos. Proteina YH2AX
ekspresija diab&ta modeli ir palielinata sirdi. AV-153-Na to samazina, bet etkarbatons
palielina gan sirdi, gan nierés.

Visi analizétie 1,4-DHP atvasinajumi samazina yH2AX fokusus ekspong&joso
B-limfocitu procentualo daudzumu péc Tat proteina transfekcijas.

Var secinat, ka 1,4-DHP atvasinajumi sp&j modulét DNS reparacijas un proteolizes
enzimu génu un proteinu ekspresiju zurkas cukura diab&ta modeli, uzradot atskirigu ietekmi
dazados organos un iesp&jamu terapeitisku efektu. Turklat Sie savienojumi pasarga DNS
molekulu no Tat proteina izraisitiem bojajumiem in vitro.

Atslegvardi: 1,4-dihidropiridina atvasinajumi, cukura diab&ts, DNS reparacija,

proteolize, Tat proteins



ABSTRACT

1,4-dihydropyridines (1,4-DHPs) are pyridine ring-based organic compounds. 1,4-DHPs
possess both antioxidative and DNA repair promoting properties, that could be perspective in
medicine. Development of type 1 diabetes mellitus and its complications is related to
oxidative stress-induced cell damage. It causes formation of single-strand and double-strand
DNA breaks and stimulates proteasomal degradation. HIV-1 Tat protein is also involved in
formation of DNA breaks.

The aim of the work was to determine the effect of 1,4-DHP derivatives on expression
of DNA repair and proteolysis enzymes in diabetic model rats and on DNA double-strand
break level in Tat transfected B-lymphocytes.

We determined the effect of 1,4-DHP derivatives — metcarbatone, etcarbatone, J-9-125,
glutapyrone, AV-153-Na and AV-153-Ca — in different organs of rats in streptozotocin (STZ)
model of type 1 diabetes on PARP1 and H2AX protein and gene expression, as well as Xdh
gene and several proteasomal gene (Psma3, Psma6, Psmb5 un Psmc6) expression levels. In
alloxan model of type 1 diabetes, we determined the expression of selected genes in presence
of both AV-153 salts. Additionally, we analysed the effect of AV-153-Na, AV-153-Ca,
AV-153-Mg, AV-153-K, metcarbatone, J-9-125, glutapyrone and PP-544-Na on formation of
DNA double-strand breaks in B-lymphocytes transfected with Tat protein.

According to our results, most of the analysed 1,4-DHP derivatives stimulate the
expression of Parpl, Xdh and proteasomal genes in diabetic rat kidneys. In blood of the rats,
etcarbatone and glutapyrone lowered the expression of Parpl, H2ax and Xdh genes that was
increased by diabetes. In blood of diabetic rats, proteasomal gene expression, which was
increased only for Psma3 gene, was lowered by etcarbatone, but increased by AV-153-Na. In
liver, induction of diabetes lowered the expression of H2ax and Psma3, but AV-153-Na and
AV-153-Ca stimulated the expression of Parpl, H2ax and some of the proteasomal genes. In
STZ model of diabetes, the expression of PARP1 protein was increased in kidneys, heart and
nerves; AV-153-Na normalised it. The expression of cleaved PARP1 protein was increased in
all analysed organs of diabetic rats; etcarbatone mostly lowered it, but metcarbatone was
effective in heart tissues. The expression of yH2AX protein was increased in heart of diabetic
rats. AV-153-Na lowered it, but etcarbatone — increased the expression of this protein both in
heart and kidneys. All analysed 1,4-DHP derivatives lowered the percentage of
B-lymphocytes exhibiting yH2AX foci after transfection with Tat protein.

We conclude that 1,4-DHP derivatives can modulate the expression of genes and
proteins of DNA repair and proteolysis enzymes in diabetic model rats with different effect in
various organs, indicating possible therapeutic effect. Furthermore, these compounds protect
DNA from Tat protein induced damage in vitro.

Keywords: 1,4-dihydropyridine derivatives, diabetes mellitus, DNA repair, proteolysis,
Tat protein
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SAISINAJUMI

1,4-DHP 1,4-dihidropiridini

1TCD 1. tipa cukura diabéts

2TCD 2. tipa cukura diabéts

AGE paatrinatas glikozilé$anas gala produkti (advanced glycation end-products)

ADP adenozina difosfats

AlF apoptozi-inducgjosais faktors

ATP adenozina trifosfats

Ca?* kalcija jons

CD cukura diabgts

cDNS komplementara (complementary) dezoksiribonukleinskabe

c-PARP1 Skelta poli(ADP-ribozes) polimeraze (cleaved poly (ADP-ribose)
polymerase 1)

DNS dezoksiribonukletnskabe

El ubikvitinu aktivéjoSais enzims

E2 ubikvitinu konjuggjosais enzims

eNOS endoteliala slapekla oksida sintaze

Fe2* dzelzs jons

GAPDH gliceraldehida 3-fosfata dehidrogenaze

GLUT2 glikozes transportétajproteins 2 (glucose transporter 2)

GSH glutations

HD spiralveida doméns (helical domain)

HIV-1 cilvéka imtndeficita viruss 1 (human immunodeficiency virus 1)

HLA cilveka leikocttu antigéns (human leukocyte antigen)

H2AX histona H2A variants X

H20:2 tdenraza peroksids

INOS inducgjama slapekla oksida sintaze

LOSI Latvijas Organiskas sintézes institiits

MGO metilglioksals

MRNS matricas ribonukleinskabe

Na* natrija jons

NAD nikotinamida adenina dinukleotids

NAD* nikotinamida adenina dinukleotida oksidéta forma

NADH nikotinamida adenina dinukleotida reducéta forma

NADPH nikotinamida adenina dinukleotida fosfats

NCBI Nacionalais Biotehnologijas informacijas centrs (National Center for
Biotechnology Information, ASV; www.ncbhi.nlm.nih.gov)

NF-xB kodola faktors kappa B (nuclear factor kappa B)

NO’ slapekla oksids



O-GIcNAc
O-GIcNAcaze
OH*
ONOO
O

Y
PARIilésana
PARP
PSMAS3
PSMAG6
PSMB5
PSMC6
RNS

ROS

RV

SD

STZ

Tat

TBS

UPS

XDH

X0

XOR
Zn1-3
YH2AX

O-saistitais N-acetilglikozamins

O-saistita N-acetilglikozamina-selektiva N-acetil-p-D-glikozaminidaze
hidroksilradikalis

peroksinitrits

superoksida anjons

statistiska ticamiba

poli(ADP-ribozil)ésana

poli(ADP-ribozes) polimeraze

proteasomas alfa tipa 3. subvieniba

proteasomas alfa tipa 6. subvieniba

proteasomas beta tipa 5. subvieniba

19S regulatora kompleksa AAA-ATPazes subvieniba Rpt4
ribonukleinskabe

reaktivie skabekla radikali (reactive oxygen species)
relattvas vienibas

standartnovirze (standard deviation)
streptozotocins

virusu replikacijas trans-aktivators

Tris bufera sals

ubikvitina-proteasomu sistéma

ksantina dehidrogenaze (xanthine dehydrogenase)
ksantina oksidaze (xanthine oxidase)

ksantina oksidoreduktaze (xanthine oxidoreductase)
cinka pirksti 1-3

fosforilétais histona H2A variants X



IEVADS

1,4-dihidropiridini (1,4-DHP) ir organiskie savienojumi, kuru pamata ir piridina
gredzens. Latvijas Organiskas sintézes institita ir sintezéti 1,4-DHP atvasinajumi, kuriem
nepiemit klasiska Ca®" kanalu agonistu/antagonistu aktivitate. Tiem var novérot gan
antioksidativas, gan DNS reparaciju veicinoSas aktivitates (Ryabokon et al., 2005). Sai
1,4-DHP atvasinajumu grupai varétu piemist DNS reparacijas un proteolizes enzimu
ekspresiju modificéjosas ipasibas, kas butu nozimigas tadas patologijas ka cukura diabéts
gadijuma. Pirma tipa cukura diab&ts sakas ar -Siinu navi un tam seko komplikacijas, kas skar
dazadus organus — acis, sirdi, nieres un citus. Viena no izplatitakajam mikrovaskularajam
komplikacijam 1. tipa cukura diabéta pacientiem ir diab&tiska nefropatija, kas veidojas ~ 30 %
gadijumu (Gross et al., 2005).

Cukura diabéta attistibas gaita palielinata glikozes koncentracija veicina Udenraza
peroksida, superoksida anjonu un peroksinitrita veidosanos, kas ir c€lonis DNS bojajumiem.
Tie savukart aktivé poli(ADP-ribozes) polimerazi 1 (PARP1) wun pastiprina
poli(ADP-ribozil)eésanu, tadgjadi izmainot gan endoteliala ATP daudzumu, gan piridina
nukleotidu ITmeni, tai skaita nikotinamida adenina dinukleotida fosfata Itmeni (Garcia-Soriano
et al., 2001). Kaut ari PARPI1 ir iesaistita DNS bojajumu reparacija, tas parmériga
aktivizeésana var izraisit patologiskas izmainas organisma, tostarp veicinat diabgtisko
komplikaciju attistibu (Obrosova et al., 2004a).

Pirma tipa cukura diabéta gadijuma pacientiem limfocitos oksidativa stresa dél
palielinas fosforiléta histona H2A varianta X (H2AX) daudzums, kas norada uz aktivu DNS
divpavedienu parravumu reparaciju (Giovannini et al., 2014). Viens no reaktivo skabekla
radikalu avotiem diab&ta laika ir ksantina oksidoreduktaze, kas purinu degradacijas
noslédzosajos solos katalizé hipoksantina oksidaciju par ksantinu un ksantina oksidaciju par
urinskabi (Chung et al., 1997). Diabéta laika $aja reakcija pastiprinati veidojas superoksida
radikalis (Matsumoto et al., 2003).

Augstam glikozes Iimenim ir tiess biologisks efekts uz proteasomu funkcijam. Sakotngji
tas tiek pastiprinatas, nodrosinot Tslaicigu aizsardzibu pret oksidativo stresu, bet ilgstoSa
diabéta stavokla del proteasomu funkcijas tiek trauc€tas un var novérot bojatu proteinu
uzkrasanos $tnas (Li et al., 2017).

Ar1 citu slimibu izraisitaji ir saistiti ar oksidativa stresa raditiem bojajumiem, piem&ram,
HIV-1, kur viens no oksidativa stresa avotiem ir virusu replikacijas trans-aktivators (Tat)
proteins (Price et al., 2005). Tat proteins izraisa DNS bojajumus un genoma nestabilitati,
turklat tas var iekltt tados Stinu tipos, ko neskar HIV infekcija, pieméram, B-limfocitos, kas ir

iemesls B limfomu attistibai HIV pacientiem (ElI-Amine et al., 2018).
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ST pétijuma rezultati sniedz informaciju par 1,4-DHP atvasinajumu ietekmi Uz génu un
proteinu ekspresiju, kas ir saistiti ar DNS reparaciju un proteasomalo degradaciju cukura
diab&ta modeli, ka ari DNS divpavedienu parravumu veidosanos B-limfocitos, kuri ir
transficéti ar Tat proteinu.

Promocijas darba eksperimentala dala ir izstradata Latvijas Universitates Biologijas
institiita Genomikas un bioinformatikas laboratorija un Latvijas Universitates Medicinas
fakultates Medicinas biokimijas katedra. P&tjjuma in vitro eksperimenti ir veikti Gustave

Roussy instittita, Villejuif, Francija.
Darba meérkis

Noskaidrot 1,4-dihidropiridina atvasinajumu ietekmi uz DNS reparacijas un proteolizes
enzimu ekspresiju zurkas cukura diab&ta modeli un DNS divpavedienu parravumu veido$anos

B-limfocitos ar transfic€tu Tat protetnu.
Darba uzdevumi

1. Izpetit 1,4-dihidropiridina atvasinajumu — metkarbatona, etkarbatona, J-9-125,
glutapirona, AV-153-Na un AV-153-Ca — ietekmi zurku organos cukura diab&ta modeli
uz Parpl géna, ka ari PARP1 un skelta PARP1 proteina ekspresiju.

2. Noteikt 1,4-dihidropiridina atvasinajumu — metkarbatona, etkarbatona, J-9-125,
glutapirona, AV-153-Na un AV-153-Ca — ietekmi zurku organos cukura diab&ta modeli
uz H2ax géna un fosforiléta H2AX proteina ekspresiju.

3. Izpétit 1,4-dihidropiridina atvasinajumu — metkarbatona, etkarbatona, J-9-125,
glutapirona, AV-153-Na un AV-153-Ca — ietekmi zurku organos cukura diabéta modeli
uz Xdh géna ekspresiju.

4. Noteikt 1,4-dihidropiridina atvasingjumu — metkarbatona, etkarbatona, J-9-125,
glutapirona, AV-153-Na un AV-153-Ca — ietekmi zurku organos cukura diabéta modeli
uz Psma3, Psma6, Psmb5 un Psmc6 génu ekspresiju.

5. Izpétit 1,4-dihidropiridina atvasinagjumu — AV-153-Na, AV-153-Ca, AV-153-Mg,
AV-153-K, metkarbatona, J-9-125, glutapirona un PP-544-Na — ietekmi uz DNS

divpavedienu parravumu veidosanos B-limfocitos, kas ir transficéti ar Tat proteinu.
Darba hipoteze

1,4-dihidropiridina atvasinajumiem ir modul&joss efekts uz DNS reparacijas un
proteolizes enzimu génu un proteinu ekspresiju cukura diab&ta modeli un DNS molekulu
pasargajosa ietekme pret Tat proteina izraisitiem bojajumiem.
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1. LITERATURAS APSKATS

1.1. 1,4-dihidropiridini
1.1.1. 1,4-dihidropiridinu raksturojums

1,4-dihidropiridini (1,4-DHP) ir liela grupa ar strukturali daudzveidigiem, nelieliem
organiskiem savienojumiem, kuru pamata ir piridina gredzens (1.1. att.). No kimiska viedokla
1,4-DHP ir sintétiski, hidrogenéti, N-heteroaromatiski savienojumi. Galvena t0 iezime ir
iespgja veikt aizvietoSanu kada no seSu atomu vietam, ieglistot dazadus atvasinajumus

(Khedkar and Auti, 2014; Velena et al., 2016).

1.1. attéls. 1,4-dihidropiridina struktiira. R — ogliidenrazu atlikumi (loan et al., 2011).

1,4-DHP piemit brivo radikalu savacgju un antioksidantu ipaSibas; tie ir iesaistiti gan
atgriezeniskajas, gan neatgriezeniskajas reducésanas-oksidesanas reakcijas. UdenraZza donori,
pieméram, tioli, amini, fenoli, darbojas ka antioksidanti, galvenokart inhib&ot dazadu
kimisku mérku oksidéSanu. Ta ka 1,4-DHP piemit ievérojama tidenraza atdoSanas spgja, tad
tie var darboties ka inhibitori brivo radikalu reakcijas. Tos klasificé ka dihidropiridinu tipa
antioksidantus (Velena et al., 2016).

Lidzigi ka superoksida dismutazes, 1,4-DHP parveido superoksida radikali (O2") par
tdenraza peroksidu (H207), kas $tnam ir mazak toksisks (1.2.att.). 1,4-DHP gredzena
N-pozicija esoSais idenraza atoms superoksida radikala klatbiitng tiek atbrivots ka protons, un
tas var darboties ka O2" savacgjs. Primari veidojas 1,4-DHP anjons un hidroperoksilradikalis
(HO2"). 1,4-DHP anjons oksidgjas un talaka reakcija ta 4. pozicija esoSais tidenradis reage ar

HO-'". Reakcijas galaprodukti ir aromatiskais piridins un H2O> (Ortiz et al., 2004).
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1.2. attels. 1,4-dihidropiridinu oksidéSanas mehanisms. R — oglidenrazu atlikumi; HO2" —
hidroperoksilradikalis; HO2" — hidroperoksilanjons; H>O» — tdenraza peroksids; O2" —

superoksida radikalis; O2™ — superoksida anjona radikalis (Ortiz et al., 2004).

Udenraza peroksidu $tnas neitralizé peroksidazes un katalazes. Tomér atkariba no
struktras, devas un apstakliem, 1,4-DHP var darboties ari ka prooksidanti (Velena et al.,
2016). 1,4-DHP udenraza atoma atdo$anas mehanisma raksturigas iezimes ir vérojamas tadu
svarigu $iinas procesu pamata ka metabolisms un energijas piegade, kas ietver nikotinamida
dinukleotidus (NAD) un to fosfatus (NADH 2 NAD, NADPH 2 NADP). 1,4-DHP
molekulu var uzskatit ka 1,4-dihidronikotinamida analogu (Matern et al., 2007).

1,4-DHP medicina tika ieviesti vairak neka pirms 45 gadiem, un Sobrid lietosana ir
daudzi medikamenti, kuru pamata ir 1,4-DHP gredzens. 1,4-DHP ir multifunkcionalas
molekulas, un tiem piemit dazadas farmakologiskas aktivitates: antioksidantu aktivitate,
antihipertensiva aktivitate, vazodilatora aktivitate, antianginala aktivitate, antituberkulara
aktivitate, pretickaisuma aktivitate, antibakteriala aktivitate, antikonvulsantu aktivitate,

pret¢tlu aktivitate un citas (Cataldi and Bruno 2012, Swarnalatha et al. 2011). Dala no
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1,4-DHP spgj ieklut mitohondrijos un neitralizét reaktivos skabekla radikalus (reactive oxygen
species, ROS), kas pastiprinati veidojas mitohondriju bojajumu gadijuma. Tadgjadi 1,4-DHP
novérS oksidativos bojajumus (Zhang et al., 2017). Rezultata uzlabojas mitohondriju
funkcijas, kas, pieméram, taukainas diCtas laika pasarga peles no aptaukoSanas, ka ari §Im
pelém uzlabo veselibu un pagarina miza ilgumu (Valente et al., 2016).

Visplagak 1,4-DHP ir zinami ka L-tipa Ca?* kanalu ligandu klase. Atkariba no savas
struktiiras, tie var darboties gan ka agonisti, kas sekmé Ca?* kanala valgju stavokli, gan ka
antagonisti, kas sekmé& neaktivu stavokli. Papildus struktiirai, 1,4-DHP specifisko darbibu
nosaka arT membranas potencials, stimulacijas biezums un kanala konformacija, tadel dazi no
1,4-DHP var mainit savu darbibas veidu no agonista uz antagonistu un otradi (Hockerman et
al., 1997). 1,4-DHP spgja inhibét Ca?* pliismu paver iespéjas izmantot $0s savienojumus,
pieméram, kardiovarsularo slimibu arstéSanai: hipertensijai, stenokardijai u.c. (Cataldi and
Bruno, 2012).

Dazi no Ca®* kanalu antagonistiem ar terapeitiskam Tpasibam ir, piem&ram, felodipins,
nifedipins, cerebrokrasts, amlodipins. Felodipina antioksidativas 1pasibas izpauzas, inhibgjot
brivo radikalu producésanu gludas muskulatiiras $iinas gan diab&ta apstaklos, gan iekaisuma
laika (Hishikawa and Luscher, 1998). Nifedipins darbojas ka arterialais vazodilators. Tas
saistas pie L-tipa Ca®" kanaliem arteridlajos audos, novérs Ca®* jonu iepliisanu, tadgjadi
veicinot vazodilataciju un skabekla piegadi miokardam (Snider et al., 2008). Cerebrokrastam
ir pretiekaisuma efekts zurku kepas ttiskas modeli. Tas inhibé interleikinu un neirotoksisku
produktu sekréciju no kultivétam cilvéka monocitu $tunam (Klegeris et al., 2002).
Cerebrokrasts pasarga mitohondrijus no oksidativiem bojajumiem, darbojoties ka ieksgjo
membranu anjonu kanalu inhibitors, tad&jadi tam ir terapeitisks potencials patologijas, kas
saistitas ar oksidativo stresu (Fernandes et al., 2003). Amlodipins novér$ palielinatu

asinsspiedienu zurkam ar insulina rezistenci (Okamura et al., 2014).
1.1.2. 1,4-dihidropiridina atvasinajumi bez Ca?" kanalu antagonistu aktivitates

Latvijas Organiskas sintézes institiita (LOSI) ir sintez&ti 1,4-DHP atvasinajumi, kuriem
nepiemit klasiska Ca?* kanalu agonistu/antagonistu aktivitate. Tipisks $0 savienojumu
parstavis ir glutapirons, kuram DHP gredzena 4. pozicija ir pievienota “briva” aminoskabes
dala: dinatrija glutamats, savukart pasa DHP gredzena ir inkorporéta y-aminosviestkabe. Abas
aminoskabes savieno peptidu saite, tadgjadi glutapirons strukturali atgadina dipeptidu. Tas
varétu skaidrot ta farmakologiskas pasibas un atskiribu no klasiskajiem Ca?* kanalu

agonistiem/antagonistiem, pieméram, tam nepiemit biitiska hipotensiva vai hipertensiva
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aktivitate. Turklat glutapironam ir loti zema toksicitate (Misane et al., 1998). In vivo
eksperimentos glutapirons ir uzradijis neiroaizsargajoSas ipasSibas ar ilgtermina efektivitati
(Klusa and Gérmane, 1996). Savukart in vitro eksperimentos ar dalgji bojatiem, uzbriedusiem
mitohondrijiem tas samazinaja adenozina trifosfata (ATP) izraisito kontrakciju amplitidu un
azidotimidina induc@to agregaciju, kas norada uz glutapirona potencialu novérst dazadas
miopatijas (Veléna et al., 1997).

Ari citiem 1,4-DHP atvasinjumiem bez Ca?* kanalu antagonistu aktivitates piemit
farmakologiskas, tai skaita antidiabétiskas, Tpasibas. Metkarbatons un J-9-125 streptozotocina
(STZ) inducéta cukura diabéta modeli Zurkas ir uzradijis sp&ju mazinat DNS vienpavediena
parravumus periféro asinu baltajas Stnas (Rostoka, 2015). Savukart AV-153 ir ne tikai
antioksidativs, bet arT antimutagéns savienojums un DNS reparacijas veicinatajs (Ryabokon et
al., 2005). AV-153 natrija sals samazina peroksinitrita producétus DNS bojajumus $tinu
kultara. Tas interkale DNS molekulas bojajuma vieta, aktivizéjot DNS ekscizijas reparacijas
enzimus (Leonova et al., 2018).

Nemot véra augstak aprakstitas TpaSibas, $ai 1,4-DHP atvasinajumu grupai varétu
piemist modulgjosa ietekme uz DNS reparacijas un proteolizes enzimu ekspresiju, kas butu
nozimiga tadas patologijas ka cukura diabéts gadijuma. Saja darba aprakstitajam pétijumam
sadarbiba ar LOSI zinatniekiem tika izveleti devini 1,4-DHP atvasinajumi: metkarbatons,
etkarbatons, glutapirons, J-9-125, AV-153-Na, AV-153-Ca, AV-153-Mg, AV-153-K un
PP-544-Na. Tie iepriek§ bija raksturoti, izmantojot fizikali-kimiskas metodes (protonu
magnétisko rezonansi, oglekla-13 magnétisko rezonansi, infrasarkano spektroskopiju,
Skidrumu hromatografiju-masspektrometriju, elementaranalizi) un in vitro eksperimentus, un

tie bija ieteikti talakai izp&tei ka potenciali aktivie savienojumi.
1.2. DNS reparacija

Kaut arT genétiskas variacijas ir nozimigas evoliicijas noris€, tomér individa izdzivosanu
nodro§ina genétiska stabilitate, kuras uztur€Sana svariga loma ir atbilstoSam DNS
metabolismam: gan precizai DNS replikacijai, gan DNS reparacijai bojajumu gadijuma. Uz
DNS reparacijas nozimi norada lielais iesaistito enzimu daudzums, pieméram, bakteriju un
raugu genomos vairaki procenti kod€josas kapacitates ir versti tieSi uz DNS reparacijas
funkcijam (Alberts et al., 2005).

DNS reparacijas galvenie veidi ir 1) bazu ekscizijas reparacija, kuras laika enzimi DNS
glikozilazes atpazist bojatas, pieméram, deaminétas, bazes DNS molekula un katalizé to

hidrolitisku aizvakSanu, kam seko DNS polimerazes un DNS ligazes vadita bazes
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aizvietoSana, un 2) nukleotidu ekscizijas reparacija, kas aktiviz€jas dazadu DNS struktiiras
izmainu laika, pieméram, ja veidojas pirimidinu diméri (timins-timins, timins-citozins,
citozins-citozins) — bojajuma vieta no abam pusém DNS pavediens tiek skelts un aizvakts;
DNS polimeraze un DNS ligaze aizpilda radusos tukSumu (Alberts et al., 2005).

Viens no DNS bojajumu celoniem ir oksidativais stress. Tas veidojas gan Stnu
metabolisma laika, gan argjas vides stimulu ietekmé& (ultravioleta radiacija, joniz€josa
radiacija, medikamenti), un to veicina iekaisuma reakcijas. Hidroksilradikali reagg ar
puriniem un piridiniem, piesaistoties pie dubultajam sait€m, ka ar1 atdalot fidenraza radikali
no timina metilgrupas un 2’-dezoksiribozes oglekla-tidenraza saitém (Dizdaroglu, 2012).

Oksidativie bojajumi var izraisit genétisko nestabilitati, kas ietekmeé dazados Sitnu
procesos iesaistitus protetnus: S$iinas cikla reguléSana, hromosomalaja stabilitateé, DNS
replikacija. Nespgja noverst DNS bojajumus var izraisit citotoksicitati, mutagenézi un $tnu
navi (Dizdaroglu, 2012). Cilvékiem samazinata DNS reparacijas kapacitate ir saistama ar
daudzam slimibam, pieméram, vairakiem v&za veidiem, leikémiju, limfomam, neirologiskam
anomalijam, iedzimtam anomalijam (Alberts et al., 2005).

DNS metabolisma ir iesaistiti dazadi enzimi, tai skaitd Saja darba talak aprakstitie:
poli(ADP-ribozes) polimeraze 1, H2A histonu dzimtas parstavis X un ksantina

oksidoreduktaze.

1.3. Poli(ADP-ribozes) polimeraze 1

1.3.1. Poli(ADP-ribozes) polimerazes 1 raksturojums

DNS reparacija ir iesaistiti poli(ADP-ribozes) polimerazes (PARP) proteini. Organisma
PARP veic mérkproteinu poli(ADP-ribozil)ésanu (PARilésanu): péc mérkproteinu translacijas
PARP proteini parnes negativi ladétas ADP-ribozes grupas no donora oksidétas nikotinamida
adenina dinukleotida (NAD") molekulas uz mérkproteinu glutamata, asparaginskabes un
lizina atlikumiem. Sadi tiek kontroléti dazadi $inas procesi — $tnu dali$anas, RNS
interference, transkripcijas regulacija, mitohondriju funkcijas, DNS reparacija. Kopuma ir
vismaz 17 PARP dzimtas proteini, kas ir sadaliti Cetras apakSdzimtas: DNS-atkarigie PARP,
tankirazes, CCCH (Cys-Cys-Cys-His) PARP, un makro-PARP. Siem proteiniem atskiras
enzimatiska aktivitate; dazi ir neaktivi. PARP1 pieder DNS-atkarigo PARP proteinu
apaksdzimtai (Gibson and Kraus, 2012).

Pec NCBI datubazes datiem cilvéka PARP1 géns ir lokalizéts 1. hromosomas gara pleca
42.12 pozicija (1g42.12). Sim génam ir 23 eksoni, ta mRNS ir 3978 bp gara; tas kode

1014 aminoskabes lielu proteinu. Cilvéka PARP1 géna ortologs ir atrodams citos dzivniekos,
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tostarp eksperimentos plasi izmantotajas zurkas. Arl Saja darba aprakstitaja pétijuma ka
modeldzivnieki bija izvéletas Zurkas. Zurkam Parpl géns atrodas 13. hromosomas gara pleca
26. pozicija (13926). Ta pat ka cilvékam, arT zurku Parpl géns sastav no 23 eksoniem un ta
kodétais proteins ir 1014 aminoskabes gar§, bet mMRNS ir 3571bp gara
(https://www.ncbi.nlm.nih.gov).

PARP1 ir kodola proteins, kas parsvara atrodas neaktiva stavokli, konstitutivi saistijies

ar hromatinu, un sastav no vairakiem funkcionaliem doméniem (Muthurajan et al., 2014).

PARP1 struktara ir ilustréta 1.3. attéla.

1.3. attels. Poli(ADP-ribozes) polimerazes 1 (PARP1) struktiira. (A) Neaktiva stavokIi.
(B) PARiléta. Dazadas krasas noraditi PARP1 doméni: Zn1-3 — cinka pirksti 1-3; BRCT —
kriits véza tipa C-gala (Breast cancer type 1 C-Terminus) doméns; WGR — triptofans (W),
glicins (G) un arginins (R); HD - spiralveida doméns (helical domain); ART -
ADP-riboziltransferazes doméns; sarkanas linijas — poli(ADP-ribozes) kédes (Sultanov et al.,
2017).

PARP1 N-gala atrodas divi homologi cinka pirkstu doméni (Znl un Zn2), kas atpazist
konkrétas DNS struktiiras — vienpavediena un divpavedienu parravumus un nukleosomu
linkera DNS. Zn2 ir savienots ar cinka pirkstu 3 (Zn3), kas piedalas PARP1 aktivé$ana un var
saistities ar vienpavediena RNS. Nakamais ir BRCT (kriits véza tipa C-gala, Breast cancer
type 1 C-Terminus) doméns, kas atrodas PARP1 centralaja dala un ir iesaistits
automodifikacija un PARP1 mijiedarbiba ar citiem enzimiem. Tam seko WGR (W -
triptofans, G — glicins un R — arginins) doméns, kas piedalas DNS saistiSana un DNS
bojajumu atkarigai aktivéSanai nozimigaja starpdoménu kontaktu veidosana (Huambachano et
al., 2011; Dawicki-McKenna et al., 2015).

PARP1 C-gala atrodas katalitiskais doméns, kas piedalas ADP-ribozes sintéz€. Tas
sastav no diviem apakSdoméniem - spiralveida doména (helical domain, HD) un
ADP-riboziltransferazes (ART) doména, kas satur aktivo saitu (Ruf et al., 1996). HD darbojas

ka autoinhibitors doméns: normalos apstaklos tas bloké NAD" saistiSanos ar PARP1, tadgjadi
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inhib&jot ART katalitisko aktivitati. Savukart, kad PARP1 saistas pie DNS bojajuma, HD
lokali atlokdas un partrauc autoinhibiciju (Dawicki-McKenna et al., 2015). Tad NAD"
klatbutné notieck PARP1 automodificéSanas — auto-PARiléSana. DNS reparacijas proteini,
kuriem ir PAR-saistiSanas doméni, saistas pie ADP-ribozes kédém, tad€jadi nonakdami
bojajuma vieta (Pleschke et al., 2000). Par talaku ADP-ribozes poliméru $kel$anu galvenokart
atbildigs ir katabolais enzims poli(ADP-ribozes) glikohidrolaze (Min and Wang, 2009).

Papildus DNS reparacijai PARP1 var darboties ka transkripcijas regulators. DNS
bojajumu laika PARP1 aktivizéjas un $kel NAD®, veidojot nikotinamidu, kas novér§
transkripcijas faktora NF-kB (kodola faktors kappa B, nuclear factor kappa B) subvienibas
p65 deacetiléSanu. Ta ka NF-«kB aktivitate dal&ji tiek reguléta, acetilgjot subvienibu p65, kas
piedalas transkripcijas kompleksa veidosana, tad p65 deacetilacijas noveérSana veicina NF-xB
transkripcionalo aktivésanu (Kauppinen et al., 2013). Kopuma ir vairaki veidi, ka PARPI
piedalas transkripcijas regulésana. PARP1 var darboties ka hromatina struktiiras modulators,
saistoties pie nukleosomam un modific€jot histonu proteinus. Lidzigi ka sekvences specifiskie
DNS saistosie aktivatori vai represori, PARP1 var saistities pie DNS un darboties ka
transkripcijas veicinataju saistoSais faktors. PARP1 funkcioné ari ka transkripcijas
ko-regulators 1idzigi ka klasiskie ko-aktivatori vai ko-represori. Signalu vaditas transkripcijas
atbildes reakcijas PARP1 veicina stimul&joso faktoru piesaisti un inhib&oso faktoru
atbrivosanu. Savukart, darbojoties ka transkripcijas izolatoru komponents, PARP1 ierobezo
transkripcijas veicinataju efektus promoteru rajona vai ar1 aptur heterohromatina izplatiSanos
(Kraus, 2008). Tadgjadi PARP1 ka transkripcijas regulators var but DNS sekvences atkarigs,
atpazistot motivus génu promoteros, vai art DNS sekvences neatkarigs, veicot hromatina
remodelésanu (Ko and Ren, 2012).

Kaut ari PARP1 enzimu darbibai ir Skietami labvéliga ietekme DNS bojajumu
reparacijas Procesos, ta var novest pie stnu bojaejas. Plasi DNS bojajumi izraisa parmerigu
PARP1 aktivésanu ar raksturigu neatgriezenisku NAD*/ATP izstkumu, kas aizsak nekrotisku
Sinu navi. PARP1 inhibitori spg) pasargat Stinas no nekrozes, lidz ar to tiem piemit
terapeitiskas Tpasibas (Ha and Snyder, 1999). PARPI1 vaditai $tinu bojaejai ir daudz kopigu
ipaSibu ari ar apoptotisku $tinu navi. Nozimiga loma ir mitohondrijiem, jo NAD" izsikums
izraisa mitohondriju caurlaidibu, ka rezultata apoptozi-inducgjosais faktors (AlF) translocgjas
no mitohondrijiem uz §tinas kodolu. Tur AIF aizsak kodola kondensaciju, kas noved pie
hromatina fragmentacijas un rezult&jas ar $tinas bojaeju (Yu et al., 2002).

Apoptotiskas $iinas enzimi ar cisteina proteazes aktivitati jeb kaspazes Skel PARPI, ka
rezultata PARP1 zaudé DNS parravumu atpaziSanas funkciju un kliist nejutiga pret DNS

bojajumiem. NAD" vairs netiek patéréta; Stnas saglabajas ATP limenis un tam pietiek
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energijas, lai veiktu aktivo §tinu naves procesu apoptozi, nevis ar energijas izsikumu saistito
nekrozi. Lai gan pétijumos Skelto PARP1 (cleaved poly (ADP-ribose) polymerase 1,
c-PARP1) izmanto ka apoptotisku Stinu markieri, to reiz€m var detektet arl Stnas bez
apoptozes (Soldani and Scovassi, 2002). Janem véra ari tas, ka ne visos apoptotiskos audos
kaspazes spgj skelt PARP1, pieméram, aknu apoptotiskajas $iinas c-PARP1 netiek konstateta
(Jones et al., 1999).

1.3.2. Poli(ADP-ribozes) polimerazes 1 loma patologijas

Parmériga PARP1 aktivéSana ir saistama ar dazadam patologijam, pieméram, ta ir
butiska iezime kardiovaskularu slimibu gadijuma, tadu ka miokarda infarkts un miokarda
iSémija. Farmakologiska PARP1 inhibéSana uzlabo stavokli, pasargdjot kardiomiocitus un
endot€lija Siinas. Plazma samazinas miocitu nekrozes markieru Iimenis un iekaisuma atbildes
reakcijas (Pacher and Szabd, 2007).

Neirodegenerativas slimibas, pieméram, Parkinsona un Alcheimera slimibas, ir saistitas
ar palielinatu oksidativo stresu, kas rezultgjas ar pastiprinatu PARP1 aktivitati. Ta regulé
mitohondrialo disfunkciju un izraisa nervu $inu bojaeju (Martire et al., 2015). Parkinsona
slimibas gadijuma PARP1 géna genétiskajiem variantiem ir aizsargajoss efekts (Infante et al.,
2007). Savukart Alcheimera slimibas gadijuma polimorfismiem PARP1 géna ir asociacija ar
uznémibu pret $o slimibu (Liu et al., 2010). PARP1 inhibitori mazina PARP1 aktivitati un
pasarga nervu §iinas, noverSot PARP1 izraisito mitohondriju disfunkciju un génu ekspresijas
modulacijas (Martire et al., 2015).

PARP1 géna polimorfismiem ir noverota asociacija ar1 ar vairakiem véza veidiem,
pieméram, ar plausu, dzemdes kakla, kunga vézi (Qin et al., 2014). Hepatocelularas
karcinomas pacientiem ir palielinata PARP1 géna ekspresija (Li et al., 2017). Véza gadijuma
notiek tieSa vai netieSa PARP1 mijiedarbiba ar dazadiem onkogéniem proteiniem. PARPI
regulé vairakus transkripcijas faktorus, tadéjadi modul§jot kancerogenézi. PARP inhibitoru
pielietosana inhibé DNS reparaciju, rezultata izraisot véza Stinu bojaeju (Rajawat et al., 2017).

Tadgjadi PARP1 inhibicijai var novérot dualu efektu — no vienas puses inhibitori var
pasargat $iinas, ka tas ir neirodegenerativu slimibu gadijuma, no otras puses tie veicina §tinu
navi, ka tas ir véza gadijuma. Tadel ir rupigi jaapzina PARP1 inhibitoru blakusefekti, lai

izvairitos no veselo $tinu bojaejas terapijas laika (Martire et al., 2015).
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1.4. H2A histonu dzimtas parstavis X

1.4.1. H2AX loma organisma

Vel viens DNS reparacija iesaistits proteins ir histona H2A variants X (H2AX).
Eikariotu $iinas aptuveni 147 bazu paru gari DNS fragmenti 1,7 reizes apvijas ap histonu
oktamériem un veido nukleosomas. Katra nukleosoma sastav no Cetriem pariem loti
konservativu histonu proteinu: H2A, H2B, H3 un H4. Nukleoproteinu kompleksa stabilitati
nodroS§ina Tdenraza saites un hidrofoba mijiedarbiba, ka ari elektrostatiskie savienojumi
(Luger et al., 1997). Papildus DNS arhitektiiras nodro$inasanai, histoni piedalas génu
ekspresija, DNS reparacija, hromosomu segregacija un citos hromosomalos procesos.
Evolicijas cela ir izveidojuSies dazadi histonu varianti. H2B un H4 proteiniem ir viens
variants, savukart H3 un H2A ir vairaki varianti, to skaita ari H2A.X, kuru biezi apzimé ka
H2AX (Henikoff and Smith, 2015).

P&c NCBI datubazes datiem cilvéka H2AX géns ir lokaliz&ts 11. hromosomas gara pleca
23.3 pozicija (11g23.3). Sim génam ir viens eksons, ta mRNS ir 1614 bp gara un tas kode
143 aminoskabes lielu proteinu. Cilveka H2AX géna ortologs ir atrodams citos dzivniekos,
tostarp zurkas, kuram H2ax géns atrodas 8. hromosomas gara pleca 22. pozicija (8q22). Ta
pat ka cilvékam, ar1 zurku H2ax géns sastav no viena eksona un ta kodgtais proteins ir
143 aminoskabes gar$, bet mRNS ir 1330 bp gara (https://www.ncbi.nlm.nih.gov).

Eikariotiem histonu proteini ir vienigie, kuru mRNS nav poliadeniléta. Sie géni ir no
Stinu replikacijas atkarigi, un to 3’ gala poli(A) astes vieta ir cilpas sekvence, kas ir biitiska to
regulacija. Histonu mRNS tiek strauji ekspreséta Stinu daliSanas S fazes sakuma un tiek
uzturéta augsta Itmeni visu S fazi, kamér notiek DNS replikacija. Péc tam §is mRNS
molekulas tiek iznicinatas. Savukart histonu varianti netiek reguléti atkariba no Siinas cikla un
to mRNS ir poliadeniléta. H2AX variantam ir divas formas: S fazes laika ekspreséta mRNS
nav poliadeniléta, bet GO un G1 faz€ tas 3’galam pievieno poli(A) asti. Tas nodroSina, ka
H2AX, kas ir iesaistits DNS bojajumu atpaziSana, tiek konstituivi ekspreséts visa Stnas cikla
laika (Marzluff et al., 2008).

H2AX ir izvietojies histonos visa DNS garuma. Ta fosforiléSanai ir nozimiga loma DNS

reparacija (1.4. att.) (Sadatomi et al., 2013).
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1.4. artels. H2AX fosforileSana un Siinas atbildes reakcija DNS bojajuma gadijuma.
EYA — tirozina fosfotaze; JNK1 — c-Jun N-gala kinaze 1; MDC1 — DNS bojajumu
kontrolpunkta mediators 1 (mediator of DNA damage checkpoint protein 1) (adaptéts no
Sadatomi et al., 2013).

DNS divpavedienu parravuma gadijuma tirozina fosfotaze EYA defosforile H2AX
C-gala tirozinu 142 (Tyr142), kas nestimul@tos apstaklos ir fosforiléts un nelauj reparacijas
faktoriem saistities pie H2AX. Sis notikums sekmé netalu eso$a serina 139 (Serl39)
fosforilésanu, un veidojas fosforilétais H2AX jeb yH2AX (Sadatomi et al., 2013). Tas
izmaina lokalo hromatina struktiru apkart DNS parravuma vietai, nodrosinot piekluvi DNS
bojajumu reparacijas faktoriem (Paull et al., 2000). Fosforiléto H2AX atpazist MDC1 (DNS
bojajumu kontrolpunkta mediators 1, mediator of DNA damage checkpoint 1), kas sasitas pie
YH2AX C-gala. ST kompleksa galvenais uzdevums ir veicinat DNS reparacijas faktoru
uzkrasanos un savstarp&jo mijiedarbibu bojatajos hromatina rajonos (Stucki et al., 2005). Ja
DNS bojajumu nav iesp&jams noveérst, uz H2AX veidojas apoptozi inducgjosais komplekss,
kur viens no proapoptotiskajiem proteiniem ir c-Jun N-gala kinaze 1 (JNKI1), kas atkal
fosforile Tyr142. Ta ka tas kave reparacijas faktoru piesaisti, tad notiek apoptoze (Sadatomi et
al., 2013).

Papildus DNS reparacijai, H2AX piedalas ari citos organismam svarigos procesos,
sakot no embrija attistibas 11dz novecoSanai. Tam ir svariga loma hromatina remodeléSana, ka
arT dzimuma hromosomu kondensacija un transkripcionala inaktivé$ana (Fernandez-Capetillo

et al., 2003). Somatiskajas Stnas sievieSu dzimuma ziditajiem tiek inaktivéta viena no
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X hromosomam — tas tuvuma var detektét palielinatu YH2AX Iimeni (Chadwick and Lane,
2005). Pelém atri dalo$ajas embriju $iinas ir noveérots paaugstinats YH2AX limenis, kaut ar1
nav inducéti nekadi DNS bojajumi. Dazadas Stnu cikla fazes ieverojami svarstas yH2AX
limenis (Ziegler-Birling et al., 2009). Novecojosas Stnas rodas DNS divpavedienu parravumi,
kurus $iinas vairs nesp&j novérst un var vérot YH2AX uzkrasanos (Sedelnikova et al., 2004).

No otras puses, diferencétas $tinas mikroRNS-24 saistas pie HZAX mRNS un nomac ta
translaciju. Tas samazina DNS divpavedienu parravumu reparaciju. Sis efekts varétu bat
saistits ar to, ka DNS divpavedienu parravumi visvairak veidojas replikacijas laika, tapéc
diferencétas Siinas, kur nav S§1 procesa, notiek Stinas resursu ekonoméSana. Ja Siinas, kas
diferencgjas, veic H2AX parekspresiju, tad DNS reparacijas funkcija pilniba atjaunojas (Lal et
al., 2004).

1.4.2. H2AX iesaiste slimibu patogenéze

Cilveka H2AX géns atrodas tada hromosomalaja rajona, kura mutacijas un delécijas ir
saistitas ar dazadu veidu veza attistibu; tas noveéro mieloidas leikémijas un akitas
limfoblastiskas leikémijas laika (Rubnitz et al., 1996). Amplifikacija hromosomas 11ql3
rajona kopa ar H2AX geéna un citu DNS reparacijas faktoru kod€josa 11q distala gala
zaud@Sanu ir raksturiga galvas un kakla plakanstinu karcinomas gadijuma (Parikh et al.,
2007).

Gengtiskas variacijas H2AX géna ietekmé genétisko uznémibu vai aizsardzibu pret
daziem ne-HodZzkina limfomas apakstipiem (Novik et al., 2007). Jonizg&josa radiacija var
samazinat H2AX géna ekspresiju asins $iinas (Zhang et al., 2016).

Papildus v&zim, H2AX ir saistits ar dazadam citam slimibam. Fosforilétais H2AX
veidojas, piemeram, ar vecumu saistitu slimibu gadijuma, liecinot par pastiprinatiem DNS
bojajumiem. To var novérot ari ar vides stresoriem saistitu slimibu gadijuma, pieméram,
D vitamina trikuma laika, un citos organismam nelabvéligos apstaklos (Schurman et al.,
2012).

Fosforileta H2AX fokusu kvantificeSana ar imunofluorescenci ir loti jutiga un
specifiska metode DNS divpavedienu bojajumu noteiksanai, kuru tuvuma fosforil&jas simtiem
H2AX molekulu. Ta lauj izmantot YH2AX ka molekularo markieri genoma stabilitates un
DNS reparacijas pétijumos, novecoSanas pétijjumos, ka véZa biomarkieri, ka biodozimetru

medikamentu p&tijumos un citam vajadzibam (Redon et al., 2011).
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1.5. Ksantina oksidoreduktaze

1.5.1. Ksantina oksidoreduktazes funkcijas organisma

Ksantina oksidoreduktaze (XOR) ir iesaistita DNS molekulas sastava esoSo purinu
(adenina un guanina) metabolisma. ST enzima génu visbiezak apzimé ka XDH génu. Péc
NCBI datubazes datiem cilvéka XDH géns ir lokaliz€ts 2. hromosomas 1sa pleca 23.1 pozicija
(2p23.1). XDH génam ir 37 eksoni, ta mRNS ir 5715 bp gara un tas kodé 1333 aminoskabes
garu proteinu. Cilvéka XDH géna ortologs ir atrodams citos dzivniekos, tostarp zurkas, kuram
Xdh géns ir lokalizéts 6. hromosomas gara pleca 13.—14. pozicija (6913—g14) un to veido
36 eksoni; mMRNS ir 4198 bp gara, bet géna kodg&tais proteins sastav no 1331 aminoskabes
(https://www.ncbi.nlm.nih.gov/).

Ziditaju XOR var eksistet divas formas — ka konstitutivi ekspreséta NAD*-atkariga
ksantina dehidrogenaze (XDH) un ka péc transkripcijas modificéta ksantina oksidaze (XO).
Pareja starp formam var notikt gan atgriezeniski, kad kimiski vai enzimatiski oksidejas XDH
tiola grupas, gan neatgriezeniski péc ierobezotas proteolizes mehanisma (1.5. att.) (Battelli et
al., 2014). XOR ekspresijas limenis dazados audos atskiras. Vislielakais tas ir organos ar

augstu enzimatisko aktivitati — aknas, zarnas, ka arT nier€s, vaskulara endotélija §tinas (Kooij,

1994).
shXDH-sh | ¢ [ ss-XxDHIX0-sv | 2 [EEEXORSY

Dehidrogenaze Starpstavoklis Atgriezeniska oksidaze

Proteolize

‘

Neatgriezeniska oksidaze

1.5. attels. Ksantina oksidoreduktazes parieSana starp ksantina dehidrogenazes un
ksantina oksidazes formam. XDH — ksantina dehidrogenaze; XO — ksantina oksidaze; SH —
reducéta (ditiola) forma; SS — oksidéta (disulfida) forma; * — atri reag€josa grupa; ** — Iéni

reaggjosa grupa (adaptéts no Battelli et al., 2014).
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Purinu degradacijas noslédzoSajos solos XOR katalizé hipoksantina oksidaciju par

ksantinu un ksantina oksidaciju par urinskabi (1.6. att.) (Chung et al., 1997).
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1.6. attéls. Ksantina oksidoreduktazes loma purinu metabolisma. ATP — adenozina
trifosfats; ADP — adenozina difosfats; AMP — adenozina monofosfats; GTP — guanozina
trifosfats; GDP — guanozina difosfats; GMP — guanozina monofosfats; H.O2 — Gidenraza
peroksids; NAD* — oksidétais nikotinamida adenina dinukleotids; NADH - reducétais
nikotinamida adenina dinukleotids; O — superoksida radikalis; XOR - ksantina
oksidoreduktaze; XDH — ksantina dehidrogenaze; XO — ksantina oksidaze (adaptéts no Chen
etal., 2016).

Kaut art abas XOR formas — XDH un XO — ir viena géna (XDH) produkts, tam ir
dazadas katalitiskas ipasibas. XDH izmanto hipoksantinu vai ksantinu par substratu un NAD"*
ka kofaktoru, iegiistot NADH un urinskabi, savukart XO izmanto to pasu substratu, bet ka
kofaktoru — O, un reakcija rezult&jas ar urinskabi un superoksida radikali vai Gdenraza
peroksidu (Chung et al., 1997). Normalos aerobos apstaklos tidenraza peroksids veido 75 %

no XO sarazotajiem ROS, bet patofiziologiskos apstaklos, kad samazinas skabekla pieejamiba
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un palielinas tidenraZza jonu koncentracija, pieméram, iekaisuma gadijuma, tas var pieaugt lidz
95 % (Kelley et al., 2010).

XOR veidotie ROS var biit gan citotoksiski un izraisit audu bojajumus, gan tie var bt
iesaistiti dazadas biologiskas aktivitatés, pieméram, dzelzs mobilizacija no aknam un
absorbcija zarnas, aizsardziba no infekciju slimibam, Stnu proliferacijas inducéSana. Turklat
urinskabe var darboties ka antioksidants (Battelli et al., 2014).

Cilvekos un augstakajos primatos urinskabe ir purinu oksidacijas galaprodukts.
Aptuveni 30 % urinskabes tiek izvaditi caur kunga-zarnu traktu, bet 70 % — caur nierém, kur
~90 % tiek reabsorbéti. Zemakos dzivniekos, piemeram, pelés un zurkas, enzims urikaze
(urata oksidaze) oksideé urinskabi par alantotnu. Tas ir aptuveni 100 reizes labak SkistoSs
tideni, salidzinot ar urinskabi, un efektivak izdalas no urina. Cilvékiem nav funkcionala
urikazes géna (Chen et al., 2016).

Citas XOR funkcijas ietver dazadu endog€nu metabolitu, pieméram, pirimidinu,
heterociklisku savienojumu, retinola un aldehidu, oksidaciju. XOR piedalas aknu
detoksifikacija, kataliz&jot ksenobiotikas, pieme&ram, pretvirusu un pretvéza zales, ka arl
reducé skabekli, NAD*, fericianidu un metilénzilo. Tadgjadi ta var gan oksidét, gan reducét
substratu (Battelli et al., 2014). XDH géna ir saistiSanas saiti attistibas regulacija iesaistitiem
transkripcijas faktoriem, tadiem ka aktivators proteins 1 un aktivators proteins 2, kas inducé
augSanas faktorus un piedalas Stnu diferenciacija. Savukart SaistiSanas saiti interleikiniem,
NF-xB, tumora nekrozes faktoram o un interferonam-y norada uz lomu iekaisuma akiitas

fazes reakcijas (Xu et al., 1996).
1.5.2. Ksantina oksidoreduktaze slimibu gaita

XDH géna genétiskie varianti ir saistiti ar kunga véza prognozem, turklat pacientiem ar
aizsargajoso genotipu ir zemaks XDH géna ekspresijas limenis (Liu et al., 2018). Hipoksijas
laika plauSu artérijas endotélija Stinas palielinas gan XDH mRNS Iimenis, gan proteina
aktivitate, kas norada uz XOR iesaisti plauSu tskas attistiba (Hassoun et al., 2018).

Cilvéku asins seruma XOR aktivitate ir zema, bet ta palielinas dazadu patologiju
ietekmé, pieméram, virushepatita, reimatisma, autoimiino slimibu, Sizofrénijas, pneimonijas,
2. tipa cukura diabé&ta gadijuma (Battelli et al., 2014).

XOR ir iesaistita dazadu véza veidu attistiba. Pacientu asins plazma palielinas XOR
aktivitate, kas ir saistama ar iekaisuma reakciju pret audu bojajumiem audzgja attistibas laika.
Audos, kur normalos apstaklos ir augsta XOR aktivitate, v€Za gadijuma ta samazinas,

pieméram, nierés, aknas, kritis, resnaja zarna. Savukart smadzenu audz&ju meningiomas un
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astrocitomas, ka arT balsenes véza un plausu véza gadijuma ir vérojams XOR aktivitates
pieaugums (Battelli et al., 2016). Hepatocelularas karcinomas pacientiem zems XDH mRNS
Iimenis korelé ar v&za progresiju un sliktakam prognozeém. Savukart XDH parekspresija
mazina hepatocelularas karcinomas invaziju (Chen et al., 2017).

Plazmas XOR aktivitate var tikt izmantota ka biomarkieris metabolu slimibu gadijuma.
Japanas populacija ta ir saistita ar kermena masas indeksu, smékeésanu, trigliceridu, urinskabes
un transaminazes ltmeniem. XOR aktivitates mérijumi var palidz&t identificét pacientus ar
augstu metabolo un kardiovaskularo slimibu risku. Dzivnieku modelos XOR aktivitates
inhibéSana samazina superoksida izraisitus audu bojajumus un uzlabo kardiovaskularo un
nieru stavokli. Cilvékiem XOR inhibitori samazina urinskabes Itmeni, bet ne plazmas XOR
aktivitati. Tas samazina$ana varétu bt jauna terapeitiska strat€gija metabolo un

kardiovaskularo slimibu arsté$anai (Furuhashi et al., 2018).

1.6. Proteasomu vadita proteolize

1.6.1. Ubikvitina-proteasomu sistéma

Lielako dalu proteinu eikariotos proteolizes cela degrade ubikvitina-proteasomu sist€ma
(UPS). Lidz ar to ta ir iesaistita dazados Stnu procesos: atra nevajadzigo proteinu
degrad@sana; proteinu kvalitates kontrole, aizvacot bojatos vai nepareizi salocitos proteinus;
génu transkripcijas regul€Sana; imiinaja sistéma piedalas antigénu prezentéSana uz galvena
audu saderibas kompleksa I (major hystocompatibility complex, MHC I) molekulam; darbojas
ka aminoskabju avots (Lecker et al., 2006). Lai UPS degrad&tu proteinu, ta lizina atlikumiem
kovalenti piesaistas ubikvitina k&de, kuras aktivéSana notiek ATP klatbiitné (Schmidt and
Finley, 2014).

UPS sastav no cilindriskas formas 20S proteolitiskas kodola dalas un pie tas abos galos
saistitiem 19S regulatorajiem kompleksiem, kopa veidojot 26S proteasomu (1.7. att.).
Eikariotiem 20S proteasoma sastav no Cetriem viena virs otra esoSiem gredzeniem. Divus
argjos gredzenus katru veido septinas a subvienibas, kas kalpo ka varti, caur kuriem proteins
noklist proteasomas katalitiskaja saita — divos centralajos gredzenos, kas katrs sastav no
septinam [} subvienibam. Katalitiski aktivas subvienibas ir Bl ar kaspazei lidzigu aktivitati,
kas Skel proteinu aiz skabiem atlikumiem, B2 ar tripsinam lidzigu aktivitati, kas Skel aiz
baziskiem atlikumiem, un B5 ar himotripsinam Iidzigu aktivitati, kas Skel aiz lieliem

hidrofobiem atlikumiem (Schmidt and Finley, 2014).
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1.7. attels. VienkarSota 26S proteasomas uzbiives shéma. (A) 26S proteasomas sastavs.
(B) 26S proteasomas subvienibu sastavs. a — o subvienibas; B — B subvienibas; Rpt —

ATPazes subvienibas; Rpn — ne-ATPazes subvienibas (adaptéts no Murata et al., 2009).

UPS 19S regulatorie kompleksi ir galvenie proteasomu aktivatori, kas veicina ATP un
ubikvitina atkarigu substrata parstradi. Tie atpazist poliubikvitintus substratus, atloka tos,
deubikvitin€ un tad translocé uz 20S kompleksu, kas tos degradé lidz oligopeptidiem. 19S
sastav no 19 subvienibam, kas veido bazi un vaku 20S subvienibas gala. Baze atrodas tuvak
20S subvienibai; to veido sesas homologas AAA dzimtas ATPazes (Rptl-Rpt6), kas ir
izkartojusas heksaméra gredzena veida. Tas veic ATP-atkarigu proteinu atlociSanu. Bez
ATPazém bazes dala atrodas ari divas lielakas 19S subvienibas Rpnl un Rpn2, un divi
ubikvitina receptori (Rpn10 un Rpnl13), no kuriem Rpnl0 savieno bazes un vaka dalu. Vaka
dalu veido devinas ne-ATPazes subvienibas (Rpn3, 5-9, 11, 12, 15). Rpnll subvienibai
piemit deubikvitingjosa aktivitate, kas veicina ubikvitinétu proteinu degradéSanu (Schmidt
and Finley, 2014).

20S var saistities ar1 ar heptamériem 11S proteasomu regulatoriem, veidojot
proteasomu, kas veic no ATP neatkarigu degrad€Sanu ar ubikvitinu nesaistitiem peptidiem. Ja
20S vienlaicigi saistas ar 19S un 11S, tas veido hibridas proteasomas, kas var€tu but
lesaistitas ATP atkariga neubikvitinétu proteinu degradésana (Aghdam and Sheibani, 2013).
Gan 20S, gan 26S proteasomas sp€j degrad@t ar1 ar ubikvitinu nesaistitus proteinus, kas ir
pilniba vai dalgji atlocijuSies novecoSanas, oksidéSanas vai mutaciju dél (Ben-Nissan and

Sharon, 2014).
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1.6.2. 26S proteasomas geni

P&c NCBI datubazes datiem proteasomu géni cilvéka genoma atrodas lielakaja dala
hromosomu. Tie neatrodas vienigi 4., 5., 8., 10., 22. un Y hromosomas. gajé darba izvélétie
proteasomu géni ir lokalizéti 14. hromosomas garaja pleca. Tie ir: 1) proteasomas alfa tipa
3. subvieniba (PSMA3), kas ir viena no 20S proteasomas argja gredzena subvienibam;
2) proteasomas alfa tipa 6. subvieniba (PSMAG6), kas arT atrodas 20S proteasomas argja
gredzena; 3) proteasomas beta tipa 5. subvieniba (PSMB5), kas ir viena no 20S proteasomas
iekseéja gredzena katalitiski aktivajam subvienibam; 4) 19S regulatora kompleksa
AAA-ATPazes subvieniba Rpt4 (PSMC6), kas ietilpst heksaméru gredzena virs 20S
proteasomas. Informacija par Siem géniem ir apkopota 1.1. tabula

(https://www.ncbi.nlm.nih.gov).

1.1. tabula. Darba analizéto proteasomu génu raksturojums.

Géns Pozicija hromosoma Eksonu skaits | mRNS, bazu pari Prote} na garums,
aminoskabes
Cilveka geni
955 255
PSMA3 14923.1 11 993 248
1091 246
1139 167
PSMAG 14913.2 9 996 167
1016 227
1311 263
PSMB5 14911.2 6 958 160
1379 203
2163 389
PSMC6 14922.1 15 3965 288
Zurkas géni
Psma3 6024 11 1993 255
Psma6 6023 8 1136 246
Psmb5 15p13 3 866 263
Psmc6 15p14 14 2388 403

Visu Cetru génu ortologi ir atrodami citos dzivniekos, tostarp $aja darba analiz&tajas
zurkas. Cilvéka genoma Siem géniem ir vairaki transkripta varianti, bet Zurkam — viens

(https://www.ncbi.nlm.nih.gov).
1.6.3. Imunoproteasomas

Bez augstak aprakstitajam visos $iinu tipos ekspresétajam konstitutivajam proteasomam
pastav arl imunoproteasomas. Tas tiek pastavigi ekspresétas hematopoétiskajas $iinas, bet

iekaisuma stimulu gadijuma (interferons vy, audz&ju nekrozes faktors) tas var tikt induc&tas ari
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citos Stinu tipos. Imunoproteasomam ir svariga loma virusu infekciju laika, kad tas piedalas
CD8 T sunu atbildes reakciju kontrole, NF-kB celu aktivéSana un oksidativa stresa noveérSana
(McCarthy and Weinberg, 2015).

P&c uzbiives imunoproteasomas ir lidzigas konstitutivajam proteasomam. AtSkiras
[ gredzena tris proteolitiskas subvienibas: standarta 1, 2 un 5 subvienibas ir aizvietotas ar
inducgjamajam subvienibam, attiecigi LMP2 (PSMB9), MECL-1 (PSMB10) un LMP7
(PSMBS8), ar kuram aminoskabju sekvencu lidziba ir 60—70 %. No §im subvienibam MECL-1
un LMP7 ir ar tadam pasam aktivitatém ka attiecigas konstitutivas subvienibas, bet LMP2
subvienibai piemit himotripsinam lidziga aktivitate, kas proteina Skel p&c hidrofobam
aminoskabém. Tam par iemeslu tiek minéta vajadziba péc hidrofobam C-gala aminoskabém
peptidos antigénu prezentésanai (Ferrington and Gregerson, 2012). Savukart konstitutivas
proteasomas 19S regulatorais komplekss ir aizvietots ar 11S kompleksu, ko veido proteasomu
aktivatora kompleksa subvienibal (PA28a) un proteasomu aktivatora kompleksa
subvieniba 2 (PA28p). Kopuma imunoproteasoma proteolitiskas funkcijas veic efektivak neka
konstitutiva proteasoma un tas darbiba nav ierobezota tikai ar imtno sist€emu. Papildus,
pieméram, virusu proteinu $kelSanai un antigénu prezentéSanai, ta veic ari konstitutivas

proteasomas funkcijas ubikvitinétu proteinu degradésana (Kimura et al., 2015).
1.6.4. Ubikvitina-proteasomu sistemas saistiba ar slimibam

Ta ka UPS piedalas dazados procesos, tad izmainas tas darbiba — gan palielinata, gan
samazinata aktivitate — ir iesaistitas dazadu mantotu un iegitu slimibu patogenéze. Tas var biit
neirodegenerativas slimibas (Alcheimera slimiba, Parkinsona slimiba, Hantingtona slimiba,
prionu slimiba), sirds slimibas (parejosa iS€mija, iesléguma kermeniSu miozits), dazadi véza
veidi (kriits vézis, zarnu vézis, multipla mieloma), virusu infekcijas (HIV, hepatits B), cistiska
fibroze un citas (Paul, 2008). UPS ir iesaistita arT novecoSanas procesos — var veérot traucétu
proteasomu ekspresiju un funkcijas. Savukart pastiprinata proteasomu darbiba ir saistama ar
palielinatu dzives ilgumu, ka tas ir novérojams ilgi dzivojoSiem cilvékiem (Chondrogianni et
al., 2000). Imunoproteasomas ir iesaistitas daudzu iekaisuma slimibu, tai skaita autoimiino
slimibu, patogenéze. Tas ietekmé iekaisuma citokinu produc€sanu makrofagos, T §inu
polarizaciju un signalésanu pa NF-kB celiem, kas ir nozimigi dazadu iekaisuma citokinu génu
transkripcija (Kimura et al., 2015).

Saja darba izvéléto proteasomu subvienibu polimorfismiem ir atrasta saistiba ar
dazadam slimibam. PSMA3 géna polimorfismi ir saistiti ar beérnu aptaukoSanos un multiplo

sklerozi (Kupca et al., 2013; Kalnina et al., 2014). PSMAG6 géna polimorfismiem ir asociacija
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ar kardiovaskularam slimibam un 2. tipa cukura diabétu (Wang et al., 2013; Sjakste et al.,
2007). PSMC6 géna polimorfismiem kopa ar PSMA3 un PSMAG génu polimorfismiem ir
asociacija ar cilvéku uznémibu pret 1. tipa cukura diab&tu, bérnu astmu, juvenilo idiopatisko
artritu (Sjakste et al., 2016, Paramonova et al., 2014, Sjakste et al., 2014). Polimorfismi
PSMB5 géna nemaina §is subvienibas aktivitati, bet ietekmé transkripciju (Wang et al., 2008).

Kriits véza pacientiem ir pastiprinata PSMBS5 géna ekspresija. Ar1 PSMB5 subvieniba ir
parekspreséta; ta modulé v€za Sinu augSanu un migraciju. Turklat PSMBS5 piemit
imunosupresivas ipasibas (Wang et al., 2017).

Nemot véra proteasomu nozimi organisma, uz proteasomam meérk&tiem savienojumiem
ir potencials medicina. Selektiva proteasomu inhibicija var biit efektiva veza arstéSana
(Crawford et al., 2011). Savukart imunoproteasomas inhibitori varétu palidz&t iekaisuma

slimibu un autoimiino slimibu gadijuma (Cromm and Crews, 2017).
1.7. Cukura diabgts

1.7.1. Cukura diabeta raksturojums un klasifikacija

LidzSingjos pétijumos 1,4-DHP atvasinajumi ir uzradijusi pozitivu ietekmi cukura
diabéta modelsistémas — dazados organos tie normaliz€ endotelialas un induc€jamas slapekla
oksida sintazes (eNOS un iNOS) proteinu ekspresiju, ka arT samazina DNS vienpavediena
parravumu Iimeni baltajas asins §inas (Rostoka, 2015). ST iemesla dél més turpinajam analiz&t
1,4-DHP atvasinajumu ietekmi cukura diab&ta (CD) gadijuma.

CD ar ta raksturigajam iezim&€m — pastiprinatam slapem, urinaciju un svara zudumu —
pasaul€ ir pazistams jau vairak neka 3000 gadus. Jau 1893. gada radas teorija, ka viela, ko
izdala Paula Langerhana 1869. gada raksturotas aizkunga dziedzera salinas, ir iesaistita asins
glikozes limena kontrolé. Velak, 1909. gada, $T viela tika nosaukta par insulinu (Zajac et al.,
2010). Glikozes homeostaze organisma ir svariga, jo smadzeném tas ir galvenais energijas
avots, atSkirtba no citiem organiem, kas parsvara izmanto brivas taukskabes. Turklat
smadzenes glikozi nesintez€é un glikogénu ilgstoSi neuzglaba, tapéc ir nepiecieSama
nepartraukta glikozes piegade ar plazmu. Pazeminata glikozes koncentracija var negativi
ietekmét cerebralas funkcijas, bet ilgstoSa un smaga hipoglikémija var izraisit paliekoSus
smadzenu bojajumus un navi. Savukart palielinats glikozes Itmenis plazma var izraisit
kardiovaskularas slimibas. Glikozes Iimeni ietekm& gan hormoni (insulins, glikagons,
kateholamins), gan simpatiska nervu sist€ma, gan citas vielas, pieméram, brivas taukskabes.

Insulins regulé glikozes metabolismu gan tiesi, gan netie$i (Shrayyef and Gerich, 2010).
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Cukura diabéts ir ar hronisku hiperglikémiju saistita metabola slimiba, kuras c€loni ir
traucgjumi insulina sekrécija vai ta darbiba. Hiperglikémija veicina ROS parprodukciju
mitohondrialaja elektronu transporta k&de. Tie izraisa DNS bojajumus un aktivé PARP, kas
veic galvena glikoze iesaistita enzima gliceraldehida 3-fosfata dehidrogenazes (GAPDH)
PARilésanu. Tadgjadi samazinas GAPDH aktivitate, kas talak izraisa audu bojajumus caur
pieciem galvenajiem mehanismiem (1.8. att.): (1) palielinata glikozes un citu cukuru plisma
caur poliola celu, kas pastiprinati pateré NADPH, tadgjadi izraisot oksidativo stresu,
(2) heksozamina cela parmériga aktivitate, kas ietekmé vairaku diab&ta komplikaciju
patogenézé iesaistitu génu ekspresiju un proteinu funkcijas, (3) proteinu kinazes C (PKC)
aktivésSana, kas inhib& endotelialas NO sintazes ekspresiju un samazina NO produkciju, ka art
aktivé transkripcijas faktoru NF-xB, (4) neenzimatiskas reakcijas pastiprinati veidojas
paatrinatas glikozilé$anas gala produktu (advanced glycation end-products, AGE) priekstecis
metilglioksals, tadejadi veicinot AGE veidoSanos, kas modifice citus proteinus un traucé to
funkcijam, (5) pastiprinata metilglioksala veidoSanas palielina AGE receptoru (RAGE)

ekspresiju (Giacco and Brownlee, 2010).

Citoplazma

'\
/\ ‘F‘ﬁ-zﬁ,,, Kodols

Mitohondrijs | GAPDH

! | ‘ !
T Poliola T Metilglioksals T PKC T Heksozamina
cela cela
plisma \ l plisma
RAG E T NFkB

T AGE

1.8. attels. Hiperglikémijas inducétie audu bojajumu mehanismi §iina. AGE — paatrinatas
glikozilesanas gala produkti; GAPDH — gliceraldehida 3-fosfata dehidrogenaze; NF-xkB —
kodola faktors kappa B; PARP — poli(ADP-ribozes) polimeraze; PKC — proteinu kinaze C;
RAGE — paatrinatas glikozileéSanas gala produktu receptori; ROS — reaktivie skabekla radikali
(adaptets no Giacco and Brownlee, 2010).
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Cukura diabétu iedala Cetras kategorijas:

e 1. tipa cukura diab&ts (ITCD) — saistits ar B-Stinu bojaeju, ko parasti pavada
pilnigs insulina deficits;

e 2. tipa cukura diabéts (2TCD) — saistits ar insulina sekrécijas samazinasanos un
rezistenci pret insulinu;

e gestacijas CD — diabéts, ko diagnostic€ griitniecibas otraja vai tresaja trimestrT;

e citi specifiski CD tipi, ko izraisa citi c€loni, tadi ka aizkunga dziedzera
slimibas (piem&ram, cistiska fibroze), monogéni diabéta sindromi (piemé&ram,
jaundzimus$o diab&ts), medikamentu vai kimiski inducéts diab&ts (piem&ram,
glikokortikoidu  lietoSana  HIV/AIDS  arstéSana vai  pé€c  organu
transplantacijam).

Izplatitakie no Siem ir 1. un 2. tipa CD (American Diabetes Association, 2016).
1.7.2. Pirma tipa cukura diabéets

Pirma tipa cukura diabéts, saukts ar1 par insulina atkarigo diab&tu, skar 5-10 % diabéta
pacientu. Visbiezak tas paradas bérniba, bet kopuma to var novérot visas vecuma grupas
(American Diabetes Association, 2016). Tas rodas no T $tnu vaditas autoimiinas aizkunga
dziedzera [-SGnu iznicinasanas, kas izraisa insulina samazinasanos un noved pie
hiperglikémijas. Aknas glikogenolizé un glikoneogenézé notiek glikozes parprodukcija,
savukart Stinas insulina trukuma dé] samazinas glikozes uznemSana. Insulina neesamiba
pastiprina tauku noardiSanos un taukskabju oksid€Sanos, ka rezultata palielinas ketonu
produkcija. Nearstetas Sadas izmainas organisma var izraisit nervu sist€émas bojajumus, komu
un navi (Kelly et al., 2003). Tipiskas pazimes slimniekiem ir osmotiska diuréze un svara
zudums, savukart simptomi ir polifagija (palielinata &stgriba), polidipsija (pastiprinata
Skidruma uznemsSana) un polilirija (pastiprinata urina izdaliSanas), ka arT neskaidra redze.
Slimibas rasanos ietekmé gan genétiski, gan vides faktori (American Diabetes Association,
2014).

Petot 1TCD genétiku ir atrasti vairaki desmiti gé€nu lokusu, kuriem ir asociacija ar
uznémibu pret $o slimibu. Sie géni ir ar dazadam funkcijam — gan iesaistiti insulina
produkcija un metabolisma, gan imunitates veidoSana, gan aizsardziba pret [-Siinu
apoptozi u.c. Tomér nav identificéts tads viens géns péc kura varétu prognozet slimibas
radanos. Sobrid slimibas uznémibas noteik3ana lielako dalu riska (ap 60 %) nosaka cilvéka
leikocitu antigéns (human leukocyte antigen, HLA). HLA géniem ir tris klases, no kuram

cieSako asociaciju ar 1TCD uzrada II klases géni, kas kod€ antigénu prezentéSana iesaistitas
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molekulas. Lielai dalai pacientu ir HLA-DR3 vai HLA-DR4 1I klases antigéni, no tiem
aptuveni 30 % ir DR3/DR4 heterozigotas (Atkinson, 2012).

Vides faktoru ietekme uz 1TCD attistibu nav lidz galam izprasta. Pastav uzskats, ka
mikrobu infekcijas aizsak vai saasina aizkunga dziedzera salinu iekaisumu genétiski
uznémigajos individos. Virusu infekcija B-Stinas var rezultéties citolizé vai izraisit lokalu
iekaisumu, kas inicié autoimunitati. Ir novérota 1TCD asociacija ar enterovirusiem. Zarnu
mikrobiota arT var ietekmé&t B-Stinu autoimunitati (Clark et al, 2017). Tapat 1TCD attistiba
ietekme ir toksiniem, klimatam, vakcinacijai, jaundzimus$a barosanai, un stresam (Kelly et al.,
2003).

Konstatgjot 1TCD, ir svarigi uzturét insulina limeni, jo tas var palidz&t mazinat
retinopatiju un hipoglikémiju talaka slimibas arst€Sana. Pacientiem veic intensivu insulina
terapiju, izmantojot ikdienas injekcijas vai insulina pumpjus, ka art aizkunga dziedzera salinu
vai autologo hematopogtisko cilmes $tinu transplantaciju (Atkinson et al., 2014; Voltarelli and
Couri, 2009). Ka potenciali medikamenti 1TCD un ta komplikaciju arstéSanai ir atziti
antioksidanti (Matough et al. 2012). Liela loma vartu but ari mitohondriju disfunkcijas
novérdanai (Higgins and Coughlan, 2014). Sadas Tpasibas piemit 1,4-DHP atvasinajumiem

(Velena et al., 2016).
1.7.3. Otra tipa cukura diabéts

Aptuveni 90-95 % diab&ta pacientu cie§ no 2. tipa cukura diabéta, ko sauc ari par
insulina neatkarigo diab&tu un pieauguso cilvéku cukura diab&tu. Pacientiem ir insulina
rezistence un relativs insulina deficits, bet parsvara Siem cilvékiem nav vajadziga arsté€Sana ar
insulinu, lai varétu dzivot. Biezi 2TCD palick nediagnosticéts vairakus gadus, jo
hiperglikémija attistas pamazam un sakuma stadija tai nav izteiktu simptomu (American
Diabetes Association, 2016).

Celoni 2TCD ir dazadi — gan dzivesveids, gan genétika, gan citas slimibas. Riska faktori
ir maza fiziska aktivitate, s€do$s dzivesveids, liels alkohola patérins, smékéesana,
aptaukoganas, ari toksini vidé un noveco$ana. So slimibu var parmantot — ir aptuveni 25 %
iesp&ja saslimt, ja gimenes vesturé ir bijusi diab&ta gadijumi. Ir atklata asociacija starp 2TCD
un dazadiem géniem, pieméram, KCNJ11 (kod¢ aizkunga dziedzera salinu ATP-jutigo kalija
kanalu Kir6.2), TCF7L2 (regule proglikagona génu ekspresiju un tadejadi glikagona lidziga
peptida-1 produkciju) un citiem géniem. Papildus tam, dazadas veselibas problémas palielina
saslim8anas risku — hipertensija, kombin&ta hiperlipidémija, metabolais sindroms, hronisks

pankreatits un citas (Olokoba et al., 2012).
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Vesela cilvéka organisms uztur glikozes homeostazi — B-Stnu stimuléta insulina
sekrécija vada glikozes, aminoskabju un taukskabju uznemsanu insulina-jutigos audos, bet Sie
audi nodod informaciju salindm par nepiecieSamibu p&c insulina. Savukart insulina
rezistences gadijuma [-Stnas palielina insulina sekréciju, lai uzturétu normalu glikozes
toleranci. Ja B-Stnas nefunkcioné pareizi, palielinas glikozes limenis asins plazma (Kahn et
al., 2014).

Pacientiem ar 2TCD samazinas [-$tinu skaits, palielinas glikolipotoksicitate un
amiloidu uzkraSanas, kas rezult€jas ar oksidativa stresa un endoplazmatiska tikla stresa
izraisitu P-Stnu apoptozi. Turklat ir novérots, ka péc 30 gadu vecuma [-Stinas vairs
neatjaunojas. Arl a-S$iinas ir iesaistitas 2TCD attisttba — to nepareizas darbibas rezultata
palielinas glikagona sekrécija, kas veicina hiperglikeémijas veidosanos. Kunga-zarnu trakts
razo dazadus peptidus, pieméram, glikagonam lidzigo peptidu 1 (GLP-1) un glikozes atkarigo
insulinotropo polipeptidu, kopa sauktus par inkretiniem, kas iedarbojas uz aizkunga dziedzera
salinam stimul&jot B-$tinu insulina sekréciju un supresgjot a-stnu glikagona sekréciju. Ta pat
ari zarnu mikroflorai un nervu sistémai ir nozime 2TCD attistiba. Batiska loma ir
sistematiskam iekaisumam, kas ir saistams ar f-$tnu nepareizu funkcioné$anu (Kahn et al.,
2014).

Pacienti savu veselibas stavokli var uzlabot, mainot dzives stilu un &Sanas paradumus —
uzturot kermena masas indeksu Iidz 25 kg/m?, nodarbojoties ar fiziskam aktivitatém, uztura
lietojot daudz Skiedrvielu un nepiesatinato taukskabju, atturoties no smék&Sanas un
pastiprinatas alkohola lietoSanas. Arsté$ana izmanto ari medikamentus, lai normalizétu
glikozes koncentraciju un mazinatu komplikaciju attistibu, pieméram, sulfonilurinvielas,

biguanidus, meglitinidus, tiazolidindionus u.c. (Olokoba et al., 2012).
1.7.4. Cukura diabéta komplikacijas

Cukura diabéta pacientiem var attistities dazadas diabétiskas komplikacijas. Tas var biit,
piem&ram, retinopatija ar iespgjamu redzes zaud@Sanu, neiropatija ar iesp&jamam
amputacijam, gremosanas sist€mas trauc€jumiem un kardiovaskularam slimibam. Var noveérot
aterosklerotiskas kardiovaskularas un cerebrovaskularas slimibas, aknu slimibas. Viena no
izplatitakajam mikrovaskularajam komplikacijam gan 1TCD, gan 2TCD pacientiem ir
nefropatija ar sekojosu nieru mazspéju (American Diabetes Association, 2014).

Diabetiska nefropatija skar ~30% CD pacientu. Diab@ts izraisa izmainas nieru

struktiira; tajas var noverot mezangija proliferaciju, glomerulu bazalas membranas
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sabiezéSanu, glomerulosklerozi. Paaugstinats asinsspiediens, hiperglikémija un genétiska
predispozicija ir galvenie riska faktori diab&tiskas nefropatijas attistibai (Gross et al., 2005).

Slimibas patogenéz€ ir iesaistiti dazadi celi: profibrotiskie un iekaisuma citokini,
hemodinamiskais cel§ (renina-angiotenzina-aldesterona un urotenzina sist€émas), dazadu
kinazu celi (pieméram, proteina kinaze C), bet visnozimigakie ir oksidativa stresa mediatori
(Arora and Singh, 2013). Diabgtisku nieru garoza pastav ciesa saistiba starp paaugstinatu
oksidativo  stresu, profibrotisko mediatoru pieaugumu (kolagéns I, kolagéns IlI,
transform&josais augSanas faktors B, fibronektins) un pastiprinatu pirmsiekaisuma mediatoru
pieaugumu (vaskulara stinu adh&zijas molekula 1, monocitu hemotaktiskais proteins) (Chew
et al., 2010). Diabéta laika pastiprinati darbojas iNOS un ta veicina peroksinitrita veidosanos,
kam ir svariga loma glomerularo bojajumu attistiba (Xiao et al., 2008). Diabgtiskas nieres ir
vairaki enzimatiski un neenzimatiski ROS avoti — slapekla oksida sintazes, ksantina oksidazes
aktivitate, glikozes autooksidacija, NADPH oksidaze, traucgjumi mitohondrialas elpoSanas
kede (Forbes et al., 2008).

Mitohondriju veikta oksidativa fosforilacija nodrosina $iinu homeostazei nepiecieSamo
ATP, kas uztur Na* gradientu nieru kanalinos. Paaugstinata glikozes limena dé| pieaug
vajadziba péc ATP, kura nodroSinaSanai notiek intensivaka oksidativa fosforilacija. Tas laika
no elektronu transporta k&des nopliist elektroni, kas reagé ar molekularo skabekli un veido
ROS. Talak ROS parprodukcija izraisa oksidativo stresu, kas savukart boja mitohondrijus
(Higgins and Coughlan, 2014). Nepareizi funkciongjosu mitohondriju razotie ROS, it ipasi
superoksids, tiek uzskatiti par nozimigu faktoru diabétisko komplikaciju attistiba (Forbes et
al., 2008). Nepareizi funkciongjosos mitohondrijus §iina var iznicinat mitofagijas cela, bet,
kad to skaits parsniedz mitofagijas kapacitati, bojatie mitohondriji izraisa Stinu navi. Lidz ar to
diabétiskas nefropatijas stavokla uzlaboSanas strat€gijai vajadzetu ietvert mitohondriju

disfunkcijas noveérsanu (Higgins and Coughlan, 2014).

1.8. DNS reparacijas un proteolizes enzimu loma cukura diabéta

patogeneze
1.8.1. Poli(ADP-ribozes) polimerazes aktivitate cukura diabéta laika

Pastiprinata PARP1 aktivitate ir saistama gan ar 1. tipa, gan ar 2. tipa cukura diab&tu un
to komplikacijam. Palielinata glikozes koncentracija veicina idenraza peroksida, superoksida
anjonu un peroksinitrita veidoSanos, kas ir c€lonis DNS bojajumiem. Tie savukart aktivée

PARP1 un pastiprina PARiléSanu, tadgjadi izmainot gan endoteliala ATP daudzumu, gan
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piridina nukleotidu Iimeni un NADPH (Garcia-Soriano et al., 2001). Ta ka eNOS, kas atrodas
vaskularajas endotélija Stnas, ir atkariga no NADPH, tad endotélija disfunkcija diabéta
gadijuma tiek saistita ar PARP1 vaditu, atgriezenisku $inu NADPH deficitu (Pacher and
Szabo, 2005).

PARP1 parmeériga aktivéSana var izraisit arf motoro un sensoro nervu vaditsp&jas
deficitu, neirovaskularo disfunkciju un energijas trikumu $tinas, kas raksturigs periférajai
diabétiskajai neiropatijai (Obrosova et al., 2004a). Patologiskas izmainas v&rojamas ari,
pieméram, miokarda, tikleng, nieru garoza. PARP1 inhibitori uzrada pozitivu ietekmi
diabétisko komplikaciju mazinasana (Pacher et al., 2002; Obrosova et al., 2004b; Minchenko
et al., 2003). Tie sp&j normalizét diabéta izmainitos ATP, NAD"* un NADPH Iimenus, ka ari
ne tikai novérst endotélija disfunkcijas attistibu, bet arT atjaunot ta darbibu (Soriano et al.,
2001).

1.8.2. Histona H2AX iesaiste cukura diabéta norisé

Palielinatu YH2AX proteina limeni var novérot 1TCD attistibas laika aizkunga
dziedzera B-stinas, kas norada uz pastiprinatu DNS divpavedienu parravumu veido$anos. Tie
veicina P-Sinu disfunkciju un iekaisuma reakcijas, tadgjadi piedaloties autoimunitates
veidoSana un aizkunga dziedzera salinu bojaeja (Horwitz et al., 2018). Lidzigi, 2TCD laika
aizkunga dziedzera B-Stnas ievérojami piecaug DNS divpavedienu parravumu Iimenis
(Tornovsky-Babeay et al., 2014).

Citur organisma ar1 var konstatét DNS bojajumus, pieméram, 1TCD gadijuma pacientu
limfocttos hiperglikeémijas dé] rodas brivie radikali, kas izraisa oksidatitvo stresu un ietekmé
DNS, ka rezultata var novérot palielinatu fosforiléta H2AX limeni (Giovannini et al., 2014).
Cilvekiem bez cukura diabéta YH2AX var biit noderigs markieris kardiometabola riska

monitoréSanai, kas saistits ar kardiovaskularajam slimibam (Yoon et al., 2017).
1.8.3. Ksantina oksidoreduktazes loma cukura diabéta gadijuma

Palielinata XO aktivitate seruma ir riska faktors 2TCD attistibai (Li et al., 2018).
Diabétiskam pelém tika novérots, ka diabéta laika pastiprinata superoksida veidoSanas ir
saistama ar XO aktivitates pieaugumu plazma, ko nodroSina palielinats XO un XDH
daudzums. Palielinata XO aktivitate var iesaistities diab&ta vaskularo komplikaciju
patogenézé (Matsumoto et al., 2003).

XO aktivitate 1TCD gadijuma pieaug aknas, kuras to atbrivo plazma. XO saistas ar

glikozaminoglikaniem pie asinsvadu sieninam, izraisot lokalu oksidativo stresu un audu
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bojajumus. Savukart XO inhib&Sana samazina oksidativo stresu diabéta gadijuma: XO
inhibitors allopurinols novers glutationa oksidaciju un lipoperoksidaciju cilvékiem ar 1TCD
(Desco et al., 2002).

Nierés hiperglikémija stimulé XO aktivitati, kas ir saistita ar palielinatu oksidativo
stresu un iekaisumu caur NF-kB cela aktivéSanu, rezultjoties ar nieru bojajumiem. XO
inhib&Sana inaktivé NF-kB signaléSanu, kas savukart inhib& citokinu atbrivoSanu un
ickaisuma veidosanos (Liu et al., 2015).

Pacientiem 1pasi izteikta ROS veidoSanas ir vérojama diabétiskas periféras neiropatijas
gadijuma (skar rokas un kajas), kad seruma samazinas briva tiola daudzums un palielinas
oksidativi bojatu molekulu koncentracija, pieme&ram, i§€mijas modificéts albumins un AGE,
kas korelé ar XO aktivitati. So korelaciju var novérot arT pacientiem ar glikéto hemoglobinu,
hipertensiju un palielinatu kermena masas indeksu (Miric et al., 2016).

Diabgta pacientiem ir traucéts briicu dziSanas process. Diabétisku brii¢u tuvuma pieaug
XO aktivitate un reiz€ ar to ar1 ROS Iimenis. XOR inhibitori varétu novérst ROS
parprodukciju un mazinat urinskabes Iimeni, atjaunojot homeostazi audos, un paatrinat brac¢u

dzisanas procesu (Weinsteinet al., 2015).
1.8.4. Proteolizes enzimu nozime cukura diabéta gadijuma

Augstam glikozes Iimenim, kads tas ir diabéta gadijuma, ir tie$s biologisks efekts uz
proteasomu funkcijam. Izmainas to darbiba ir iesaistitas CD komplikaciju patofiziologija.
Hiperglikémija diabéta sakuma stadija veicina peroksinitrita un 19S regulatora kompleksa
vaditu 26S proteasomas aktivitates palielinasanos diabétiskos aortas, tiklenes un nieru audos.
Tas izraisa NF-kB cela aktivésanos, kas stimulé iekaisuma reakcijas, ko var novérot gan
1.tipa, gan 2.tipa CD pacientiem. Oksidativais stress tiklenes endotélija $iinas palielina
ubikvitina konjugatu produkciju, kas pastiprina UPS darbibu, lai nodroSinatu to degradésanu
(Liu et al., 2012; Fernandes et al., 2006). Insulina deficita gadijuma sirds muskulos palielinas
UPS veikta proteolize, tadejadi UPS ir iesaistita arT diab&tiskas kardiomiopatijas attistiba (Hu
et al., 2008).

Cukura diabéta laika palielinatai UPS aktivitatei ir svariga loma skeleta muskulu
atrofijas attistiba — var novérot pastiprinatu ekspresiju ar proteinu degradaciju saistitiem
géniem (Lecker et al., 2004). Diabétisku zurku muskulos ir novérots palielinats
imunoproteasomu daudzums (Merforth et al., 2003).

Petijumos par UPS aktivitati diabétiska sirdi ir atklats, ka driz peéc 1TCD sakSanas

oksidativais stress izraisa UPS darbibas pastiprinasanos, palielinot kaspazei lidzigo aktivitati,
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tripsinam lidzigo aktivitati un himotripsinam lidzigo aktivitati, bet vé&lak, diab&tam
progresg€jot, visu tris peptidazu aktivitates ievérojami samazinas. Ari ubikvitinéto proteinu
uzkrasanas nav veérojama uzreiz pec diab&ta sakSanas. Tas norada, ka sakotn&ja proteasomu
funkciju pastiprinaSanas nodroSina Tslaicigu aizsardzibu pret oksidativo stresu, bet ta tiek
zaudeta ilgstoSa diabéta stavokla del. Sirds UPS darbibas stimuléSana, parekspresgjot PA28a,
aizkaveé sirds disfunkciju: samazinas diabéta izraisita sirds fibroze un apoptoze (Li et al.,
2017).

Intracelularas hiperglikémijas ietekm& mikrovaskularajas endotélija Stinas tiklené un
nierés palielinas reaktivo karbonilsavienojumu metilglioksala (MGO) un glioksala
koncentracija, kas protetnos veido kovolentus aduktus ar konkrétiem lizina un arginina
atlikumiem, traucgjot to funkcijam. MGO ir galvenais avots intracelulariem AGE, kas ir
saistiti ar hronisku iekaisumu, aterosklerozi un diabétisko nefropatiju. MGO kovolenti
modificé 20S subvienibas, samazinot proteasomalo himotripsinam Iidzigo aktivitati, ka ari
19S proteinu Itmeni. Tas palielina poliubikvitin€tu proteinu uzkrasanos $iinas, traucgjot to
funkcijam (Queisser et al., 2010). Proteina apelina saistiba ar diabétiskas nefropatijas attistibu
ir mekl&jama mijiedarbiba ar UPS. Nieru glomerulas atrodas Stinas podociti, kuras apelina
ietekmé diabéta laika samazinas proteasomu aktivitate, ka rezultata podocitos uzkrajas
poliubikvitin&ti protetni. Tas savukart izraisa endoplazmatiska tikla stresu, tadgjadi stimulg&jot
bojajumus podocitos un diab&tiskas nefropatijas attistibu (Guo et al., 2015). Papildus
pazeminatajam proteasomu aktivitates Itmenim, diabétisku Zurku nieru garoza ir samazinats
PSMAG6 proteina daudzums. Ta ka proteasomu cel§ ir svarigs Stinu ciklu kontrolgjoSo
proteinu, pieméram, p21WAF1/CIP1 un p27Kipl, regulacija, PSMA6 samazinajumam varétu
bit saistiba ar nefropatijai raksturigo p21WAF1/CIP1 un p27Kipl proteinu pieaugumu, kas
izraisa mezangialo $tinu cikla apstasanos G1 fazgé (Li et al., 2010).

Augsts glikozes limenis aizkunga dziedzera salinas samazina vairaku UPS génu
ekspresiju, kam ir regulatoras funkcijas dazados $tinu procesos (pieméram, Uch-L1, E6-AP,
UbcHS), liecinot par UPS lomu salinu fiziologija. Turpreti c-Cbl ekspresija Sajos apstaklos
salinas nedaudz palielinds, jo S$is proteins veicina aktivétu tirozinkinazes receptoru
ubkviting$anu un internalizaciju, tadgjadi partraucot §Ginu signaléSanu. Sadi tiek ietekméti
insulina signal€Sanas celi B-Stinas. Proteasomu inhib&Sana veicina glikozes stimul€tu insulina

sekréciju, noradot uz proteasomu lomu insulina aprité (Lopez-Avalos et al., 2006).
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1.9. Pirma tipa cukura diabéta dzivnieku modelsistemas

Diabéta izp&tei nepiecieSams pardomats eksperimenta dizains, lai iegiitas zinaSanas biitu
noderigas §1s slimibas seku novérsanai. Petijumos nereti japielieto invazivas manipulacijas un
novérojumi, ko iesp&jams veikt dzivnieku modelsisteémas, turklat tam jaatt€lo slimibas
patogenéze, tas talaka attisttba un komplikacijas. Lidz §im vl nav izveidots tads viens
dzivnieku modelis, kas pilniba atspogulotu cilvéku diabéta raSanos un komplikacijas. Plasi
pielietotas ir Zurku un pelu modelsistémas. Cukura diabétu dzivniekiem var izraisit kimiski,
kirurgiski un ar gené&tiskam/imunologiskam manipulacijam. Kimiskai cukura diabéta
izraisiSanai visbiezak izmanto STZ vai aloksanu, kas ir citotoksiski glikozes analogi. Ar Siem
savienojumiem var izraisit gan 1. tipa, gan 2. tipa CD, tomér parsvara tos lieto 1TCD
izsauks$anai, jo tie nevar tie$i inducét insulina rezistenci (Radenkovi¢ et al., 2016).

Kaut arT abu vielu citotoksicitate tiek sasniegta pa dazadiem celiem, to selektiva
iedarbiba uz B-§tinam ir vienada. Aptuveni 30 min p&c aloksana injicg$anas palielinas insulina
un samazinas glikozes limenis, izraisot Tslaicigu hipoglik€miju, kada nav novérojama péc
STZ ievadiSanas. Nakamas 2—4 h abi savienojumi, inhib&jot insulina sekréciju, izraisa asins
glikozes koncentracijas palielina8anos un insulina samazina$anos. Saja laika PB-Stnas ir
verojams samazinats Goldzi aparata laukums, intracelulara vakuolizacija, samazinats insulina
daudzums, graudaina endoplazmatiska tikla dilatacija un piebriedusi mitohondriji. Tad 4-8 h
péc injekcijas seko vairaku stundu hipoglikémija, kas var izraisit pat dzivnieka navi. Velak
glikozes limenis atkal celas un par diabéta sakumu uzskata paliekoSu hiperglikémiju, kas
paradas 48 stundas péc STZ un aloksana ievadiSanas. Taja laika ir vérojama pilniga B-Stinu
degranulacija un integritates zudums (Lenzen, 2008). Talak ir aprakstiti STZ un aloksana

citotoksiskas ietekmes mehanismi.
1.9.1. Streptozotocina modelis

Streptozotocins (2-deoksi-2-(3-metil-3-nitrozourinvielas)-1-D-glikopiranoze) ir daba
sastopams antibakterials savienojums, kuru producé augsnes baktérijas Streptomyces
achromogenes. Tas ir hidrofils, relativi stabils aptuveni stundu +37 °C temperatiira pie pH 7,4.
Gan ziditaju, gan bakteriju Stnas STZ inhibé DNS sintézi (Reusser, 1971; Lenzen, 2008).

STZ ir glikozes analogs — ta molekula esosa glikozes dala pielauj STZ transportu caur
plazmas membrana esoSo glikozes transportétajproteinu 2 (glucose transporter 2, GLUT2).
Tadgjadi STZ var selektivi uzkraties aizkunga dziedzera B-$tnas. Insulinu producgjosam
stnam, kuras neekspresé GLUT2, STZ toksicitate ir zema (Elsner et al., 2000; Schnedl et al.,

1994). STZ citotoksiskas darbibas princips ir paradits 1.9. attcla.
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1.9. attéls. Streptozotocina inducétu toksisko reakciju mehanismi Zurku aizkunga
dziedzera B-Sunas. ATP — adenozina trifosfats; H.O2 — Gidenraza peroksids; NO™ — slapekla
oksids; O2" — superoksida radikalis; OH® — hidroksilradikalis; ONOO™ — peroksinitrits; NAD" —
oksidetais nikotinamida adenina dinukleotids; STZ — streptozotocins; XO — ksantina oksidaze

(adaptéts no Szkudelski 2001).

Galvenais STZ inducétas B-Stinu naves mehanisms ir DNS alkiléSana, ko nodroSina STZ
molekulas N-metil-N-nitrozourinvielas dala (Elsner et al., 2000). Nonakot B-$uinas, STZ
metile DNS, kas ir viens no izplatitakajiem alkiléSanas veidiem. Saja reakcija veidojas
7-metilguanins, 06-metilguanins, 3-metiladenins un 7-metiladenins, un rodas DNS parravumi.
DNS fragmentacija aktivé PARP, tam seko NAD" limena samazinasanas aizkunga dziedzera
salinu Sunas, ietekméjot to funkcijas, tai skaita proinsulina sintezéSanu, kas ir zZimigs diabéta
izveidoSanas raditajs (Bennett and Pegg 1981, Yamamoto et al., 1981). Turklat NAD" limena
krisanas samazina ATP daudzumu, bet $ada S$iinas energijas rezervju iztukSoSana izraisa
B-Stinu nekrozi — ir v€rojama palielinata membranu caurlaidiba un nenotiek hromatina
kondensésanas (Burkart et al., 1999). PARP inhibitoriem, piem&ram, nikotinamidam un
pikolinamidam, ir atgriezenisks efekts uz NAD" limena samazina$anos un proinsulina
sintézes inhib&sanu (Yamamoto et al., 1981).

No otras puses, STZ citotoksiskajam efektam ir saistiba arT ar slapekla oksidu (NO), ko
tas var atbrivot no savas nitrozo dalas. NO® B-§iinas stimul€ guanilatciklazi, mijiedarbojoties

ar tas héma dzelzs atomu, un veicina cikliska 3°,5’-guanozinmonofosfata (CGMP) uzkrasanos.
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NO® mijiedarbojas ari ar mitohondrialas akonitazes dzelzs-séra centriem un inhib& tas
aktivitati, tadgjadi traucgjot Stnas elposanu (Turk et al., 1993). Pastiprinata ATP
defosforilacija nodroSina hipoksantinu ka substratu ksantina oksidazei, kuru ta oksidé par
urinskabi. Hipoksantina metabolisms ietver tidenraza peroksida dismut€Sanu, kuras laika
izdalas superoksida radikalis (O2") un hidroksilradikalis (OH’). NO® un brivie radikali var
izraisit DNS bojajumus, gan darbojoties atseviski, gan kopa veidojot toksisko peroksinitritu
(ONOO") (Nukatsuka et al., 1990; Szkudelski, 2001). Turklat B-Stinas ir Ipasi jutigas pret
bojajumiem, ko izraisa NO® un brivie radikali, jo tajas ir zems brivo radikalu savacgjenzimu
limenis, tadu ka katalaze un glutationa peroskidaze (Spinas, 1999).

Vel viens mehanisms, kas raksturo STZ diabetogéno darbibu, ir STZ spgja inhibé&t
B-$tnu enzimu O-saistito N-acetilglikozamina (O-GIcNAC)-selektivo
N-acetil-B-D-glikozaminidazi (O-GIcNAcazi). Sis enzims ir noslédzosais O-glikozileSanas
cela B-Sunas un noSkel O-GIcNAc no proteiniem. STZ ir GIcNAc analogs, tapec ta mérkis ir
O-GlcNAcazes akfivais saits. Sis enzims konverté STZ par savienojumu, kas lidzinas
dabigajam liganda parejas stavoklim, bet ir energStiski stabilaks. Konvertétais STZ
savienojums tiek katabolizéts 1€nak, tapec tas izkonkuré O-GlcNAc substratu aktivaja saita,
izraisot enzima inhibiciju. Rezultata STZ ietekmé B-Stnas uzkrajas O-glikoziléti proteini,
turklat STZ inducéta O-glikozilé$ana ir neatgriezeniska gan in vitro, gan in vivo. B-siinas satur
vairak O-GIcNAc transferazi, salidzinot ar citam $finam, un tas ir vél viens faktors, kas padara
[-Stinas Tpasi jutigas pret STZ (Kondar et al., 2001; Toleman et al., 2006).

Kops STZ diabetogénas iedarbibas atklasanas 1963. gada, to lieto cukura diabé&ta
izraisiSanai dazadiem eksperimenta dzivniekiem, tai skaitd Zurkam, pelém, peértikiem u.c.
(Rerup, 1970). Zurkam to parasti ievada ka vienu lielu devu (50100 mg/kg), izsaucot
toksiskas izcelsmes diab&tu ar nopietnu insulina deficitu, vai ka vairakas nelielas devas, kas
diab&tu izraisa pakapeniskak un tam ir drizak autoimiina izcelsme (Islas-Andrade et al.,
2000).

1.9.2. Aloksana modelis

Aloksans (2.,4,5,6-tetraoksipirimidins) ir pirimidinu atvasinajums, kas tika uzsintez&ts
1838. gada, oksidgjot urinskabi. Tas ir hidrofils, kimiski nestabils savienojums ar
pussabruksSanas periodu 1,5 min +37°C temperatiira pie pH 7,4. Aloksana sp&ju izraisit
diabétu konstatgja 1943. gada. Dzivniekiem bija vérojami tipiski cilvéku diab&ta simptomi —
ketontrija, ketonémija, polidipsija, poliiirija, svara zudums, hiperglikémija, glikozirija

(Lenzen 2008; Lenzen et al., 1991).
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Biidams glikozes analogs, aloksans aizkunga dziedzeri selektivi uzkrajas [-$iinas,
nonakot tajas caur zemas afinitates GLUT2 glikozes transportieri. Glikoze sp&j inhibét So
procesu, darbojoties ka konkurents uz transportieri. Ta ka aloksanam ir 1ss pussabrukSanas
periods, fiziologiska vidé 5 min laika sadalas ap 90 % vielas un ta kltst netoksiska B-$tinam.
Tapéc diabéta izraisiSanai aloksanam $tnas janonak 5 min laika (Gorus et al., 1982; Elsner et
al., 2002).

Aloksana darbibas mehanisms, kas rezultgjas ar f-Stinu nekrozi, ir paradits 1.10. attela.
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1.10. attels. Aloksana darbibas mehanisms B-Stinas. ATP — adenozina trifosfats; GLUT2 —
glikozes transportétajproteins 2; GS* — glutationa radikalis; GSH — glutations; GSSG —
oksidets glutations; H20, — idenraza peroksids; NADPH — nikotinamida adenina dinukleotida
fosfats; O2" — superoksida radikalis; OH" — hidroksilradikalis; OH™ — hidroksiljons; SH —
sulfhidril grupa (adaptéts no Radenkovic et al., 2016).

B-stnas notiek aloksana oksideéSanas-reducesanas cikls, kura laika rodas brivie radikali.
Tripeptids glutations (GSH) reducé aloksanu par dialurinskabi. Saja reakcija no GSH rodas
glutationa radikali (GS®), kas savstarpgji veido oksidétu glutationu (GSSG). Savukart
dialurinskabe O klatbiitné var paSoksideties par aloksana radikaliem, kas parveidojas atpakal
par aloksanu. Procesa laika no Oz rodas superoksida radikali, un veidojas ar1 H,O2. Talak
Habera-Veisa reakcija parneses metala, visbiezak Fe?*, klatbiitne no H20, veidojas

hidroksilradikali. Ta ka GSH konkuré ar Oz par aloksana radikaliem, tad tas var inhibét
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paSoksidaciju (Winterbourn and Munday, 1989). Lidzigi ka STZ gadijuma, hidroksilradikali
boja B-stnu DNS, tadgjadi aktiv&jot PARP, kas samazina intracelulara NAD™ [imeni un inhibé
proinsulina sint€zi. Tiols un brivo radikalu savacgji var pasargat Stnas no aloksana
diabetogénas iedarbibas (Yamamoto et al., 1981).

Otrais aloksana citotoksiskuma veids izpauzas, inhib&jot glikokinazi (heksokinazi IV) —
B-stnu glikozes sensoru, enzimu, kas ir nozimigs glikozes induc€ta insulina sekr&cija.
Aloksans reagé ar divam blakus esosam sulfhidril (SH) grupam, kas atrodas aizkunga
dziedzera B-sunu glikokinazes cukura saistiSanas saita, veidojot disulfidu saites. Rezultata
notiek atgriezeniska enzima inaktivéSana un aloksana reducéSanas par dialuratu (Lenzen et
al., 1988). Glikokinazes inhibéSana samazina glikozes oksidéSanu un ATP generéSanu,
nomacot ATP signalu, kuram biitu jaaktiviz€ insulina sekrécija (Lenzen 2008). Glikoze var
kavet aloksana piekluvi SH grupam, saistoties glikokinazes cukura saistiSanas saita (Lenzen et
al., 1988).

Aloksana ietekm@ B-3inu citosola palielinas briva Ca®* Iimenis (Kim et al., 1994). Tas ir
saistits ar aloksana spgju depolarizét Sinu membranas (Dean and Matthews, 1972). Tajas
atveras kalcija kanali, kas veicina Ca®" nokl@iSanu $iinas no ekstracelulara $kidruma. Palielinas
arl Ca?* mobilizacija no intracelularajam rezervém, savukart ta izklGi§ana no citoplazmas ir
ierobezota (Szkudelski, 2001). Palielinatais Ca®* limenis aizsak reakciju virkni, kas inducé
DNS parravumu veidosanos (Kim et al., 1994).

Cukura diab&ta izraisiSanai zurkam visbiezak aloksanu izmanto intravenozi deva
65 mg/kg vai intraperitoneali — deva 150 mg/kg. Devas lielums atkarigs ne tikai no dzivnieka
sugas un ievadiSanas veida, bet arT no ta, vai dzivnieki ir €dusi vai ne€dusi — p&dgja varianta
tie ir uznémigaki pret diabéta ierosinasanu. Cilveka aizkunga dziedzera salinas nav tik jutigas

pret aloksanu, salidzinot ar pelém un zurkam (Szkudelski, 2001).

1.10.Tat proteins

Ari citu slimibu izraisitaji ir saistiti ar oksidativa stresa raditiem DNS divpavedienu
parravumiem, pieméram, cilvéka imandeficita viruss 1 (human immunodeficiency virus 1,
HIV-1). DNS parravumi un to reparacija nodroSina virusa DNS integréSanu
saimniekorganisma genoma (Tachiwana et al., 2006). Turklat HIV-pozitiviem pacientiem ir
pavajinata antioksidantu aizsardzibas sist€éma, salidzinot ar veseliem cilvékiem, kas kavé
oksidativa stresa noversanu (Allard et al., 1998). Ar HIV-1 saistitie DNS bojajumi var izraisit
genoma nestabilitati, kas var novest pie mutacijam un hromosomu translokacijam (EI-Amine

etal., 2018).
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HIV-1 gadijuma viens no oksidativa stresa avotiem ir HIV-1 virusu replikacijas
trans-aktivators (Tat) proteins (Price et al., 2005). Tat ir iesaistits HIV-1 transkripcija un
virusa replikacija, kas notiek divos galvenajos $anu tipos, ko infice HIV-1: CD4" T §unas un
monocitos/makrofagos (Rice et al., 2017).

Tat inducé ROS producésanu, aktivéjot NADPH un spermina oksidazes, kas ir
citotoksiska tidenraza peroksida avots, ka arT samazinot poliamina spermina daudzumu, kas ir
nepieciesams normalai $iinu funkcion&S$anai un augSanai (Capone et al., 2013). Tat var tiesi
iedarboties uz mitohondrijiem un izraisit mitohondriju transmembranu potenciala
samazinasanos un citohroma c atbrivosanu. Izol€tos sirds, aknu un smadzenu mitohondrijos
Tat izraisa to uzbrieSanu; samazinas mitohondriju veikta oksidacija. Tat inhib& citohroma ¢
oksidazi, kas ir viens no galvenajiem oksidativas fosforilacijas reguléSanas saitiem un katalize
nosléguma fazi mitohondrialaja elektronu parneses kédé (Lecoeur et al., 2012).

Vel viens veids, ka Tat var inducét oksidativo stresu, ir antioksidantu mehanismu
kavéSana, pieméram, samazinot antioksidanta glutationa daudzumu. Tas veicina NF-xB
aktivésanu, kas vel vairak palielina oksidativo stresu un stimulé DNS divpavedienu
parravumu veidoSanos. ROS var oksidét ari tadas sanu molekulas ka proteini un lipidi,
tadgjadi ietekm@jot signalu kaskadi, kas regulé dazadus Stnu procesus — augSanu,
diferencésanos un apoptozi. Turklat Tat var ieklat $tinu tipos, ko neskar HIV-1, piem&ram,
B-siinas (EI-Amine et al., 2018). HIV-1 inficétas $tinas sekreté Tat proteinu; tas cirkuleé HIV
pozitivu cilvéku asinsrité un savu strukturalo Tpasibu d&l $kérso B-§iinu membranu. Stinas Tat
aktivé AICDA génu, kas kodé AID (aktivésanas inducéta citidina deaminaze). Sis proteins
nonak pie imunoglobulina smagas kédes (IGH) géna lokusa, kas HIV pozitiviem pacientiem
izteiktak kolokalizé ar proto-onkogénu MYC, kur$ kod€ Stinas cikla progresija un apoptozé
iesaistitu kodola fosfoproteinu. Kolokalizacijas vietas vienlaicigi notiek DNS divpavedienu
bojajumi. Tiem sekojoSa nehomologa DNS pavedienu galu savienoSana izraisa hromosomu
translokaciju, kas noved pie Burkita limfomas attistibas (Sall et al., 2019).

Veselu donoru izolétu B-Siinu inkub&Sana kopa ar Tat proteinu ir pietickama, lai tajas
izraisitu DNS divpavedienu parravumus, ko var konstatét pec yH2AX klatbiitnes.
Antioksidanti, tai skaita uz mitohondrijiem meérketi savienojumi, spgj samazinat gan ROS
Iimeni, gan DNS parravumu Iimeni, kas norada, ka Tat veicina genomisko nestabilitati,
inducgjot mitohondrialo ROS veidosanos (EI-Amine et al., 2018). 1,4-DHP atvasinajumi ir
uzradijusi gan antioksidativas aktivitates, gan mitohondriotropiskas ipasibas (Velena et al.,
2016). Tiem varétu piemist potencials mazinat Tat izraisitu DNS divpavedienu parravumu

veidoSanos.
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2. MATERIALI UN METODES

2.1. Izmantotas vielas

Darba izmantotos 1,4-DHP atvasinajumus nodro$inaja LOSI. To struktirformulas ir

atainotas 2.1. tabula.

2.1. tabula. 1,4-dihidropiridina atvasinajumu struktirformulas.

Savienojums

Strukturformula

Molekularais
svars (g/mol)

Metkarbatons

Dinatrija-2,4,6-trimetil-
1,4-dihidropiridina-3,5-
biskarboniloksiacetata
heksahidrats

479,34

Etkarbatons

Dinatrija-4-etil-2,6-
dimetil-1,4-
dihidropiridina-3,5-
biskarboniloksiacetata
heksahidrats

493,37

J-9-125

Dinatrija-2,6-dimetil-4-
stiril-1,4-dihidropiridina-
3,5-biskarboniloksiacetata
heksahidrats

567,50

Glutapirons

2-(2,6-dimetil-3,5-
dietoksikarbonil-1,4-
dihidropiridil-4-

karboksamido)glutarskabes

dinatrija sals pentahidrats

542,50
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2.1. tabula (turpinajums). 1,4-dihidropiridina atvasinajumu struktiirformulas.

Savienojums

Struktarformula

Molekularais
svars (g/mol)

AV-153-Na

2,6-dimetil-3,5-
dietoksikarbonil-1,4-
dihidroizonikotmskabes
natrija sals

NaQ (0]

319,30

AV-153-Ca

2,6-dimetil-3,5-
dietoksikarbonil-1,4-
dihidroizonikotinskabes
kalcija sals tetrahidrats

Cazt

x4H,0

704,77

AV-153-Mg

2,6-dimetil-3,5-
dietoksikarbonil-1,4-
dihidroizonikotinskabes
magnija sals
heksahidrats

Mgz

x6H,0

724,99

AV-153-K

2,6-dimetil-3,5-
dietoksikarbonil-1,4-
dihidroizonikotiskabes
kalija sals monohidrats

353,40

PP-544-Na

1,2,3,4,5,6,7,8,9,10-

dekahidroakridin-1,8-

dion-9-karbonskabes
natrija sals

403,40

Reagenti hloroforms, izopropanols, natrija hlorids, mononatrija fosfats (NaH2POa),

dinatrija fosfats (NaoHPOs), natrija dodecilsulfats, glicerins, kalija acetats, Tris-HCI, etidija

bromids, Tween 80, TRI reagents, agaroze, 10 % neitrali buferéts formalina skidums bija

iegadati no Sigma-Aldrich, Vacija. Kreamiskas piestas bija no SIA Arbor, Latvija. Natrija
hidroksids, 96 % etanols bija piegadati no SIA ENOLA, Latvija. Skidrais slapeklis bija
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iepirkts no SIA AGA, Latvija. Ar DEPC apstradatais tidens, RNS paraugu attiriSanas
komplekts (RapidOut DNA Removal Kit), reversas transkripcijas komplekts (RevertAid™
First Strand cDNA Synthesis Kit) bija iegadati no Thermo Scientific, ASV. Kvantitativas
polimerazes keédes reakcijas reagentu maisijums (SYBR® Green PCR Master Mix) bija
iegadats no Applied Biosystems, ASV. Praimerus piegadaja Metabion international AG,
Vacija. Plastmasas mégenes (15 ml, 1,5 ml), automatisko pipesu uzgali (0,1-1000 ul) bija
iepirkti no Sarstedt, Vacija. Reaktivus un materialus imtnhistokimijas pétjjumam iepirka no
SIA Diamedika, Latvija. Antiviclas proteinu ekspresijas noteikSanai iegadajas no Abcam,
Lielbritanija: trusa poliklonala PARP1 antiviela (AbCam, ab6079), trusa monoklonala anti-
Skelta PARP1 antiviela (AbCam, ab32651) un trusa poliklonala yYH2AX antiviela (AbCam,
ab11175). Prieksmetstiklini un segstiklini bija no Biosigma, Italija. EnVision reagents bija no
DAKO, Glostrup, Danija. Darbam ar B-limfocitiem izmantotie reagenti bija Pancoll (PAN
Biotech, Vacija), B-cell isolation kit 11 (Macs Milteny Biotec, Vacija), RPMI barotne (Life
Technologies, Lielbritanija), karstuma inaktivéts fetalais tela serums (FCS, Life Technologies,
Lielbritanija), penicilins/streptomicins (Life Technologies, Lielbritanija), Tat proteins (Ablinc,
ASV), 4 % paraformaldehids (Euromedex, Francija), liellopu seruma albumins (BSA, Life
Technologies, Lielbritanija), fosfata buferis (PBS, Life Technologies, Lielbritanija), DAPI
vide (Vector laboratories, ASV). Izmantotas antivielas: CD19 (Biolegend, ASV), CD3 (BD
Pharmigen, ASV), peles monoklonalas antivielas pret yH2AX (phospho Ser139 H2AX, Active
Motif, ASV), anti-trusa sekundaras antivielas ar Alexa Fluor-488 (Life Technologies,
Lielbritanija).

Darba veik$anai izmantotas $adas iekartas: transiluminators BioSpectrumAC Imaging
System (UVP, Kanada), centrifiiga Sigma 3-16K (Sigma Laborzentrifugen GmbH, Ostrode am
Harz, Vacija), spektrofotometrs BioPhotometer (Eppendorf, Vacija), lidzstravas devgjs
(PowerPac Basic, Bio-Rad, ASV), eclektroforézes kamera (MSCHOISE, Cleaver Scientific
Ltd.), StepOne™ Real-Time PCR System (Applied Biosystems, ASV), laminaras pliismas
skapis Esco Airstream Max Class Il Biological Safety Cabinet (Esco Technologies, Inc.,
ASV), TCS SP8 konfokalais mikroskops (Leica Microsystems, Vacija).

2.2. Eksperimenta izmantotie dzivnieki

P&tfjuma izmantoja pieaugusus Wistar Iinijas balto zurku t€vinus ar svaru 200-250 g.
Dzivniekus piegadaja no Rigas Stradina universitates Eksperimentalo dzivnieku laboratorijas
(Riga, Latvija). Darba tika ieverotas vadlinijas no Eiropas Savienibas direktivas 2010/63/EU
un Ministru kabineta 2001. gada 23. oktobra noteikumiem Nr. 450 , Eksperimentos un
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zinatniskos nolukos izmantojamo dzivnieku tur€Sanas, izmantoSanas, tirdzniecibas un
nogalinaSanas kartiba”. Tika sanemta Partikas un veterinara dienesta atlauja dzivnieku
izmanto$anai izm&ginajumos (1. pielikums).

Eksperimenti ar dzivniekiem norit€ja no 2012. 1idz 2013. gadam Kronvalda bulvart 4
(toreizéja LU Biologijas fakultate). Péc dzivnieku parveSanas uz eksperimenta telpam tos
izmitinaja atbilstoSos, laboratorijas zurkam paredzg€tos biiros, ka ar1 noteica septinu dienu
adaptacijas periodu. Telpa uzturgja +22,0 + 0,5 °C gaisa temperatiira un ieveéroja 12 stundu
gaismas-tumsas ciklu. Visa dzivnieku turéSanas laika tos baroja ad libitum ar Zurkam
piemérotu laboratorijas baribu (“Tukuma Straume”, Latvija), un tiem bija neierobezota

piekluve dzeramajam tidenim.

2.3. Eksperimenta dizains

Pirma tipa CD izraisiSanai izmantoja STZ un aloksanu, kas abi ir toksiski glikozes
analogi insulinu producgjosajam aizkunga dziedzera B-$tnu salinam (Lenzen, 2008). Tas lava

salidzinat dazadu modelu ietekmi uz génu ekspresiju.
2.3.1. Streptozotocina modelis

Zurkam izraisTja 1. tipa cukura diab&tu, vienu reizi injicgjot astes véna 0,20-0,25 ml
STZ (50 mg/kg), ko tieSi pirms manipulacijas atSkaidija 10 mM citrata buferi (pH 4,5).
Zurkas 12 h pirms STZ injicéSanas nebaroja, bet tas var&ja brivi piekliit idenim. Kontroles
grupai astes véna injicgja 0,20 ml 10 mM citrata buferi. Zurkam 48 h p&c manipulacijas no
astes vénas panéma periféro asinu paraugu, kurd izmeérija glikozes limeni. Talako pétjumu
veica ar zurkam, kuram glikozes limenis bija virs 13,89 mmol/l. Korekcijas ar insulina
injekcijam neveica.

Zurkas sadalifja divas lielas grupas: viena no tam bija veseli dzivnieki, bet otrda —
dzivnieki ar STZ izraisito cukura diabétu. Devitaja diena péc STZ injekcijas katru no lielajam
grupam sadalija 13 apaksgrupas (2.1. att.), kur vienai ar maksligas baroSanas adatu tris dienas
péc kartas vienu reizi diena ievadija per os ideni, bet 12 grupam ievadija per os kadu no
seSiem dazadiem 1,4-dihidropiridina  atvasinajumiem: metkarbatonu, etkarbatonu,

glutapironu, J-9-125, AV-153-Na vai AV-153-Ca, kas atskaiditi 0,9 % NaCl.
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Modelis Viela Deva
Bez vielam >
0,05 mg/kg
Metkarbatons <:
0,5 mg/kg
0,05 mg/kg
Etkarbatons <:
0,5 mg/kg
0,05 mg/kg
Kontr.ole J-9-125 <:
vai 0,5 mg/kg
— _ 0,05 mg/kg
Glutapirons <:
0,5 mg/kg
0,05 mg/kg
AV-153-Na <:
0,5 mg/kg
0,05 mg/kg
AV-153-Ca <:
0,5 mg/kg

€))
2
3)
4
)
(6)
@)
®)
©
(10)
(1
(12)
(13)

Dzivnieku skaits
Kontrole / STZ
12/15
4/5
4/5
3/5
4/5
4/5
4/5
4/5
4/5
4/5
8/9
4/5
5/4

2.1. attéls. Streptozotocina diabéta modela grupu izveides shema. STZ — streptozotocins.

Visus 1,4-DHP atvasinajumus izmantoja divas koncentracijas — 0,05 mg/kg un

0,5 mg/kg.

2.3.2. Aloksana modelis

Zurkam 1. tipa CD izraisija ar aloksana injekciju subkutani (110 mg/kg, $kaidits 0,9 %
NaCl $kiduma). Zurkas 24 h pirms aloksana injekcijas nebaroja, bet tam bija briva piekluve
fidenim. Zurkam 48 h p&c manipulacijas no astes vénas panéma periféro asinu paraugu, kura

izmerTja glikozes limeni. Talako pétijumu veica ar Zurkam, kuram glikozes Itmenis bija virs

13,89 mmol/Il. Korekcijas ar insulina injekcijam neveica.

Devitaja diena péc aloksana injekcijas zurkas sadalija piecas grupas (2.2. att.).

Modelis Viela Deva
Bez vielam >
0,05 mg/kg
AV-153-Na <:
Aloksans 0,5 mg/kg
0,05 mg/kg
AV-153-Ca <:
0,5 mg/kg

2.2. attéls. Aloksana diab&ta modela grupu izveides shéma.
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Vienai grupai tris dienas p&c kartas vienu reizi diena ievadija per os tideni, bet ¢etram
ievadija per os AV-153-Na vai AV-153-Ca. Abiem 1,4-DHP atvasinajumiem izmantoja divas
koncentracijas — 0,05 mg/kg un 0,5 mg/kg.

2.4. RNS izdaliSana un ¢cDNS sintéze

Petijuma beigas Zurkas dekapit€ja, izmantojot Cetrnazu giljotinu, un no tam tika
panemtas un $kidraja slapekli sasaldétas nieres, aknas un asinis. Nieres un aknas ir paklautas
diabgtisko komplikaciju attistibas riskam (American Diabetes Association, 2014), bet diabéta
pacientu asinis ir vérojams pastiprinats oksidativais stress (Francescato et al., 2014).

Sasaldétos audus un asinis saberza keramikas piesta kopa ar $kidro slapekli. Mégené ar
TRI reagentu (1 ml uz 0,1 g audu vai 5 ml uz 1 ml asinu), kas bija stundu inkubé&ta +60 °C,
iebéra 0,5 g audu vai 1,5 ml saberzto asinu, vorteksgja 15 s, inkubgja 5 min +60 °C, nedaudz
vortekséja un centrifugéja 4500 apgriezieni/miniteé 30 min +4°C (asins paraugus
necentrifuggja, bet uzreiz pievienoja 2 ml hloroformu un turpinaja ka ar audu paraugiem).
Dzidro slani parvietoja jauna mégeng, inkubgja istabas temperattira 5 min, pievienoja 0,2 ml
hloroforma uz 1 ml TRI reagenta, vortekséja 15 s, inkub&ja 10 min istabas temperatiira un
centrifuggja 4500 apgriezieni/mintté 30 min +4 °C. Augs€jo dzidro slani parnesa jauna
mégené un audu paraugiem pievienoja 3 ml izopropanola, bet asins paraugiem pievienoja
5ml izopropanola. Paraugus vorteksgja 15s, inkub&a 10 min istabas temperatiira un
centrifug€ja 4500 apgriezieni/minait€é 30 min +4 °C. Supernatantu izI&ja, nogulsném
pievienoja 10 ml 75 % etanola, vortekséja 15s un centrifugéja 4500 apgriezieni/mintté
15 min +4°C. Supernatantu nol&ja, nogulsnes zav&ja un izSkidinaja 100 pl ar DEPC
apstradata tideni. RNS attirisanai no DNS piemaisijumiem izmantoja RapidOut DNA Removal
Kit péc razotaja noradijumiem. RNS kvalitates parbaudei izmantoja elektroforézi 1 %
agarozes ge€la, savukart kvantitati un tiribas pakapi noteica ar spektrofotometru, Skaidot RNS
fosfatu bufert (1 M Na;HPO4, 1 M NaH2POa, pH 8; atskaidits 1:1000 nukleazu briva tdeni).
Talaka darba analizgja paraugus, kuriem absorbcijas attieciba A260/A280 bija 1,9 Iidz 2,1.

No 5pg nieru un aknu RNS un no 2 pg asins RNS sintezéja cDNS, izmantojot
RevertAid™ First Strand cDNA Synthesis Kit ar randomiz€tu heksam@ru praimeriem péc

razotaja noradijumiem. Tas kvalitati parbaudija ar elektroforézi 1 % agarozes géla.

2.5. Reala laika polimerazes kédes reakcija

Génu ekspresijas noteikSanai izmantoja SYBR® Green PCR Master Mix péc razotaja
noradijumiem. Reala laika polimerazes k&des reakcijas veica ar StepOne™ Real-Time PCR
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System sados apstaklos: viens cikls +95°C 10 min un 40 cikli +95°C 15s, +60°C 1 min.
Amplifikacijas produktu specifiskumu parbaudija ar disociacijas likni: +95°C 15, +60 °C
1min un +95°C 15s. Rezultatus analizéja ar relativas kvantitéSanas jeb 27T metodi
(StepOne programmatiira, Applied Biosystems, versija 2.1) un att€loja relativajas vienibas
(RV). Praimeru dizainéSanai izmantoja NCBI/Primer-BLAST programmu. Praimeru
sekvences Parpl génam: tieSais praimeris 5’-CGGAGAGGCTTTACCGAGTG-3" un
atgriezeniskais praimeris 5’ -GAACATGGGTGACTGCACCA-3’, sagaidama produkta
garums 119 bp; H2ax génam: tieSais praimeris 5’-CGGTTTGTCTCCTGGCGTTT-3’ un
atgriezeniskais praimeris 5’-ACATCGTGTGCGAGGTAGAA-3’, sagaidama produkta
garums 50 bp; Xdh génam: tieSais praimeris 5’-CGGACCCTGAAACAACACTT-3’ un
atgriezeniskais praimeris 5’-CAAGCAGGCATTGACAGAAA-3’, sagaidama produkta
garums 164 bp; Psma3 génam: tiesais praimeris 5’-CACCATCCTCTGGTGTCCATT-3’ un
atgriezeniskais praimeris 5’-CGCAGATATCCTCAATTACCCAAC-3’, sagaidama produkta
garums 128 bp; Psma6 génam: tieSais praimeris 5’-GTGTGCGCTACGGGGTGTA-3’ un
atgriezeniskais praimeris 5’-AGTCACGGTGCTGGAATCCA-3’, sagaidama produkta
garums 247 bp; Psmb5 génam: tieSais praimeris 5’-AGGTGCCTACATTGCTTCCC-3’ un
atgriezeniskais praimeris 5’-GAGATGCGTTCCTTGTTGCG-3’, sagaidama produkta garums
159 bp; Psmc6 génam: tieSais praimeris 5’-TACATTGGGGAAAGCGCTCG-3’ un
atgriezeniskais praimeris 5’-TCAGAAAACCGACGACCACC-3’, sagaidama produkta
garums 116 bp. RNS polimerazi II izmantoja ka references génu (Sokolovska et al., 2011):
tieSais praimeris 5’-GCCAGAGTCTCCCATGTGTT-3" wun atgriezeniskais praimeris
5’-GTCGGTGGGACTCTGTTTGT-3’, sagaidama produkta garums 135 bp.

2.6. Imunhistokimija

Proteinu ekspresijas noteikSanai kontroles un STZ diab&ta modela dzivniekos izmantoja
imtinhistokimijas metodi (Di Stefano et al., 2002). PARP1, c-PARP1 un yH2AX proteinu
[imeni noteica Zurku nier@s, sirdi, acis un sézas nervos. Sie organi ir paklauti diabétisko
komplikaciju attistibas riskam (American Diabetes Association, 2014).

Péc zurku dekapitéSanas imiinhistokimiskajam pétijjumam paredz&tos audus un organus
ievietoja 10 % neitrali buferéta formalina Skiduma, kur tos fiksgja vismaz 48 stundas. P&c tam
audus atidenoja un ieguldija parafina. Tos sagrieza 4 mikronus biezos griezumos ar rotacijas
mikrotomu un parnesa uz priekSmetstikliniem, kas klati ar polilizinu. Histologiskos griezumus
7avgja termostata diennakti +36°C temperatira. Pirms iminhistokimiskas krasoSanas

paraugus deparafinizgja, tos secigi ievietojot skidumos: ksilola I (10 min), ksilola Il (5 min),
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96 % spirta | (3 min), 96 % spirta 11 (3 min), 70 % spirta | (3 min), 70 % spirta Il (3 min). Tad
audu paraugus skaloja divas reizes destiléta tident un tresaja reiz€ atstaja destilétaja tideni uz
5min. Antigéna demaskéSanai izmantoja 20 min karséSanu mikrovilpu krasni 300 W,
inkubgjot natrija citrata buferi pH=6,0. Paraugus tris reizes skaloja Tris bufera sals (TBS)
Skiduma. Endogénas peroksidazes aktivitates nomaksanai izmantoja 0,5 % H>O, 10 min. Tad
paraugus atkartoti skaloja TBS skiduma un inkubgja proteinu bloka reagenta bulla kazeina
10 min. Paraugus 1 h inkubg&ja ar primarajam antivielam: trusa poliklonalo PARP1 antivielu
(atSkaidijums 1:200), trusa monoklonalo anti-Skelto PARP1 antivielu (atS8kaidijums 1:200) un
trusa poliklonalo YH2AX antivielu (atskaidijums 1:500). P&c tam griezumus skaloja TBS
buferT un piesaistitas antivielas paradija, inkub&jot paraugus 30 min istabas temperatiira ar
EnVision reagentu. Paraugus skaloja ar TBS un veica 7 min vizualizacijas reakciju ar
3,3-diaminobenzidinu, kas veido briinu gala produktu antivielas saistiSanas vieta. Sinu
kodolus krasoja ar hematoksilinu un paraugus analiz€ja 400x palielindjuma, nosakot Stinu

skaitu uz vienu kvadratmilimetru.

2.7. B-limfocitu apstrade ar Tat proteinu un 1,4-dihidropiridina

atvasinajumiem

Asins paraugus ieguva no veseliem donoriem Etablissment Francais du Sang,
Saint-Louis slimnica, Pariz€, Francija, atbilstosi Francijas likumiem un Agence Nationale de
Sécurité du Médicament (2016-A01316-45), ar informé&tu piekriSanu.

Periféro asinu mononuklearas $tinas izol€ja no asinim ar Pancoll blivuma gradienta
centrifugéSanu. B-limfocitus attirijja ar negativo selekciju, izmantojot B-cell isolation kit 1I.
Tiribu parbaudija, krasojot ar CD19 un CD3, un tam sekojoSu fluorescences aktiveéto Stinu
SkiroSanas analizi (FACS). B-limfocitus kultivgja 10° §iinas/ml RPMI barotng, kas papildinata
ar 10% FCS un 1% penicilinu/streptomicinu, +37°C, 5% CO,. Sinas sefas stundas
transficgja ar attiritu rekombinantu Tat proteinu 250 ng/ml. Vienlaicigi $tinas tika apstradatas
ar 1,4-DHP atvasinajumiem dazadas koncentracijas (5-500 nM): AV-153-Na, AV-153-Ca,
AV-153-Mg, AV-153-K, metkarbatonu, J-9-125, glutapironu un PP-544-Na.

B-limfocttus izs€ja uz 15x15 mm segstikliniem, kas parklati ar poli-L-lizinu, 20 min,
+37 °C, 5 % CO,. Talako procesu veica istabas temperatiira. Stinas mazgaja ar 0,3X PBS un
fiks€ja 10 min ar 4 % paraformaldehidu, kas atSkaidits ar 0,3X PBS. Tad tris reizes mazgaja
ar 1X PBS. Siinas blok&ja 40 min ar 0,5 % BSA, kas atskaidits ar 1X PBS. Imunokrasoanu
veica 2 h ar peles monoklonalajam antivielam pret YH2AX (atskaidijums 1:500). Tad $tinas

tris reizes mazgaja ar 1X PBS un inkubgja 1h ar anti-trusa sekundarajam antivielam ar Alexa
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Fluor-488 (atskaidijums 1:200). Segstiklinus pievienoja priekSmetstikliniem ar DAPI vidi.
Attelu iegtSanai izmantoja TCS SP8 konfokalo mikroskopu ar 63X ellas imersijas objektivu

(ElI-Amine et al., 2018).

2.8. Datu statistiska apstrade

Datu apkoposanu un statistisko analizi veica ar Microsoft Excel (Microsoft, ASV) un
GraphPad Prism 6 (GraphPad Software Inc., ASV) datorprogrammam. lzmantojot
Sapiro-Vilka (Shapiro-Wilk) testu, parliecinajas par datu atbilstibu normalsadalfjumam.

Proteinu un génu ekspresijas datu analiz€$ana kontroles grupu un STZ vai aloksana
grupu bez apstrades ar 1,4-DHP atvasinajumiem salidzin3ja, izmantojot nepara T-testu, kas
paredzets divu nesaistitu grupu salidzinasanai.

Kontrolu un STZ vai aloksana grupas, kuram deva 1,4-DHP atvasinajumus (2.1. un
2.2. att.), salidzinaja ar attiecigajam nearstétajam grupam, izmantojot divvirzienu dispersijas
analizes (analysis of variance, ANOVA) testu ar Daneta multiplo salidzinajumu pé&ctestu
(salidzina gadijuma grupas ar kontroles grupu). Divvirzienu ANOVA testu lieto, ja ir vismaz
divas lielas kategorijas (kontrole un modelis) un katra no tam ir vismaz tris apakSkategorijas
(nearstéta grupa un arstétas grupas).

Analizes, kur AV-153-Na bija tikai viena koncentracija (0,5 mg/kg), ekspresijas datu
salidzinasanai izmantoja vienvirziena ANOVA testu ar Sidaka multiplo salidzinajumu
pectestu (salidzina testa noraditus parus). Vienvirziena ANOVA testu lieto, lai savstarpé&ji
salidzinatu tris vai vairak grupas.

Rezultatus péc B-limfocitu apstrades analizgja, izmantojot vienvirziena ANOVA testu
ar Daneta multiplo salidzinajumu pé&ctestu. Kontroles grupu salidzinaja ar Tat grupu bez
apstrades ar 1,4-DHP atvasinajumiem, izmantojot nepara T-testu.

Rezultatus piendma par statistiski ticamiem, ja p<5,00x10%; programmatiira p vértibas
uzradija ar Cetriem cipariem aiz komata. Datus no g&nu ekspresijas pétjjuma att€loja
relativajas vienibas (RV), no proteinu ekspresijas pétijuma — ka antigénus ekspresgjoso Siinu
skaitu uz vienu kvadratmilimetru, bet no in vivo eksperimenta — ka yH2AX fokusus
ekspongjoso Stinu procentualo daudzumu paraugos. Ir uzradita vidéja aritmétiska vertiba un

vidgjas aritmétiskas vertibas standartnovirze (standard deviation, SD).
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3. REZULTATI

3.1. DNS reparacijas un proteolizes enzimu ekspresijas izmainas Zurkas

1,4-dihidropiridina atvasinajumu ietekmé cukura diabéta modelos

1,4-DHP atvasinajumu ietekmi uz Parpl, H2ax, Xdh, Psma3, Psma6, Psmb5 un Psmc6
génu ekspresiju noteicam kontroles dzivnieku un diabétisku Zurku nierés un aknas STZ un
aloksana modeli, ka arT asinis STZ modeli. Citotoksiskos glikozes analogus STZ un aloksanu
visbiezak izmanto kimiskai 1. tipa cukura diabéta izraisiSanai (Lenzen, 2008). Saja
eksperimenta vargjam salidzinat abu modelu ietekmi uz génu ekspresiju. PARP1, c-PARP1
un YH2AX proteinu ekspresiju noteicam kontroles dzivnieku un STZ modela Zurku nierés,
sirdi, acls un nervos. Visus minétos organus var skart diab&tiskas komplikacijas (American

Diabetes Association, 2014).
3.1.1. Parpl géna ekspresija

Parpl géna ekspresiju noteicam kontroles dzivnieku un diab&tisku zurku niers un
aknas STZ un aloksana modeli, ka ar1 asinis STZ modeli. Rezultatu skaitliskas vertibas ir
atainotas attiecigi 2., 3., un 4. pielikuma.

Cukura diabéta izraisiS8ana ar STZ statistiski ticami neietekmé&ja Parpl géna ekspresijas

[imeni Zurku nier&s, bet aloksans to statistiski ticami palielindja (p=1,10x103; 3.1. att.).
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3.1. attels. Parpl gena ekspresija Zurku nierés dazadu 1,4-dihidropiridina (1,4-DHP)
atvasinajumu ietekmé kontroles grupas un streptozotocina (STZ) vai aloksana inducéeta
1. tipa cukura diabéta modelos. N — bez apstrades ar 1,4-DHP atvasinajumiem; M —
metkarbatons; E — etkarbatons; J — J-9-125; G — glutapirons; Na — AV-153-Na; Ca —
AV-153-Ca; 0,05 — deva 0,05 mg/kg; 0,5 — deva 0,5 mg/kg; RV — relativas vienibas. Veértibas
ir izteiktas ka vidgjais aritmétiskais (SD); * p<5,00x1072, salidzinot ar kontroles N grupu;
# p<5,00x102, salidzinot ar STZ N grupu; $ p<5,00x102, salidzinot ar aloksana N grupu.
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Kontroles grupu nierés Parpl ekspresiju statistiski ticami palielindja visi apliikotie
1,4-DHP atvasinajumi, iznemot AV-153-Ca: metkarbatons (deva 0,05 mg/kg: p=1,00x10%;
deva 0,5mg/kg: p=6,00x10%), etkarbatons (abas devas: p<1,00x10%), J-9-125 (deva
0,05 mg/kg: p=7,00x10% deva 0,5mg/kg: p<1,00x10%), glutapirons (abas devas:
p<1,00x10#) un AV-153-Na (deva 0,5 mg/kg: p=3,81x10?). STZ grupu nierés, lidzigi ka
kontroles grupas, Parpl ekspresiju statistiski ticami palielinaja visi apskatitie savienojumi —
metkarbatons (abas devas: p<1,00x10™), etkarbatons (deva 0,05 mg/kg: p=5,60x103), J-9-125
(abas devas: p<1,00x10%), glutapirons (abas devas: p<1,00x10%), AV-153-Na (deva
0,5 mg/kg: p<1,00x10#) un AV-153-Ca (abas devas: p<1,00x10™). Aloksana grupas zurku
nierés no diviem apskatitajiem savienojumiem ekspresiju statistiski ticami palielinaja tikai
AV-153-Ca lielakaja deva (p=5,60x1079).

Zurku aknas diabéta izraisisana statistiski ticami neietekm&ja Parpl géna ekspresiju
(3.2.att.). AV-153-Na izmantoSana liclakaja deva statistiski ticami palielinaja Parpl
ekspresiju visas tris grupas (kontrole: p=1,00x1073; STZ: p=9,40x1073; aloksans: p=1,22x1072),
bet aloksana grupa to statistiski ticami paaugstindja ari AV-153-Ca mazakaja deva
(p=5,60x103).
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3.2. attels. Parpl gena ekspresija Zurku aknas AV-153-Na un AV-153-Ca ietekme
kontroles grupas un streptozotocina (STZ) vai aloksana inducéta 1. tipa cukura diabéta
modelos. N — bez apstrades ar 1,4-DHP atvasinajumiem; Na — AV-153-Na; Ca — AV-153-Ca,;
0,05 — deva 0,05 mg/kg; 0,5 — deva 0,5 mg/kg; RV — relativas vienibas. Veértibas ir izteiktas
ka vidgjais aritmétiskais (SD); * p<5,00x1072, salidzinot ar kontroles N grupu; # p<5,00x107?,
salidzinot ar STZ N grupu; $ p<5,00x107, salidzinot ar aloksana N grupu.

Asinis génu ekspresija tika noteikta STZ diabéta modeli, kur ta bija statistiski ticami

paaugstinata, salidzinot ar kontroli (p=2,13x107%; 3.3. att.).
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3.3. attels. Parpl gena ekspresija Zurku asinis dazadu 1,4-dihidropiridina (1,4-DHP)
atvasinajumu ietekmé kontroles grupas un streptozotocina (STZ) induceta 1. tipa
cukura diabéta modeli. N — bez apstrades ar 1,4-DHP atvasinajumiem; M — metkarbatons;
E — etkarbatons; J — J-9-125; G — glutapirons; Na — AV-153-Na; 0,05 — deva 0,05 mg/kg;
0,5 — deva 0,5 mg/kg; RV — relativas vienibas. Vértibas ir izteiktas ka vid&jais aritmétiskais
(SD); * p<5,00x102, salidzinot ar kontroles N grupu; # p<5,00x10?, salidzinot ar STZ
N grupu.

Kontroles grupas 1,4-DHP atvasinajumu izmantoSana Parpl géna ekspresiju statistiski
ticami neietekméja. STZ grupas asinis Parpl ekspresiju statistiski ticami samazinaja
etkarbatons (deva 0,05 mg/kg: p=1,70x1073; deva 0,5 mg/kg: p=1,00x10) un glutapirons
(deva 0,05 mg/kg: p=1,90x103; deva 0,5 mg/kg: p=4,10x10?), savukart AV-153-Na to vél
vairak palielinaja (deva 0,5 mg/kg: p=1,90x107).

3.1.2. PARPI1 proteina ekspresija

PARPI proteina ekspresijas [imeni noteicam AV-153-Na ietekm@ Zurku niergs, sirdi,
acis un nervos kontroles grupas un STZ izraisita diabéta modeli. PARP1 proteina ekspresiju
analizgjam tikai AV-153-Na ietekmé, jo Sis savienojums ir visvairak pétitais 1,4-DHP
atvasinajums musu darba grupa. Rezultatu skaitliskas vertibas ir atainotas 5. pielikuma.

Nierés PARP1 ekspresiju vargja noverot proksimalajos un distalajos nieru kanaliSos,
nieru kamolinos un asinsvadu sieninas. Péc STZ inducéta diabéta PARP1 pozitivo Stnu
limenis statistiski ticami paaugstinajas (p=1,80x103; 3.4. A att.). AV-153-Na to statistiski
ticami samazinaja (p=1,40x107).

Sirds audos PARP1 ekspresija galvenokart bija vérojama kardiomiocitu citoplazma un
endotélija Stnas. Diab&ta izraisiSana statistiski ticami palielinaja PARP1 ekspresiju
(p=8,00x10*; 3.4.B att.). Kontroles grupa AV-153-Na to statistiski ticami paaugstinaja
(p=3,70x107?), bet diabéta gadijuma — samazinaja lidz kontroles Iimenim (p<1,00x10%).
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3.4. attels. PARP1 proteina ekspresija Zurku (A) nierées, (B) sirdi, (C) acis un (D) nervos
AV-153-Na ietekmé kontroles grupas un streptozotocina (STZ) inducéta 1. tipa cukura
diabéta modeli. AV-153-Na koncentracija — 0,5 mg/kg. Vertibas ir izteiktas ka vidgjais
aritmétiskais (SD); * p<5,00x1072, salidzinot ar kontroles grupu bez apstrades ar AV-153-Na;
# p<5,00x102, salidzinot ar STZ grupu bez apstrades ar AV-153-Na.

Acs audos cukura diab@ta izraisiSana ar STZ statistiski ticami neizmainija PARP1
proteina ekspresijas limeni (3.4. C att.). AV-153-Na to statistiski ticami neieteckm&ja ne
kontroles, ne STZ grupa.

Nervu audos PARP1 proteina ekspresija bija vérojama Svana $iinas. Péc diabéta
izraisisanas PARP] proteina ekspresija statistiski ticami palielinajas (p=2,80x1072; 3.4. D att.).
AV-153-Na to statistiski ticami samazinaja lidz kontroles limenim (p=9,60x1073).

3.1.3. Sl,{eltﬁ PARP1 proteina ekspresija

Skeltais PARP1 proteins ir jutigs apoptozes markieris (Soldani and Scovassi, 2002). Ta
ekspresiju analiz€jam metkarbatona un etkarbatona ietekmé Zurku nierés, sirdi, acis un nervos
kontroles grupas un STZ izraisita diab&ta modeli. Rezultatu skaitliskas vértibas ir atainotas
6. pielikuma.

Nieru audos c-PARP1 ekspresija bija novérota proksimalajos un distalajos nieru
kanaliSos, ka arT atseviSkas iekaisuma Stinas stroma un asinsvadu sienina. STZ inducéta
diab&ta gadijuma c-PARP1 ekspresija statistiski ticami palielinajas (p=6,00x10%; 3.5. A att.).
Arsté3ana ar metkarbatonu statistiski ticami neietekm&ja c-PARP1 ekspresiju ne kontroles
grupas, ne STZ grupas. Savukart etkarbatons to statistiski ticami palielinaja kontroles grupas
(deva 0,05mg/kg: p=3,96x10% deva 0,5mg/kg: p=1,27x102), bet statistiski ticami
samazinaja STZ grupas (deva 0,05 mg/kg: p<1,00x10*; deva 0,5 mg/kg: p=3,00x104).
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3.5. attéls. c-PARP1 proteina ekspresija Zurku (A) nierés, (B) sirdi, (C) acis un
(D) nervos metkarbatona un etkarbatona ietekmé kontroles grupas un streptozotocina
(STZ) induceta 1. tipa cukura diabeta modell. N — bez apstrades ar 1,4-dihidropiridina
atvasinagjumiem; M — metkarbatons; E — etkarbatons; 0,05 — deva 0,05 mg/kg; 0,5 — deva
0,5 mg/kg. Vertibas ir izteiktas ka vid&jais aritmétiskais (SD); * p<5,00X10'2, salidzinot ar
kontroles N grupu; # p<5,00x10°2, salidzinot ar STZ N grupu.

Sirds audos c-PARP1 ekspresija bija noverota kardiomiocitos, atseviskas iekaisuma
Stnas sirds intersticija un ap asinsvadiem. Diab@ta izraisiSana to statistiski ticami pastiprinaja
(p=9,60x10%; 3.5. B att.). Diab&ta grupas c-PARP1 ekspresiju statistiski ticami samazinaja
metkarbatons mazakaja deva (p=1,81x102) un etkarbatons (deva 0,05 mg/kg: p=3,00x10%;
deva 0,5 mg/kg: p=9,80x107). Kontroles grupas ekspresija bija bez statistiski ticamam
izmainam.

Acs audos c-PARP1 ekspresija STZ inducéta diab&ta laika statistiski ticami
pastiprinajas (p=3,30x103; 3.5. C att.). Metkarbatons statistiski ticami neietekméja c-PARP1
ekspresiju, bet etkarbatons to vél vairak stimulgja diabéta grupas (abas devas: p<1,00x10™).

Nervu audos c-PARP1 ekspresija bija novérota Svana §inas un iekaisuma $inas ap

nervu apvalkiem. Diabg&ta izraisiSana statistiski ticami paaugstinaja c-PARP1 ekspresiju
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(p=2,40x103; 3.5.D att.). Etkarbatons to statistiski ticami palielindja kontroles grupa
mazakaja deva (p=1,51x107?) un statistiski ticami samazinaja STZ grupas (deva 0,05 mg/kg:
p=1,00x10*; deva 0,5 mg/kg: p=6,00x10%), bet metkarbatons ekspresiju statistiski ticami

neizmainija.
3.1.4. H2ax géna ekspresija

H2ax géna ekspresiju noteicam kontroles dzivnieku un diab&tisku zurku nierés un aknas
STZ un aloksana modeli, ka arT asinis STZ modeli. Rezultatu skaitliskas veértibas ir atainotas
attiecigi 7., 8., un 9. pielikuma.

Zurku nierds ar STZ izraisitu cukura diabétu statistiski ticami nemainijas H2ax géna

ekspresija; arT aloksans to statistiski ticami neietekméja (3.6. att.).
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3.6. attels. H2ax geéna ekspresija Zurku nierés dazadu 1,4-dihidropiridina (1,4-DHP)
atvasinajumu ietekmé kontroles grupas un streptozotocina (STZ) vai aloksana inducéta
1. tipa cukura diabéta modelos. N — bez apstrades ar 1,4-DHP atvasindjumiem; M —
metkarbatons; E — etkarbatons; J — J-9-125; G — glutapirons; Na — AV-153-Na; Ca —
AV-153-Ca; 0,05 — deva 0,05 mg/kg; 0,5 — deva 0,5 mg/kg; RV — relativas vienibas. Vértibas
ir izteiktas ka vid@jais aritmétiskais (SD); * p<5,00x10?, salidzinot ar kontroles N grupu;

# p<5,00x1072, salidzinot ar STZ N grupu; $ p<5,00x1072, salidzinot ar aloksana N grupu.

Kontroles grupas nierés apstrade ar 1,4-DHP atvasinajumiem statistiski ticami
neietekm@ja H2ax ekspresiju, savukart STZ grupas to statistiski ticami palielinaja glutapirons
(deva 0,05 mg/kg: p=3,38x10%; deva 0,5 mg/kg: p<1,00x10#), AV-153-Na lielakaja deva
(p=3,54x107?) un AV-153-Ca mazakaja deva (p=1,54x10%). Aloksana grupas H2ax ekspresiju
statistiski ticami paaugstinaja AV-153-Ca (deva 0,05 mg/kg: p=7,20x10"; deva 0,5 mg/Kkg:
p<1,00x10™%).

Zurku aknas diab@ta izraisiSana statistiski ticami samazinaja H2ax géna ekspresiju

(STZ: p=3,77x102; aloksans: p=2,90x1073; 3.7.att). AV-153-Ca to statistiski ticami
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palielindja aloksana grupas (deva 0,05 mg/kg: p=2,39x102; deva 0,5 mg/kg: p=1,73x1072).
Savukart AV-153-Na neradija statistiski ticami izmainas neviena no pétito zurku grupam

aknas.
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3.7. attels. H2ax geéna ekspresija Zurku aknas AV-153-Na un AV-153-Ca ietekmé
kontroles grupas un streptozotocina (STZ) vai aloksana inducéta 1. tipa cukura diabéta
modelos. N — bez apstrades ar 1,4-DHP atvasinajumiem; Na — AV-153-Na; Ca — AV-153-Ca,;
0,05 — deva 0,05 mg/kg; 0,5 — deva 0,5 mg/kg; RV — relativas vienibas. Vértibas ir izteiktas
ka vidgjais aritmétiskais (SD); * p<5,00x107?, salidzinot ar kontroles N grupu; # p<5,00x107?,
salidzinot ar STZ N grupu; $ p<5,00x1072, salidzinot ar aloksana N grupu.

Asints pec STZ induceta diabéta H2ax ekspresija statistiski ticami palielinajas

(p=3,27x10% 3.8. att.).
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3.8. artels. H2ax geéna ekspresija Zurku asinis dazadu 1,4-dihidropiridina (1,4-DHP)
atvasinajumu ietekmé kontroles grupas un streptozotocina (STZ) inducéta 1. tipa
Cukura diabéta modeli. N — bez apstrades ar 1,4-DHP atvasinajumiem; M — metkarbatons;
E — etkarbatons; J — J-9-125; G — glutapirons; Na — AV-153-Na; 0,05 — deva 0,05 mg/kg;
0,5 — deva 0,5 mg/kg; RV — relativas vienibas. Veértibas ir izteiktas ka vid&jais aritmétiskais
(SD); * p<5,00x102, salidzinot ar kontroles N grupu; # p<5,00x10?, salidzinot ar STZ
N grupu.

Kontroles grupas asinis 1,4-DHP atvasinajumu ievadiSana statistiski ticami neizmainija
H2ax ekspresiju. STZ grupu asinis to statistiski ticami samazinaja etkarbatons (deva
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0,05 mg/kg: p=4,05x102; deva 0,5 mg/kg: p=3,28x10?) un glutapirons mazakaja deva
(p=4,31x1072), bet palielinaja AV-153-Na (p=1,27x1072).

3.1.5. YH2AX proteina ekspresija

YH2AX proteina ekspresiju noteicam metkarbatona, etkarbatona un AV-153-Na ietekmé
zurku nieré€s, sirdi, acts un nervos kontroles grupas un STZ izraisita diab&ta modeli. Rezultatu
skaitliskas vertibas ir atainotas attiecigi 10., 11., 12. un 13. pielikuma.

Nieru audos yH2AX proteina ekspresiju novérojam proksimalajos un distalajos
kanalisos, kamolinos, intersticija un asinsvadu sienina. Diabg&ta izraisiSana nier€s statistiski

ticami neizmainija YH2AX proteina ekspresiju (3.9. A att.).
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3.9. attéls. yH2AX proteina ekspresija Zurku (A) nieres, (B) sirdi, (C) acis un (D) nervos
dazadu 1,4-dihidropiridina (1,4-DHP) atvasinajumu ietekmé kontroles grupas un
streptozotocina (STZ) induceta 1. tipa cukura diabéta modeli. N — bez apstrades ar
1,4-DHP atvasinajumiem; M — metkarbatons; E — etkarbatons; Na — AV-153-Na; 0,05 — deva
0,05 mg/kg; 0,5 — deva 0,5 mg/kg. Vertibas ir izteiktas ka vid€jais aritmétiskais (SD);
* p<5,00x1072, salidzinot ar kontroles N grupu; # p<5,00x1072, salidzinot ar STZ N grupu.
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Etkarbatons statistiski ticami palielingja 1 proteina ekspresiju STZ grupas nierés (deva
0,05 mg/kg: p=1,30x103; deva 0,5mg/kg: p<1,00x10%); metkarbatons un AV-153-Na
statistiski ticami neietekmé&ja YH2AX proteina ekspresiju ne kontroles grupas, ne diabéta
grupas.

Sirds audos YH2AX proteina ekspresija bija vérojama kardiomiocitu kodolos, iekaisuma
Stnu kodolos sirds intersticija un endotélija. Galvenokart yYH2AX ekspresiju vargja novérot
miokarda, bet ta bija vérojama ari perikarda un endokarda. Diabé&ta izraisiSana statistiski
ticami paaugstinaja yYH2AX proteina ekspresiju (p=3,30x10%; 3.9. B att.). Kontroles grupas
neviens no savienojumiem statistiski ticami neietekmé&ja $1 proteina ekspresiju, bet STZ
grupas to statistiski ticami palielindja etkarbatons (abas devas: p<1,00x10™) un samazinaja
AV-153-Na (p<1,00x10%).

Acs audos YH2AX proteina ekspresiju novérojam tiklené. Diabéta izraisiSana to
statistiski ticami neietekmgja (3.9. C att.). Izveletie 1,4-DHP atvasinajumi lielakoties
statistiski ticami neizmainija §T proteina ekspresiju ne kontroles grupas, ne diab&ta modeli,
iznemot AV-153-Na, kas statistiski ticami palielinaja ekspresiju kontroles dzivniekiem
(p=1,18x107?).

Nervu audos nebija vérojamas statistiski ticami atSkiribas YH2AX proteina ekspresija
kontroles grupas un diab&ta modela dzivniekos (3.9. D att.). Kontroles grupas proteina
ekspresiju statistiski ticami samazinaja metkarbatons lielakaja deva (p=3,84x1072). Citas

grupas bija bez statistiski ticamam izmainam.
3.1.6. Xdh geéna ekspresija

Xdh géna ekspresiju noteicam kontroles dzivnieku un diab&tisku zurku nierés un aknas
STZ un aloksana modeli, ka arT asinis STZ modeli. Rezultatu skaitliskas vertibas ir atainotas
attiecigi 14., 15. un 16. pielikuma.

Ar STZ izraisita cukura diabéta modeli zurku nierés Xdh géna ekspresija statistiski
ticami nemainfjas, bet aloksans to palielindja (p=3,00x107; 3.10. att.). Kontroles grupas géna
ekspresiju statistiski ticami palielindja etkarbatons (deva 0,05 mg/kg: p=4,39x102; deva
0,5 mg/kg: p=9,20x103), ka ari J-9-125 (deva 0,05 mg/kg: p=1,13x10?; deva 0,5 mg/kg:
p=4,28x10%) un glutapirons lielakaja deva (p=9,60x107). STZ grupu nierds Xdh géna
ekspresiju statistiski ticami palielindja metkarbatons lielakaja deva (p=8,00x107*), J-9-125
lielakaja deva (p=2,37x10), glutapirons (deva 0,05 mg/kg: p=2,67x10%; deva 0,5 mg/Kkg:
p=8,00x10%), AV-153-Na liclakaja deva (p=3,20x10%) un AV-153-Ca mazakaja deva

(p=1,32x10?). Savukart aloksana grupu nierés Xdh géna ekspresiju statistiski ticami
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paaugstindja abi analizétie savienojumi: AV-153-Na (deva 0,05 mg/kg: p<1,00x10*; deva
0,5 mg/kg: p=2,37x10?) un AV-153-Ca (deva 0,05 mg/kg: p=1,20x10%; deva 0,5 mg/kg:
p<1,00x10%).
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3.10. attéls. Xdh geéna ekspresija Zurku nierés dazadu 1,4-dihidropiridina (1,4-DHP)
atvasinajumu ietekmé kontroles grupas un streptozotocina (STZ) vai aloksana inducéta
1. tipa cukura diabéta modelos. N — bez apstrades ar 1,4-DHP atvasinajumiem; M —
metkarbatons; E — etkarbatons; J — J-9-125; G — glutapirons; Na — AV-153-Na; Ca —
AV-153-Ca; 0,05 — deva 0,05 mg/kg; 0,5 — deva 0,5 mg/kg; RV — relativas vienibas. Vértibas
ir izteiktas ka vidgjais aritmétiskais (SD); * p<5,00x102, salidzinot ar kontroles N grupu;

# p<5,00x102, salidzinot ar STZ N grupu; $ p<5,00x102, salidzinot ar aloksana N grupu.

Aknas péc diabéta izraisiSanas nebija statistiski ticamu izmainu Xdh géna ekspresijas
Iimeni (3.11. att.). Kontroles grupas Xdh géna ekspresiju statistiski ticami samazinaja
AV-153-Na mazakaja deva (p=7,40x107), bet STZ un aloksana grupas 3$adu efektu

nenoveroja.
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3.11. attels. Xdh geéna ekspresija Zurku aknas AV-153-Na un AV-153-Ca ietekmé
kontroles grupas un streptozotocina (STZ) vai aloksana inducéta 1. tipa cukura diabéta
modelos. N — bez apstrades ar 1,4-DHP atvasinajumiem; Na — AV-153-Na; Ca — AV-153-Ca;
0,05 — deva 0,05 mg/kg; 0,5 — deva 0,5 mg/kg; RV — relativas vienibas. Veértibas ir izteiktas
ka vidgjais aritmétiskais (SD); * p<5,00x107?, salidzinot ar kontroles N grupu; # p<5,00x107?,
salidzinot ar STZ N grupu; $ p<5,00x1072, salidzinot ar aloksana N grupu.
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Asinis Xdh géna ekspresiju statistiski ticami palielinaja diab&ta izraisiSana ar STZ

(p=1,06x10% 3.12. att.).
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3.12. attels. Xdh géna ekspresija Zurku asinis dazadu 1,4-dihidropiridina (1,4-DHP)
atvasinajumu ietekmé kontroles grupas un streptozotocina (STZ) inducéta 1. tipa
cukura diabéta modeli. N — bez apstrades ar 1,4-DHP atvasinajumiem; M — metkarbatons;
E — etkarbatons; J — J-9-125; G — glutapirons; Na — AV-153-Na; 0,05 — deva 0,05 mg/kg;
0,5 — deva 0,5 mg/kg; RV — relativas vienibas. Vértibas ir izteiktas ka vid&jais aritmétiskais
(SD); * p<5,00x102, salidzinot ar kontroles N grupu; # p<5,00x10?, salidzinot ar STZ
N grupu.

Kontroles grupas asinis 1,4-DHP atvasinajumi neizraisTja Statistiski ticamas izmainas,
bet STZ grupas Xdh ekspresiju statistiski ticami samazinaja etkarbatons (deva 0,05 mg/kg:
p=1,62x102; deva 0,5mg/kg: p=1,70x10%), J-9-125 mazakaja deva (p=1,96x10?) un
glutapirons lielakaja deva (p=4,71x1072).

3.1.7. Psma3 gena ekspresija

Psma3 géna ekspresiju noteicam kontroles dzivnieku un diab&tisku zurku nierés un
aknas STZ un aloksana modeli, ka art asinis STZ modeli. Rezultatu skaitliskas vertibas ir
atainotas attiecigi 17., 18. un 19. pielikuma.

STZ ietekmé statistiski ticami palielinajas Psma3 geéna ekspresija zurku niercs
(p=3,67x107?); ar aloksans stimul&ja §1 géna ekspresiju (p=3,90x10%; 3.13. att.). Kontroles
grupas nierés Psma3 géna ekspresiju statistiski ticami pastiprinaja metkarbatons (deva
0,05 mg/kg: p=4,84x102; deva 0,5mg/kg: p=6,20x1073), etkarbatons (deva 0,05 mg/Kkg:
p=2,04x10?; deva 0,5 mg/kg: p=4,81x10?), J-9-125 (deva 0,05 mg/kg: p=8,00x10*; deva
0,5 mg/kg: p=5,10x10"%) un AV-153-Na lielakaja deva (p=2,86x102). STZ grupas ekspresiju
statistiski ticami palielinaja metkarbatons lielakaja deva (p=2,00x10), etkarbatons (deva
0,05 mg/kg: p=1,70x10%; deva 0,5mg/kg: p=2,60x102), glutapirons lielakaja deva

(p=3,78x10%), AV-153-Na lielakaja deva (p=3,59x102) un AV-153-Ca (deva 0,05 mg/kg:
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p=1,62x10"%; deva 0,5 mg/kg: p=2,10x10?). Aloksana grupu nierés Psma3 géna ekspresiju
statistiski ticami paaugstindgja gan AV-153-Na (deva 0,05 mg/kg: p=4,53x102), gan
AV-153-Ca (deva 0,05 mg/kg: p=9,00x1073; deva 0,5 mg/kg: p=7,00x10%).
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3.13. attéls. Psma3 gena ekspresija Zurku nierés dazadu 1,4-dihidropiridina (1,4-DHP)
atvasinajumu ietekmé kontroles grupas un streptozotocina (STZ) vai aloksana inducéeta
1. tipa cukura diabéta modelos. N — bez apstrades ar 1,4-DHP atvasinajumiem; M —
metkarbatons; E — etkarbatons; J — J-9-125; G — glutapirons; Na — AV-153-Na; Ca —
AV-153-Ca; 0,05 — deva 0,05 mg/kg; 0,5 — deva 0,5 mg/kg; RV — relativas vienibas. Vértibas
ir izteiktas ka vidgjais aritmétiskais (SD); * p<5,00x1072, salidzinot ar kontroles N grupu;
# p<5,00x102, salidzinot ar STZ N grupu; $ p<5,00x102, salidzinot ar aloksana N grupu.

Diabétisku zurku aknas Psma3 géna ekspresija statistiski ticami samazinajas, salidzinot

ar kontroli (STZ: p=8,00x10*; aloksans: p=9,80x107; 3.14. att.).
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3.14. attéls. Psma3 gena ekspresija Zurku aknas AV-153-Na un AV-153-Ca ietekme
kontroles grupas un streptozotocina (STZ) vai aloksana inducéta 1. tipa cukura diabéta
modelos. N — bez apstrades ar 1,4-DHP atvasinajumiem; Na — AV-153-Na; Ca — AV-153-Cg;
0,05 — deva 0,05 mg/kg; 0,5 — deva 0,5 mg/kg; RV — relativas vienibas. Veértibas ir izteiktas
ka vidgjais aritm@tiskais (SD); * p<5,00x107?, salidzinot ar kontroles N grupu; # p<5,00x10?,
salidzinot ar STZ N grupu; $ p<5,00x1072, salidzinot ar aloksana N grupu.

65



Kontroles grupas aknas statistiski ticamas ekspresijas izmainas netika konstatétas ne
AV-153-Na, ne AV-153-Ca gadijuma. Diabétiskajas grupas statistiski ticamu ekspresiju
pastiprinosu efektu uzradija AV-153-Na: STZ gadfjuma liclakaja deva (p=4,40x103),
savukart aloksana gadijuma mazakaja deva (p=1,67x107?).

Zurku asinis diab@ta ietekmé statistiski ticami pastiprinajas Psma3 géna ekspresija

(p=4,12x102; 3.15. att.).
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3.15. artéls. Psma3 geéna ekspresija Zurku asinis dazadu 1,4-dihidropiridina (1,4-DHP)
atvasinajumu ietekmé kontroles grupas un streptozotocina (STZ) inducéta 1. tipa
cukura diabéta modeli. N — bez apstrades ar 1,4-DHP atvasinajumiem; M — metkarbatons;
E — etkarbatons; J — J-9-125; G — glutapirons; Na — AV-153-Na; 0,05 — deva 0,05 mg/kg;
0,5 — deva 0,5 mg/kg; RV — relativas vienibas. Vértibas ir izteiktas ka vid&jais aritmétiskais
(SD); * p<5,00x102, salidzinot ar kontroles N grupu; # p<5,00x102, salidzinot ar STZ
N grupu.

Kontroles grupas asinis statistiski ticamas Psma3 ekspresijas izmainas 1,4-DHP
atvasinajumu ietekmé nebija novérotas. STZ grupas statistiski ticami Psma3 ekspresiju
samazindja etkarbatons (deva 0,05 mg/kg: p=3,49x102; deva 0,5 mg/kg: p=2,10x103), bet
palielindja AV-153-Na (deva 0,5 mg/kg: p<1,00x10™).

3.1.8. Psmab6 gena ekspresija

Psma6 geéna ekspresiju noteicam kontroles dzivnieku un diab&tisku Zurku nieres un
aknas STZ un aloksana modeli, ka arT asinis STZ modeli. Rezultatu skaitliskas vertibas ir
atainotas attiecigi 20., 21. un 22. pielikuma.

STZ izraisita cukura diab&ta gadijuma Psma6 geéna ekspresija Zurku nierés bija
statistiski ticami palielinata (p=7,80x10%); ari aloksans to statistiski ticami palielinaja
p=2,69x107%; 3.16. att.). Kontroles grupu niergs visi pétitie savienojumi, iznemot AV-153-Ca,
statistiski ticami pastiprinaja Psma6 ekspresiju: metkarbatons (deva 0,05 mg/kg: p=1,31x107?;

deva 0,5mg/kg: p=7,00x10%), etkarbatons (abas devas: p<1,00x10%), J-9-125 (deva
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0,05 mg/kg: p=3,00x10*; deva 0,5 mg/kg: p=2,00x10%), glutapirons (deva 0,05 mg/kg:
p=2,60x103; deva 0,5 mg/kg: p=3,00x10%) un AV-153-Na (deva 0,05 mg/kg: p=8,00x10*;
deva 0,5 mg/kg: p=6,30x1073). STZ izraisita diabéta grupu nierés Psma6 ekspresiju statistiski
ticami palielindja metkarbatons (abas devas: p<1,00x10%), J-9-125 liclakaja deva
(p<1,00x10%), glutapirons liclakaja deva (p<1,00x10%), AV-153-Na (abas devas:
p<1,00x10#) un AV-153-Ca (abas devas: p<1,00x10#). Aloksana diab&ta gadijuma Psma6
géna ekspresiju statistiski ticami paaugstinaja gan AV-153-Na mazakaja deva (p=3,50x107),
gan AV-153-Ca (deva 0,05 mg/kg: p=1,75x107?; deva 0,5 mg/kg: p=1,00x107).
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3.16. attels. Psmab géna ekspresija Zurku nierés dazadu 1,4-dihidropiridina (1,4-DHP)
atvasinajumu ietekmé kontroles grupas un streptozotocina (STZ) vai aloksana induceta
1. tipa cukura diabéta modelos. N — bez apstrades ar 1,4-DHP atvasinajumiem; M —
metkarbatons; E — etkarbatons; J — J-9-125; G — glutapirons; Na — AV-153-Na; Ca —
AV-153-Ca; 0,05 — deva 0,05 mg/kg; 0,5 — deva 0,5 mg/kg; RV — relativas vienibas. Vértibas
ir izteiktas ka vid@jais aritmétiskais (SD); * p<5,00x102 salidzinot ar kontroles N grupu;

# p<5,00x1072, salidzinot ar STZ N grupu; $ p<5,00x1072, salidzinot ar aloksana N grupu.

Aknas nebija vérojamas statistiski ticamas izmainas Psma6 géna ekspresija abu diabéta
modelu gadijuma (3.17. att.). AV-153-Na ieteckmé Psma6 géna ekspresija statistiski ticami
palielindjas gan kontroles grupas (deva 0,05mg/kg: p=5,10x103; deva 0,5 mg/kg:
p<1,00x10%), gan STZ grupas (deva 0,5 mg/kg: p=2,30x107%), gan aloksana grupas (deva
0,05 mg/kg: p<1,00x10%; deva 0,5mg/kg: p=3,10x103). AV-153-Ca statistiski ticami
pastiprinaja Psma6 géna ekspresiju aknas kontroles grupas lielakaja deva (p=1,43x102) un
aloks@na grupas abas devas (deva 0,05 mg/kg: p=3,16x107%; deva 0,5 mg/kg: p=1,57x1072).
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3.17. attéls. Psma6 géna ekspresija Zurku aknas AV-153-Na un AV-153-Ca ietekmé
kontroles grupas un streptozotocina (STZ) vai aloksana inducéta 1. tipa cukura diabéta
modelos. N — bez apstrades ar 1,4-DHP atvasinajumiem; Na — AV-153-Na; Ca — AV-153-Ca;
0,05 — deva 0,05 mg/kg; 0,5 — deva 0,5 mg/kg; RV — relativas vienibas. Vértibas ir izteiktas
ka vidgjais aritm@tiskais (SD); * p<5,00x1072, salidzinot ar kontroles N grupu; # p<5,00x10?,
salidzinot ar STZ N grupu; $ p<5,00x1072, salidzinot ar aloksana N grupu.

Asinis diabéta izraisiSana ar STZ statistiski ticami neietekm&a Psma6 géna ekspresiju

(3.18. att.).
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3.18. attels. Psmab gena ekspresija Zurku asinis dazadu 1,4-dihidropiridina (1,4-DHP)
atvasinajumu ietekmé kontroles grupas un streptozotocina (STZ) inducéta 1. tipa
cukura diabéta modeli. N — bez apstrades ar 1,4-DHP atvasinajumiem; M — metkarbatons;
E — etkarbatons; J — J-9-125; G — glutapirons; Na — AV-153-Na; 0,05 — deva 0,05 mg/kg;
0,5 — deva 0,5 mg/kg; RV — relativas vienibas. Vértibas ir izteiktas ka vid&jais aritmétiskais
(SD); * p<5,00x102, salidzinot ar kontroles N grupu; # p<5,00x10?, salidzinot ar STZ
N grupu.

Kontroles grupu asinis Psma6 géna eckspresiju statistiski ticami paliclinaja tikai
glutapirons (abas devas: p<1,00x10™), savukart STZ grupas — etkarbatons (deva 0,05 mg/kg:
p=3,21x10%) un AV-153-Na (deva 0,5 mg/kg: p<1,00x10™).
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3.1.9. Psmb5 géna ekspresija

Psmb5 géna ekspresiju noteicam kontroles dzivnieku un diab&tisku zurku nierés un
aknas STZ un aloksana modeli, ka ar1 asinis STZ modeli. Rezultatu skaitliskas vertibas ir
atainotas attiecigi 23., 24. un 25. pielikuma.

Cukura diabéta izraisisana ar STZ statistiski ticami neietekmé&ja Psmb5 géna ekspresijas
Iimeni zurku nier€s; arT aloksans to statistiski ticami neizmainija (3.19. att.). Kontroles grupu
nierés ekspresiju statistiski ticami palielinaja metkarbatons (deva 0,05 mg/kg: p=8,80x1073;
deva 0,5 mg/kg: p=4,00x10*), etkarbatons (deva 0,05 mg/kg: p=2,00x10**; deva 0,5 mg/Kkg:
p=2,70x103), J-9-125 mazakaja deva (p=1,90x107), glutapirons lielakaja deva (p=1,20x103)
un AV-153-Na (deva 0,05 mg/kg: p=2,00x10"*; deva 0,5 mg/kg: p=8,00x10™). Zurku nierés
péc diabéta izraisisanas ar STZ Psmb5 géna ekspresiju statistiski ticami paaugstinaja visi
pétitie savienojumi: metkarbatons (deva 0,05 mg/kg: p=2,60x1073; deva 0,5 mg/kg:
p<1,00x10™*), etkarbatons lielakaja deva (p=8,00x103), J-9-125 lielakaja deva (p=2,20x1073),
glutapirons (deva 0,05 mg/kg: p=5,40x1073; deva 0,5 mg/kg: p<1,00x10%), AV-153-Na (deva
0,05 mg/kg: p=3,00x107%; deva 0,5 mg/kg: p<1,00x10%) un AV-153-Ca (deva 0,05 mg/Kkg:
p=7,70x103; deva 0,5mg/kg: p<1,00x10*). Aloksana diabéta gadijuma Psmb5 géna
ekspresiju statistiski ticami pastiprinoSu efektu uzradija AV-153-Ca (deva 0,05 mg/kg:
p=6,50x1073; deva 0,5 mg/kg: p=5,40x1073).
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3.19. attéls. Psmb5 gena ekspresija Zurku nierés dazadu 1,4-dihidropiridina (1,4-DHP)
atvasinajumu ietekmé kontroles grupas un streptozotocina (STZ) vai aloksana inducéeta
1. tipa cukura diabéta modelos. N — bez apstrades ar 1,4-DHP atvasinajumiem; M —
metkarbatons; E — etkarbatons; J — J-9-125; G — glutapirons; Na — AV-153-Na; Ca —
AV-153-Ca; 0,05 — deva 0,05 mg/kg; 0,5 — deva 0,5 mg/kg; RV — relativas vienibas. Veértibas
ir izteiktas ka vidgjais aritmétiskais (SD); * p<5,00x1072, salidzinot ar kontroles N grupu;

# p<5,00x102, salidzinot ar STZ N grupu; $ p<5,00x102, salidzinot ar aloksana N grupu.
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Aknas cukura diab&ta izraisiSana statistiski ticami neietekm&ja Psmb5 géna ekspresiju
(3.20. att.). 1,4-DHP atvasinajumu pielietoSanai neviena no pétitajam grupam nebija

verojamas statistiski ticamas PSmb5 géna ekspresijas izmainas.
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3.20. attéls. Psmb5 gena ekspresija Zurku aknas AV-153-Na un AV-153-Ca ietekmé
kontroles grupas un streptozotocina (STZ) vai aloksana inducéta 1. tipa cukura diabéta
modelos. N — bez apstrades ar 1,4-DHP atvasinajumiem; Na — AV-153-Na; Ca — AV-153-Ca;
0,05 — deva 0,05 mg/kg; 0,5 — deva 0,5 mg/kg; RV — relativas vienibas. Vértibas ir izteiktas
ka vidgjais aritm@tiskais (SD); * p<5,00x1072, salidzinot ar kontroles N grupu; # p<5,00x10?,
salidzinot ar STZ N grupu; $ p<5,00x1072, salidzinot ar aloksana N grupu.

Asinis ar STZ inducéts diabéts statistiski ticami neizmainija Psmb5 géna ekspresiju

(3.21. att.).
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3.21. attéls. Psmb5 géna ekspresija Zurku asinis dazadu 1,4-dihidropiridina (1,4-DHP)
atvasinajumu ietekmé kontroles grupas un streptozotocina (STZ) inducéta 1. tipa
cukura diabéta modeli. N — bez apstrades ar 1,4-DHP atvasinajumiem; M — metkarbatons;
E — etkarbatons; J — J-9-125; G — glutapirons; Na — AV-153-Na; 0,05 — deva 0,05 mg/Kkg;
0,5 — deva 0,5 mg/kg; RV — relativas vienibas. Veértibas ir izteiktas ka vid€jais aritmé&tiskais
(SD); * p<5,00x102, salidzinot ar kontroles N grupu; # p<5,00x102, salidzinot ar STZ
N grupu.
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Kontroles grupu asinis PSmb5 géna ekspresijas statistiski ticamu pieaugumu veicinaja
glutapirons mazakaja deva (p=4,00x107%). STZ grupam etkarbatons lielakaja deva to statistiski
ticami samazinaja (p=4,10x1072), bet AV-153-Na — palielinaja (deva 0,5 mg/kg: p<1,00x10).

3.1.10.Psmc6 géna ekspresija

Psmc6 géna ekspresiju noteicam kontroles dzivnieku un diab&tisku zurku nierés un
aknas STZ un aloksana modeli, ka arT asinis STZ modeli. Rezultatu skaitliskas vertibas ir
atainotas attiecigi 26., 27. un 28. pielikuma.

Cukura diabéta izraisiSanai ar STZ sekoja statistiski ticams Psmc6 géna ekspresijas
pieaugums Zurku nierds (p=4,45x102), arl aloksans to statistiski ticami paaugstinaja
(p=2,10x10"3; 3.22. att.). Kontroles grupu nierés pieci no sesiem 1,4-DHP atvasinajumiem
statistiski ticami palielinagja Psmc6 géna eckspresiju: metkarbatons (deva 0,05 mg/kg:
p=4,46x10%; deva 0,5 mg/kg: p=4,81x102), etkarbatons (deva 0,05 mg/kg: p=6,00x103; deva
0,5mg/kg: p=9,20x107%), J-9-125 (deva 0,05 mg/kg: p<1,00x10* deva 0,5 mg/kg:
p=8,00x10), glutapirons (deva 0,05 mg/kg: p=4,92x107?; deva 0,5 mg/kg: p=1,62x10) un
AV-153-Na lielakaja deva (p=4,02x102). STZ grupas lidzigu efektu uzradija metkarbatons
(deva 0,05 mg/kg: p=2,28x102; deva 0,5mg/kg: p=3,10x10?), J-9-125 lielakaja deva
(p=2,60x10), glutapirons lielakaja deva (p=3,80x10%) un AV-153-Na liclakaja deva
(p=1,70x107?). Aloksana izraisita diabéta gadijuma Psmc6 géna ekspresiju statistiski ticami
paaugstindaja AV-153-Ca (deva 0,05 mg/kg: p=7,00x103; deva 0,5 mg/kg: p=5,00x10).
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3.22. attéls. Psmc6 geéna ekspresija Zurku nierés dazadu 1,4-dihidropiridina (1,4-DHP)
atvasinajumu ietekmé kontroles grupas un streptozotocina (STZ) vai aloksana inducéta
1. tipa cukura diabéta modelos. N — bez apstrades ar 1,4-DHP atvasinajumiem; M —
metkarbatons; E — etkarbatons; J — J-9-125; G — glutapirons; Na — AV-153-Na; Ca —
AV-153-Ca; 0,05 — deva 0,05 mg/kg; 0,5 — deva 0,5 mg/kg; RV — relativas vienibas. Veértibas
ir izteiktas ka vidgjais aritmétiskais (SD); * p<5,00x102, salidzinot ar kontroles N grupu;

# p<5,00x102, salidzinot ar STZ N grupu; $ p<5,00x102, salidzinot ar aloksana N grupu.
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Aknas diabéta ietekmé& Psmc6 géna ekspresija statistiski ticami nemainijas (3.23. att.).
Psmc6 géna ekspresijas statistiski ticamu pieaugumu izraisija AV-153-Na: kontroles grupa
lielakaja deva (p=1,00x10?), STZ grupa lielakaja deva (p=1,50x107) un aloksana grupa
mazakaja deva (p=4,93x107?).
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3.23. attéls. Psmc6 gena ekspresija Zurku aknas AV-153-Na un AV-153-Ca ietekmé
kontroles grupas un streptozotocina (STZ) vai aloksana induceta 1. tipa cukura diabéta
modelos. N — bez apstrades ar 1,4-DHP atvasinajumiem; Na — AV-153-Na; Ca — AV-153-Ca,;
0,05 — deva 0,05 mg/kg; 0,5 — deva 0,5 mg/kg; RV — relativas vienibas. Vértibas ir izteiktas
ka vidgjais aritm@tiskais (SD); * p<5,00x107?, salidzinot ar kontroles N grupu; # p<5,00x107?,
salidzinot ar STZ N grupu; $ p<5,00x1072, salidzinot ar aloksana N grupu.

Asinis nebija v@rojamas statistiski ticamas izmainas PSmc6 gé€na ekspresijas Itment pec

STZ inducéta diabéta (3.24. att.).
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3.24. attels. Psmc6 géna ekspresija Zurku asinis dazadu 1,4-dihidropiridina (1,4-DHP)
atvasinajumu ietekmé kontroles grupas un streptozotocina (STZ) induceta 1. tipa
cukura diabéta modeli. N — bez apstrades ar 1,4-DHP atvasinajumiem; M — metkarbatons;
E — etkarbatons; J — J-9-125; G — glutapirons; Na — AV-153-Na; 0,05 — deva 0,05 mg/Kkg;
0,5 — deva 0,5 mg/kg; RV — relativas vienibas. Veértibas ir izteiktas ka vid&jais aritmétiskais
(SD); * p<5,00x102, salidzinot ar kontroles N grupu; # p<5,00x102, salidzinot ar STZ

N grupu.
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Kontroles grupu asinis 1,4-DHP atvasinajumu izmantoSana statistiski ticami
neietekm&ja Psmc6 géna ekspresiju, savukart diabéta grupas to statistiski ticami samazinaja
etkarbatons lielakaja deva (p=3,22x102), bet palielinaja AV-153-Na ar devu 0,5 mg/kg
(p=1,00x10%).

3.2. B-limfocitu transfekcija ar Tat proteinu 1,4-dihidropiridina

atvasinajumu klatbutne

B-limfocitus 6 h vienlaicigi transficéja ar Tat proteinu un apstradaja ar 1,4-DHP
atvasingjumiem dazadas koncentracijas. Imunocitokimiski analizéja yYH2AX fokusus
ekspongjoso §tinu procentualo daudzumu paraugos (3.25. att). Rezultatu skaitliskas vértibas ir

atainotas 29. pielikuma.

Kontrole Tat, 250 ng/ml Tat+AV-153-Ca, 100nM

3.25. attels. Reprezentativi attéli pec B-limfocitu imunocitokimiskas krasoSanas ar
antivielam pret YH2AX. Attiecigi: kontroles $iinas bez apstrades, $tinas péc 6 h transfekcijas
ar Tat proteinu (250 ng/ml), Stnas péc 6 h vienlaicigas transfekcijas ar Tat proteinu
(250 ng/ml) un apstrades ar 100 nM AV-153-Ca. YH2AX ir attélots zala krasa; $unu kodoli,
krasoti ar DAPI, ir attéloti zila krasa. Linijas skala — 10 um.

Stnu transficéSana ar Tat proteinu izraisfja Statistiski ticamu yH2AX fokusus
ekspongjoso $tinu skaita procentualo pieaugumu (p=6,80x10%). Vienlaicigi inkub&jot ar
AV-153-Na, YH2AX fokusus ekspongjoso Stnu daudzums pret Tat paraugu statistiski ticami
samazinajas pie 50 nM un 100 nM koncentracijas (attiecigi p=4,60x10° un p=4,07x10?
3.26. A att.). Savukart lielaka koncentracija, 500 nM, AV-153-Na statistiski ticamas izmainas
neuzradija. AV-153-Ca, lidzigi ka AV-153-Na, samazinaja YH2AX fokusus ekspon&joso $tinu
daudzumu pie 50 nM un 100 nM koncentracijas (attiecigi p=2,66x102 un p=2,25x107;
3.26. B att.).
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3.26. attels. Proteina YH2AX fokusus eksponéjoso B-limfocitu procentualais daudzums
péc 6 h vienlaicigas transfekcijas ar 250 ng/ml Tat un apstrades ar (A) AV-153-Na,
(B) AV-153-Ca, (C) AV-153-Mg, (D) AV-153-K. Na — AV-153-Na; Ca — AV-153-Ca; Mg —
AV-153-Mg; K — AV-153-K. Procentualais YH2AX fokusus ekspongjoSo B-limfocitu
daudzums aprékinats no minimums 100 Sinam. Vertibas ir izteiktas ka vidgjais aritmétiskais

(SD) no vismaz 3 redzeslaukiem. * p<5,00x1072, salidzinot ar Tat grupu.

Izmantojot AV-153-Mg, yH2AX fokusus ekspongjoso S$unu statistiski ticams
samazinajums bija vérojams jau pie 25nM koncentracijas (p=1,03x102; 3.26. C att.).
Palielinot koncentraciju 1idz 50 nM, tas bija vél izteiktaks (p=2,60x107%). ArT koncentracija
100 nM statistiski ticami samazinaja $o §inu procentualo skaitu (p=1,79x10?). Savukart
AV-153-K yH2AX fokusus ekspong&joso Stnu statistiski ticami samazinosu efektu uzradija
koncentracijas 50 nM un 100 nM (attiecigi p=6,00x10~ un p=3,00x10*; 3.26. D att.).

Transficgjot B limfocitus ar Tat proteinu un apstradajot ar metkarbatonu vai
glutapironu, YH2AX fokusus ekspongjoso $tinu daudzums pret $tinam, kas transficétas tikai ar
Tat, statistiski ticami samazinajas pie koncentracijas 500 nM (metkarbatons: p=1,40x107%;
3.27. A att.; glutapirons: p=1,65x10?; 3.27. C att.).
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3.27. attels. Proteina YH2AX fokusus eksponéjosSo B-limfocitu procentualais daudzums
péc 6 h vienlaicigas transfekcijas ar 250 ng/ml Tat un apstrades ar (A) metkarbatonu,
(B) J-9-125, (C) glutapironu, (D) PP-544-Na. M — metkarbatons; J — J-9-125; G —
glutapirons; PP — PP-544-Na. Procentualais yYH2AX fokusus ekspongjoso B-limfocitu
daudzums aprékinats no minimums 100 Stnam. Vertibas ir izteiktas ka vidgjais aritmétiskais

(SD) no vismaz 3 redzeslaukiem. * p<5,00x1072, salidzinot ar Tat grupu.

J-9-125 gadijuma yYH2AX fokusus ekspongjoso Siinu daudzums statistiski ticami
samazinajas pie koncentracijam 100 nM un 500 nM (attiecigi p=3,00x10* un p=1,39x107;
3.27. B att.). Izmantojot PP-544-Na, yH2AX fokusus ekspongjos$o $tinu statistiski ticams

samazinajums bija vérojams pie 100 nM koncentracijas (p<1,00x10%; 3.27. D att.).
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4. DISKUSIJA

4.1. Streptozotocina un aloksana izraisits 1. tipa cukura diabéets

Viena no izplatitakajam CD komplikacijam ir diab&tiska nefropatija, kas skar ap 30 %
diab&ta pacientu (Gross et al., 2005). Esosas terapijas sp&j tikai atvieglot simptomus un
aizkavét slimibas attistibu, bet ne to novérst. Sis pétijums ir vérsts galvenokart uz Parpl géna,
PARP1 un c-PARPI proteina, H2ax géna un YH2AX proteina, ka arT ksantina dehidrogenazes
géna (Xdh) un ¢etru proteolizes enzimu génu (Psma3, Psma6, Psmb5 un Psmc6) ekspresijas
izmainu noteikSanu induc€ta cukura diab&ta modelos Zurku nier€s. Papildus tam génu
ekspresiju noteicam ari zurku aknas un asinis. Aknas ir organs, kura noris dazadas metabolas
funkcijas, un tas cie§ no paaugstinata cukura daudzuma asinis diabéta gadijuma. Turklat
izmainas aknas, pieméram, nealkohola taukaino aknu slimiba, kas skar diab&ta pacientus, ir
ciesi saistitas ar diab&ta komplikaciju attistibu nierés (Targher et al., 2014). Asins analizes ka
vispargja veselibas stavokla raksturotajs tiek plasi izmantotas medicina un tas nereti var lietot
biomarkieru atlasé. Diab&ta pacientu asinis var novérot pastiprinatu oksidativo stresu
(Francescato et al., 2014).

PARPI, skelta PARPI1 un fosforileta H2AX proteinu ekspresiju noteicam zurku nierés,
sirdi, acTs un nervos. Visi §ie organi ir paklauti diab&tisko komplikaciju attistibas riskam — jau
minétajai nefropatijai, kardiovaskularam slimibam, retinopatijai un neiropatijai (American
Diabetes Association, 2014).

Lai novertetu dazadu modelu ietekmi uz génu ekspresiju, dala eksperimentu tika veikti,
ITCD 1izraisot gan ar STZ, gan ar aloksanu, kas abi ir toksiski glikozes analogi insulinu
producgjosajam aizkunga dziedzera B-$inu salinam. STZ gadijuma tris galvenie insulina
atkariga diab&ta rasanas mehanismi ir (1) DNS alkilé$ana, (2) slapekla oksida atbrivoSana no
STZ molekulas, kas satur nitrozo grupu un (3) ROS veidoSana hipoksantina metabolisma.
Rezultata notiek DNS bojasana. Aloksanam ir divi neatkarigi diabéta izraisiSanas mehanismi:
(1) ROS generésana cikliska reakcija ar dialurinskabi un (2) B-Stnu glikozes sensora
glikokinazes inhib&Sana, kas selektivi traucé glikozes inducétai insulina sekrécijai (Lenzen,
2008). Lai gan kopuma 1,4-DHP atvasinajumu efekts uz pétito génu ekspresiju $ajos modelos
bija lidzigs, konstat€jam nesakritibas starp dazam vienadi apstradatam grupam. Ta ka abiem
modeliem ir atSkirigs diabéta izraisiSanas mehanisms, tas var€tu skaidrot §is talak aprakstitas
nesakritibas.

Oksidativais stress ir nozimigs faktors diabé&tiskas nefropatijas attistiba (Lindblom et al.,
2015). Antioksidanti ir potenciali medikamenti 1TCD un ta komplikaciju arstéSanai (Matough

et al., 2012). No otras puses, antioksidanta E vitamina pielietosana 4,5 gadu garuma diab&ta
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pacientu arstéSanai neietekméja diabétiskas nefropatijas iznakumu (Lonn et al., 2002). Tam
par iemeslu tiek minéta E vitamina nespecifiska iedarbiba uz ROS avotiem. Tapéc
degenerativu slimibu arstéSana terapeitisks potencials varétu piemist uz mitohondrijiem
mérkétam vielam (Smith et al., 2003). Diabétiskas nefropatijas gadijuma mitohondriji ir
nozimigakais reaktivo skabekla un slapekla radikalu avots (Lindblom et al., 2015). Vairak
neka 40 gadu ilgi pétijjumi par 1,4-DHP ietekmi uz mitohondrijiem, to bioenergétiku un jonu
plismu liecina par 1,4-DHP mitohondriotropiskajam ipasibam (Velena et al., 2016). Miisu
pétijuma analiz&jam LOSI sintezétus 1,4-DHP atvasinajumus bez Ca?" kanalu antagonistu
aktivitates, gan tadus, kuriem piemit antioksidantu 1paSibas, gan ari vajus brivo radikalu
savacgjus. Savienojumus parbaudijam mazas devas — 0,05 mg/kg —, un tas palielinot Iidz
0,5mg/kg. Ir zinams, ka aminoskabes saturoSie 1,4-DHP atvasinajumi, piemé&ram,
glutapirons, uzrada neiroaizsargajoSas TpaSibas zurkas devas jau no 0,005 mg/kg un
0,05 mg/kg, atSkiriba no tradicionalajiem dihidropiridiniem, kurus parasti lieto devas

5-20 mg/kg (Klusa, 2016).

4.2. Parpl un H2ax génu un to proteinu ekspresijas izmainas inducéta

cukura diabeta modelt 1,4-dihidropiridina atvasinajumu ietekmé

Gan 1. tipa, gan 2. tipa cukura diab&ta gadijjuma DNS bojajumus izraisa paaugstinatas
glikozes koncentracijas ietekmé raduSies brivie radikali: GdenraZa peroksids, superoksida
anjoni un peroksinitrits. Tie stimul€ pastiprinatu DNS parravumu markiera PARP1 aktivitati
(Garcia-Soriano et al., 2001). H2AX proteins ir iesaistits DNS divpavedienu parravumu
reparacija. Ja DNS ir bojata, H2AX tiek fosforiléts, izmaina lokalo hromatina struktiiru un
nodros§ina DNS reparacijas faktoru piesaisti (Paull et al., 2000).

Petijuma apskatitajas modelsistémas novérojam Parpl géna ekspresijas statistiski
ticamu pieaugumu zurku nierés aloksana diab&ta gadijuma, bet STZ izraisita diabéta modeli
statistiski ticamas atskiribas no kontroles grupas nekonstatéjam. Diabétisko zurku nierés bija
palielinata gan PARP1 proteina ekspresija, gan Skelta PARP1 proteina ekspresija, kas ir jutigs
apoptozes markieris. Tas sakrit ar citu autoru datiem (Xu et al., 2008). H2ax géna ekspresija
statistiski ticami nemainijas zurku nierés. Ar1 fosforiléta H2AX proteina ekspresija bija bez
statistiski ticamam izmainam nier€s STZ inducéta diab&ta gadijuma, tome&r ar tendenci
palielinaties. Lidzigi, citi autori zino par yYH2AX limena pieaugumu diab&tisku pelu nieru
glomerulas un kortikalajos tubulos (Zhu et al., 2015).

Aknas Parpl gena ekspresija bija bez statistiski ticamam izmainam. Citi autori ir

noveérojusi, ka hepatocitu Stinu kultlira paaugstinats glikozes limenis neietekmé PARP1
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proteina un géna ekspresiju, bet stimulé PARP1 aktivésanu (Pang et al., 2012). Savukart
H2ax géna ekspresija aknas samazinajas. Ir pétijumi, kas norada, ka pazeminata H2ax géna
ekspresija ir saistama ar trauc€tu DNS bojajumu reparaciju (Yoshida and Morita, 2004).
Pacientiem ar nealkoholisko steatohepatitu, kas var attistities ari 1TCD un 2TCD pacientiem,
aknas var novérot pazeminatu YH2AX proteina Iimeni (Schults et al., 2012).

Asinis péc STZ inducéta diab&ta bija vérojama statistiski ticami paaugstinata gan H2ax,
gan Parpl géna ekspresija. Tas korelé ar datiem par DNS vienpavediena parravumu skaita
picaugumu diabétisku zurku asinis (Rostoka, 2015). Lidzigi, diab&ta pacientu asinis ir
verojams augstaks oksidativa stresa limenis neka veseliem cilvékiem, un tas ir saistams ar
DNS bojajumu veidosanos (Francescato et al., 2014). Citi autori zurku periférajas asins $iinas
péc radiacijas izraisttiem bojajumiem noveroja paaugstinatu H2ax mRNS limeni, kas pozitivi
korel&ja ar yYH2AX picaugumu un palielindjas 1idz ar starojuma dozu (Zhang et al., 2016). Tas
saskan ar misu datiem par H2ax géna ekspresiju asinis. Pacientiem ar 2TCD ir novérots
paaugstinats YH2AX proteina Iimenis limfocitos (Khan et al., 2011) un fibroblastos (Bitar et
al., 2013).

Pargjos pétitajos organos — sirdi, acis un nervos — diab&ta modela gadijuma bija
statistiski ticami palielinata c-PARP1 proteina ekspresija. Savukart PARP1 ekspresija bija
palielinata sirdi un nervos. Citi autori ir noverojusi PARP1 proteina ekspresijas un aktivitates
picaugumu diabétisku pelu miokarda (Qin et al., 2016). PARP1 aktivésanai kardiomiocitos
seko o S$unu nave, kas var rezultéties ar diab&tisko kardiomiopatiju (Puthanveetil et al.,
2012). Ir zinots par pastiprinatu PARP1 mRNS ekspresiju tiklenes audos diabéta laika; ari
PARPI1 proteina limenis ir statistiski ticami paaugstinats un var vérot apoptotisko Stnu
pieaugumu (Wu et al., 2015). Sézas nerva PARP1 proteina ekspresijas pieaugums péc diab&ta
izraisiSanas norada uz PARP1 lomu diabétiskas neiropatijas attistiba (Li et al., 2005).

Péc diabéta izraisiSanas YH2AX pieaugums bija vérojams sirdi, bet acts un nervos tas
statistiski ticami nemaintjas. Citi autori zino par paaugstinatu YH2AX proteina ekspresiju
visos trTs organos (Liu et al., 2017; Chakrabarti et al., 2011; Chen et al., 2015), kas liecina par
pastiprinatu DNS divpavedienu parravumu veidoSanos.

Kopuma iegiitie dati par paaugstinato Parpl un H2ax génu un to kod€to proteinu
ekspresiju cukura diab&ta gadijuma atseviskos organos liecina par iesp&jamiem intensivakiem
DNS reparacijas procesiem, salidzinot ar kontroles grupu. Tomér janem véra, ka papildus
DNS aizsargajosai funkcijai PARP1 proteinam ir proapoptotiska loma. STZ un aloksana
izraisita diabé&ta laika notiek biitiski DNS bojajumi, ka rezultata parmériga PARP1 aktivitate
izsmel intracelulara NAD" rezerves aizkunga dziedzera salinas un noved pie B-$iinu naves

(Yamamoto et al., 1981). PARP1 aktivésana piedalas ickaisuma slimibu attistiba, jo PARP1 ir
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nozimigs enzims transkripcijas reguléSana, ko tas veic, tieSi saistoties pie transkripcijas
faktoriem vai caur PARilesanu, tadgjadi kontrolgjot NF-kB, p53, aktivatoru proteinu 1,
fosu.c. Rezultata PARP1 var veicinat ar iekaisuma procesiem saistitu génu ekspresiju,
piemé&ram, iNOS, ciklooksigenazes-2, dazadu pirmsiekaisuma citokinu u.c. Diabéta gadijuma
PARP1 aktivésana izraisa oksidativo-nitrozativo stresu, kas ir saistits ar diab&tisko nefropatiju
(Drel et al., 2009). PARPI1 ir bagatigi ekspreséts nieru garozas kanalinos, kur tas aktiviz&jas
STZ izraisita diab&ta laika. Tas savukart izraisa endotelina receptoru un pasa endotelina 1
parekspresiju, bet izmainas §1 proteina ekspresija ietekmé asins plismu un ir raksturigas
hroniskam diab&ta komplikacijam (Minchenko et al., 2003; Xu et al., 2008). Ari masu
pétijuma noverotais c-PARP1 piecaugums diab&ta modeli liecina par pastiprinatu apoptozi
audos.

PARP1 inhibitori sp& korigét endotelina sist€mas darbibu un kopuma uzlabot
diabétisko stavokli organisma (Minchenko et al., 2003). Tie novérs superoksida veido$anos
un iNOS parekspresiju cilveka Svana §inu kultiira, kas paklauta paaugstinatai glikozes
iedarbibai (Obrosova et al., 2005). Papildus tam, PARP1 inhibitori nelauj notikt PARP1
auto-PARilsanai un tadgjadi stimulé transkripcijas kompleksa stabilizaciju Reg g€nam.
B-Siinas producétais Reg proteins darbojas ka autokrins/parakrins augSanas faktors, veicinot
B-8tnu regeneraciju (Akiyama et al., 2001).

Misu pétijuma novértéjam 1,4-DHP atvasinajumu ierosinatas izmainas Parpl un H2ax

geénu un to proteinu ekspresija gan diabétiska zurkas, gan veselos dzivniekos.
4.2.1. Karbatonidu ietekme uz Parpl un H2ax génu un to proteinu ekspresiju

Darba apskatitie karbatonidi — metkarbatons, etkarbatons un J-9-125 — statistiski ticami
paaugstinaja Parpl géna, bet ne H2ax géna ekspresiju zurku nierés kontroles un diabétiskajas
grupas. Asinis kontroles grupas izmainas nebija veérojamas, bet Zurkam ar STZ izraisitu
diab&tu abu génu paaugstinato ekspresiju samazinaja etkarbatons. Metkarbatons un J-9-125
zurku asints uzradija tendenci samazinat H2ax géna ekspresiju, tom&r nesasniedzot statistiskas
ticamibas Itmeni. Ja skatas So karbatonidu ietekmi uz DNS vienpavediena parravumu Iimeni
asins baltajas $tinas, metkarbatons to samazina, savukart etkarbatons stimulé DNS parravumu
veidoSanos. Interesanti, ka J-9-125 efekts uz DNS parravumu daudzumu asinis diabéta
gadijuma bija div€jads, no koncentracijas atkarigs — deva 0,05 mg/kg tam bija parravumus
mazino$s efekts, bet deva 0,5 mg/kg J-9-125 stimulgja DNS vienpavediena parravumu
veidoSanos (Rostoka, 2015). ArT H2ax géna gadijuma ekspresiju izteiktak samazinaja J-9-125

mazakaja deva. Savukart Parpl géna ekspresiju Zurku asinis J-9-125 misu pétijjuma
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neietekmé&ja. Metkarbatona pozitiva ietekme uz asins Stnam varétu biit skaidrojama ar ta
labaku sp&ju savakt brivos radikalus, salidzinot ar pargjiem karbatonidiem (Osina et al.,
2017).

Etkarbatons diabétisku zurku nieru un sirds audos pastiprinaja yYH2AX ekspresiju,
liecinot par DNS bojajumu veidoSanos. No otras puses, etkarbatons samazinaja diabéta
palielinato c-PARP1 proteina ekspresiju trijos no Cetriem analiz&tajiem organiem — nieres,
sirdi un nervos. Var spriest, ka tas mazina apoptozi, vienlaicigi palielinot Parpl géna
ekspresiju, ka noveérots nierés. Tomér diab&tisku zurku acis un kontroles grupu nieres
etkarbatons ieveérojami pastiprinaja apoptotiska c-PARP1 proteina ekspresiju.

Metkarbatons uzradija pozitivu efektu mazakaja deva sirdi, samazinot diabé&ta
paaugstinato c-PARP1 ekspresiju, bet citos organos, ka art uz yYH2AX ekspresiju ta ietekme

bija bez statistiski ticamam izmainam.
4.2.2. Glutapirona ietekme uz Parpl un H2ax génu ekspresiju

Glutapironam nepiemit antioksidativa aktivitate (Milkovic et al., 2018) un tas jau
iepriek§ ir uzradijis audu specifisku darbibu, kas lautu iedarboties uz konkrétiem organiem
slimibu gadijuma. Pelu sirdis glutapirons pazeminaja azidotimidina (mitohondrijus bojajoss
medikaments HIV arst€Sanai) induc@tu kaspazes 3 ekspresijas picaugumu, bet neietekméja tas
aktivéSanu, kas ir saistita ar apoptozi. Savukart smadzenu audos glutapirons kombinacija ar
azidotimidinu neizmainija kaspazes 3 proteina ekspresiju, bet stimulgja tas aktivésanu (Pupure
et al., 2008).

Misu petijuma glutapirons palielinaja Parpl un H2ax génu ekspresiju diab&tisku zurku
nier€s, bet samazinaja to asinis. Parpl ekspresiju tas paaugstinaja ar1 kontroles grupu nieres.
Citi autori zino, ka diabétisku Zurku asinis glutapirons deva 0,05 mg/kg stimule DNS
bojajumu veidosanos, bet, palielinot devu Iidz 0,5 mg/kg, tas neietekmé diab&ta paaugstinato

DNS parravumu Iimeni (Rostoka, 2015).
4.2.3. AV-153 salu ietekme uz Parpl un H2ax génu un to proteinu ekspresiju

AV-153 ir uzradijis sp&ju veicinat DNS reparaciju tidenraza peroksida, alkilgjosu agentu
vai jonizgjosas radiacijas izraisitu DNS bojajumu gadijuma Stinu kultira. AV-153 palielina
poli(ADP-ribozes) limeni un, visticamak, stimuleé DNS reparaciju, veicinot
PARilésanu (Ryabokon et al., 2005; 2008).

Diabetisku zurku nier@s, sirdi un nervos AV-153-Na sp€ja samazinat paaugstinato

PARP1 proteina ekspresiju Iidz kontroles Iimenim, savukart uz yYH2AX proteina ekspresijas
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Iimeni S$im savienojumam ictekme bija tikai sirds audos, kur tas samazinaja diabéta
paaugstinato ekspresiju, un kontroles grupu acs audos, kur ekspresijas Iimenis pieauga. NO
otras puses, AV-153-Na statistiski ticami palielinaja gan Parpl, gan H2ax géna ekspresiju
zurku nier€s un asinis STZ inducéta diabéta modeli. Ir zinots, ka asins Siinas DNS
vienpavediena parravumu Ilimeni AV-153-Na palielinaja kontroles dzivniekiem un
diabétiskam zurkam (Rostoka, 2015). AV-153-Ca stimul&ja abu génu ekspresiju nierés gan
STZ, gan aloksana modeli. Diabé&tisku zurku aknas abos modelos AV-153-Na ieveérojami
palielinaja Parpl géna ekspresiju, bet neizmainija H2ax ekspresiju. Savukart AV-153-Ca
dzivnieku aknas tikai aloksana modeli palielinaja Parpl un pazeminato H2ax ekspresiju.
Iesp&jams, AV-153-Ca ietekme ir labvéliga; savienojums varétu veicinat DNS reparaciju
aknas.

Domajams, diabéta izraisiSana un AV-153 salu pielietoSana stimul&ja vairaku veidu
iedarbibu uz PARP1 — paaugstinatais glikozes limenis inducéja PARP1 aktivitati, AV-153
saistfjas pie DNS un, iesp€jams, vienlaicigi inhib&a PARP1 enzimu. AV-153 struktiira lauj
tam saistities pie PARP1 aktivajiem centriem lidzigi, ka to dara PARP1 inhibitori (Buraka et
al., 2014). So notikumu un mijiedarbibu rezultata palielinajas Parpl géna ekspresija, kas
varétu but ka atbildes reakcija samazinatajai proteina ekspresijai. Ari citos gadijumos ir
noverots, ka proteinu ekspresijas inhib&sana ir tiesa veida saistita ar génu parekspresiju. Tam
par iemeslu ir minéti transkripcijas un translacijas atskirigie regulatorie mehanismi

(Radulovic and Tronson, 2008).

4.3. Xdh géna ekspresijas izmainas inducéta cukura diabéta modeli

1,4-dihidropiridina atvasinajumu ietekmée

ROS ir nozimiga loma vaskulara iekaisuma attistiba un endotélija disfunkcija cukura
diabgta pacientiem. Pastiprinata superoksida radikalu gener€Sana ir saistita ar palielinatu XOR
enzima aktivitati, kas purinu degradacijas noslédzoSajos solos piedalas hipoksantina
oksidacija par ksantinu un ksantina oksidacija par urinskabi (Matsumoto et al., 2003; Battelli
etal., 2014).

Misu pétijuma zurku nierés Xdh géna ekspresija bija statistiski ticami paaugstinata
aloksana diab&ta modeli. Savukart STZ diab&ta modeli vargja novérot §1 géna ekspresijas
pieaugSanas tendenci. Citi autori zino par statistiski ticami palielinatu Xdh géna un XO
proteina ekspresiju nier€s un paaugstinatu urinskabes limeni seruma zurkam ar STZ izraisitu
diabetu. Urinskabes Iimenis cieSi korelé ar albuminiriju diabétiskas zurkas, liecinot, ka

trauc€tais purinu metabolisms ir saistits ar diabétiskas nefropatijas attistibu. Turklat So Zurku
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nier€s ir palielinats oksidativais stress un ickaisuma reakcijas, ko stimulé aktivétais NF-xB
cels (Liu et al., 2015). XO un XDH aktivitasu inhib&Sana ar febuksostatu, kas ir XO
specifisks inhibitors, mazina iekaisumu, oksidativo stresu un diab&tisku nieru bojajumus (Lee
etal., 2014).

Kontroles grupu nierés Xdh géna ekspresiju stimul&ja etkarbatons, J-9-125 un
glutapirons. Diabétisku Zurku nierés Xdh géna ekspresijas pastiprinoSu efektu uzradija
metkarbatons, J-9-125, glutapirons un abi AV-153 sali. No vienas puses, palielinata XDH
mRNS ekspresija nierés ir vérojama dazadu patologiju gadijuma, kas saistamas ari ar
paaugstinatu XO aktivitati, pieméram, diabéta laika (Liu et al., 2015) un nefropatogéna
infekcioza bronhita virusa infekcijas gadijuma (Lin et al., 2015). Tomér ir janem véra, ka,
piemé&ram, protetnu sintézes inhibitori stimule XDH géna ekspresiju, bet samazina proteina
ekspresiju, ka tas ir cikloheksamida ietekmé (Seymour et al., 2006). Lidz ar to nevar izslégt
iesp&jamibu, ka 1,4-DHP atvasinajumi, no vienas puses, palielina Xdh géna ekspresiju niergs,
bet, no otras puses, samazina XOR proteina ekspresiju un XO aktivitati, kam batu labvéligs
efekts diabétiskas nefropatijas gadijuma.

Zurku aknas aloksana un STZ diab&ta gadijuma nenovérojam statistiski ticamas
atSkiribas Xdh géna ekspresija no kontroles grupas. Pelem péc 10 nedélu diabéta, kas izraisits
ar STZ, ir novérota nemainiga XO proteina ekspresija aknas un sirdi, ka arT nemainiga Xdh
géna ekspresija sirdi, bet pastiprinata XO aktivitate Sajos organos. Allopurinols, kas ir XO
inhibitors, samazina XO aktivitati, bet neietekmé& XO proteina ekspresiju aknas un sirdi vai
Xdh mRNS limeni sirdi (Rajesh et al., 2009). Lidzigi ka pel@s, arT zurku aknas gan péc STZ,
gan péc aloksana diabéta izraisiSanas ir noverota pastiprinata XO aktivitate, kas stimulé NF-
kB cela darbibu. Aknas palielinas interleikina 18, interleikina 6 un iNOS proteinu limeni,
noradot uz iekaisuma stavokla attisttbu. Savukart XO inhibicija pasarga no oksidativa stresa
un ar to saistitajiem fiziologiskajiem un patologiskajiem procesiem (Romagnoli et al., 2010).
Misu darba abi aknas analizétie 1,4-DHP atvasingjumi, AV-153-Na un AV-153-Ca,
neietekmé&ja Xdh géna ekspresiju diabétiskiem dzivniekiem, bet §is fakts pats par sevi vél
nelauj spriest par iespg&jamo ietekmi uz XO aktivitati.

Zurku asinis ar STZ inducétu diab&tu novérojam paaugstinatu Xdh géna ekspresiju. To
varetu skaidrot ar literatiira aprakstito palielinato XO un XDH Iimeni diabétisku pelu asinis.
So pelu asins plazma ir pastiprinata arf XO aktivitate (Matsumoto et al., 2003). Ari diabéta
pacientiem plazma var noverot paaugstinatu XOR aktivitati, turklat kopuma populacija ta
norada uz augstu metabolo un kardiovaskularo slimibu risku (Furuhashi et al., 2018). XO
aktivitates pieaugums plazma zinama mera ir saistits ar XO atbrivoSanu no aknam (Desco et

al., 2002). Lidzigu XO atbrivosanu var novérot ari, piemeram, hepatiskas iS€mijas gadijuma
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(Yokoyama et al., 1990). Purinu katabolisma galaprodukta urinskabes Iimenis seruma ir
paaugstinats diab&tiskam pelém (Matsumoto et al., 2003). Tam varétu bt saistiba ar
palielinato XO, XDH un Xdh limeni. Cukura diab&ta pacientiem seruma urinskabes limenis
korel€ ar diabétiskas nefropatijas attistibu talaka slimibas gaita (Hovind et al., 2009).

Kontroles grupu asinis 1,4-DHP atvasinagjumi neietekm&ja Xdh géna ekspresiju.
Savukart diabétisko zurku asinis vairaki 1,4-DHP atvasinajumi, etkarbatons, J-9-125 un
glutapirons, statistiski ticami samazinaja Xdh géna ekspresiju, kaut ari J-9-125 un glutapirons
to bija palielinajusi nierés. Xdh géna ekspresijas samazinajums varétu liecinat par XO un
XDH proteinu Iimena samazinasanos asinis, kas talak normaliz&tu oksidativa stresa limeni un
tam var€tu biit terapeitisks efekts cukura diab&ta gadijuma.

Citi autori zino, ka antioksidantu izmantoSana diab&tisku zurku arstéSana samazina
pastiprinato XO aktivitati nierés, aknas un sirdi (Ghaffari et al., 2012). Tas lauj domat, ka ari
1,4-DHP atvasinajumi, kuriem piemit antioksidativas paSibas, varétu samazinat $1 enzima

aktivitati diab&ta gadijuma un nodrosinat potenciali labveligu ietekmi uz organismu.

4.4. Proteasomu génu ekspresijas izmainas 1. tipa cukura diab&ta un

1,4-dihidropiridina atvasinajumu ietekmée

Saja darba 1. tipa cukura diabéta modelos noteicam &etru proteasomu génu ekspresiju.
Izveleti bija 20S proteasomas divu o subvienibu géni Psma3 un Psma6, un viens
B subvienibas géns Psmb5, kam piemit himotripsinam lidziga aktivitate, ka arT viena no 19S
regulatora kompleksa subvienibam — AAA-ATPazes subvieniba PSmc6 ar Saperonam lidzigo
aktivitati. So génu polimorfismiem ir atrastas asociacijas ar dazadam autoimiinajam slimibam
(Kalnina et al., 2014; Kupca et al., 2013; Paramonova et al., 2014; Sjakste et al., 2007, 2014,
2016; Wang et al., 2013).

Izraisot Zurkam 1TCD ar STZ un aloksanu, novérojam palielinatu Psma3, Psma6 un
Psmc6 geénu ekspresiju nierés. Psma3 geéna ekspresija bija palielinata ari asinis, savukart
aknas ta bija samazinata. Psma6 un Psmc6 génu ekspresija ne aknas, ne asinis statistiski
ticami nemainijas péc cukura diabéta izraisisanas. Citi autori ir novérojusi, ka zurku muskulos
STZ induceéta cukura diab&ta modeli notiek intensivaka vairaku proteasomu subvienibu génu
ekspresija, pieméram, Psmal, Psma5, Psmc4 un Psmd11 (Lecker et al., 2004), ka arT Psmaz2,
Psmbl un Psma4 (Price et al., 1996). Paaugstinatais proteasomu subvienibu mRNS daudzums
atspogulo transkripcijas aktivitati, kas nepiecieSama proteasomu de novo biogenézei
(Merforth et al., 2003). Attieciba uz PSMAG6 proteina ekspresiju, ir noverots tas kritums gan

nieru garoza diabéta zurku modelos, gan diabétiskas nefropatijas pacientu nieru audos. Stnu
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kultaras diabétiskas nefropatijas modeli arT ir vérojams $1 proteina ekspresijas samazinajums,
savukart PSMAG géna ekspresija ir bez statistiski ticamam izmainam, tom&r ar tendenci
palielinaties (Feng et al., 2018; Li et al., 2010). Misu rezultati ir lidzigi. Citi autori norada, ka
PSMAG6 proteina ekspresija diab&tiskas nefropatijas gadijuma tiek kontroléta jau péc
transkripcijas, turklat par to atbildigs ir miRNS-4490, kas inhibé PSMAG6 proteina ekspresiju
(Feng et al., 2018).

Psmb5 subvienibas géna ekspresija nebija statistiski ticami atskiriga STZ un kontroles
grupu nieres, aknas vai asinis. P&tot proteasomu peptidazu aktivitates ilgtermina, citi autori
konstatgja, ka sirds audos sakotng&ji palielinas visas tris aktivitates, bet, diab&tam progresgjot,
tas ievérojami samazinas (Li et al., 2017). Ari citos darbos ir verojams, ka Tstermina
petijumos (mazak ka divas ned€las) proteasomu aktivitate ir palielinata, bet ilgtermina
petijumos (vairak ka meénesis) ta ir samazinata. STZ diab&ta modela pelu sirds muskulos
desmit dienas péc diab&ta ierosinasanas ir paliclinata ubikvitina mRNS ekspresija un
himotripsinam lidziga aktivitate (Hu et al., 2008). Savukart hiperglikémijas stavokli pelu
aorta péc vairaku méneSu diab&ta proteasomam ir samazinata himotripsina aktivitate, bet
nemainigas kaspazei un tripsinam Iidzigas aktivitates. Nier€s ir samazinatas visas tris
aktivitates, bet sirds audos izmainas nav konstatétas (Queisser et al., 2010).

Mgs analiz€jam 1,4-DHP atvasinajumu ietekmi uz proteasomu génu ekspresiju zurkas.
Kopuma 1,4-DHP atvasinajumiem bija stimul&joss efekts uz proteasomu génu ekspresiju
zurku nier€s. Kontroles grupu nier€s visi savienojumi palielindja apskatito génu ekspresiju,
iznemot AV-153-Ca. Psma3 gadijuma, neskaitot AV-153-Ca, ari glutapirons bija bez
ietekmes. Pretstata nierém, kontroles grupu Zurku asinis pétitie savienojumi statistiski ticamas
izmainas neieviesa, un tikai glutapirons palielinagja Psma6 un Psmb5 génu ekspresiju.
Kontroles grupu zurku aknas, kur tika pétiti divi savienojumi, AV-153-Na un AV-153-Ca,
génu ekspresijas stimul€joSu efektu vargja novérot Psma6 gadijuma, kur to palielindja abi
savienojumi, un Psmc6 gadijuma, kur to palielinaja tikai AV-153-Na.

Zurku nierés ar STZ izraisitu diabétu 1,4-DHP atvasinajumu ietekme nebija tik izteikta
ka kontroles grupas. Vienigi PSmb5 géna gadijuma visi apskatitie savienojumi palielinaja
ekspresiju. Metkarbatons, glutapirons un AV-153-Na palielingja visu cetru génu ekspresiju.
J-9-125 palielinaja Psma6, Psmb5 un Psmc6 génu ekspresiju. Etkarbatons $adu efektu
uzradija Psma3 un Psmb5 géniem, bet AV-153-Ca pastiprinaja Psma3, Psma6 un Psmb5
ekspresiju. Aloksana grupas AV-153-Ca palielingja visu Cetru génu ekspresiju, bet
AV-153-Na — Psma3 un Psma6 génu ekspresiju.

Viena no pétijumos aprakstitajam diab&tiskas nefropatijas arstéSanas strat€gijam ir
proteasomu inhibitoru lietoSana, kuri supresé proteasomalo aktivitati. Ta, pieméram, MG132
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sp€j noverst diabetiskas nefropatijas veidoSanos peles, kuram arstéSana uzsakta divas nedelas
péc diabéta izraisiSanas. MG132 inhib€é transkripcijas faktora Nrf2 un IkB proteasomalo
degradaciju. Nrf2 stimulé antioksidantu génu ekspresiju, savukart kB saistas pie NF-kB,
tadgjadi noveérsot NF-kB veicinatu iekaisuma génu transkripciju. Rezultata MG132 piedalas
oksidativa stresa un iekaisuma mazinasana, nodroSinot nierém aizsardzibu pret diabé&ta
izraisitiem bojajumiem (Kong et al.,, 2017). P&tot proteasomu inhibitoru ietekmi uz
proteasomu génu ekspresiju ziditaju Sunas, atklajas, ka proteasomu inhib&$ana veicina
proteasomu subvienibu génu transkripcijas aktivéSanu, kas pastiprina proteasomalo mRNS
ekspresiju un tai sekojoSu protecasomu de novo biogenézi. Tas liecina, ka proteasomu
homeostazi ziditajiem kontrolé pozitivas autoregulacijas mehanisms. Proteasomu aktivitates
inhib&Sana galvenokart palielina 20S un 19S proteasomu subvienibu mRNS ekspresiju,
gandriz neietekmé&jot imunosubvienibas vai PA28 regulatoru (Meiners et al., 2003). Lidzigi,
misu noverota proteasomu ekspresijas stimulé$ana nierés 1,4-DHP atvasinajumu klatbttné ari
varetu noradit uz savienojumu labvéligu ietekmi.

Diabétisko zurku aknas Psma3, Psma6 un Psmc6 génu ekspresiju stimul&joss efekts bija
AV-153-Na, bet Psmb5 géna ekspresija nemainijas analizéto AV-153 salu ietekmé. Aloksana
grupas Psmab ekspresiju stimul€ja art AV-153-Ca. Literatiira ir zinots, ka péc tris ménesu ilga
STZ izraistta diab&ta zurku aknas ir samazinata proteolitiska aktivitate, kas trauc€ oksidativi
bojato proteinu aizvakSanu (Portero-Otin et al., 1999). Aloksana izraisita diab&ta gadijuma
aknas ir samazinata himotripsinam lidziga aktivitate un palielinata tripsinam Iidziga aktivitate,
bet nemainiga kaspazei lidziga aktivitate (Alexandrova et al., 2006). Aptaukosanas un 2TCD
laika samazinas proteasomu aktivitate, bet palielinas UPS génu ekspresija. Var novérot
poliubikvitin€tu proteinu uzkrasanos, endoplazmatiska tikla stresu, bojatas organellas,
rezistenci pret insulinu (Otoda et al., 2013). Lidzigi ka nierés, arT aknas proteasomu génu
ekspresijas stimuléSanai diab&tiskas zurkas varétu biit pozitivs efekts.

Diabetisko dzivnieku asinis izmainas izraisija AV-153-Na, kas pastiprinaja visu pétito
proteasomu génu ekspresiju, un etkarbatons, kas palielinaja Psma6 géna ekspresiju, bet
pazemindja pargjo tris proteasomu génu ekspresiju. Citi savienojumi nebija efektivi. Par
proteasomu darbibu asinis 1. tipa cukura diab&ta laika literatura trikst datu. Saistiba ar citam
slimibam ir novérota dazada ietekme uz proteasomu aktivitati atkariba no slimibas.
Alcheimera slimibas pacientiem mononuklearajas asins S$tnas ir palielinata ubikvitina
aktivgjosa enzima El1 koncentracija un samazinata ubikvitina konjuggjosa enzima E2
koncentracija, tomér pasu proteasomu aktivitate ir nemainiga. Parkinsona slimibas pacientiem
ir samazinata gan E2 koncentracija, gan proteasomu aktivitate. Vieglu kognitivu trauc&umu

gadijuma E1 un E2 ekspresija, ka ari proteasomu aktivitate nemainas (Ullrich et al., 2010).
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Ta ka ilgtermina diab&ta p&tijumos tika konstatéts, ka sakotn&jai proteasomu aktivéSanai
seko to darbibas trauc€jumi (Li et al., 2017), tad kopuma var spriest, ka palielinatajai
proteasomu génu ekspresijai 1,4-DHP atvasinajumu klatbiitné diab&ta modeli varétu biit
labveliga ietekme uz slimibas gaitu. Domajams, 1,4-DHP atvasinajumi ir iesaistiti proteasomu
de novo biogenézeé. Tie varétu palidzét nomakt, pieméram, PSMAG6 proteina ekspresijas
inhibiciju, ko diabétiskas nefropatijas gadijuma veic miRNA-4490 (Feng et al., 2018), un
atjaunot proteasomu funkcijas. Turklat viens no proteolitisko subvienibu géniem — Psmb5 —
nierés tika stimuléts visu apskatito 1,4-DHP atvasinajumu klatbiitn€. Tas var€tu veicinat
poliubukvitin&to proteinu degradeéSanu un diabétiska stavokla uzlaboSanu.

Ir zinams, ka oksidativa stresa laika notiek saistiSanas starp kodola 20S proteasomam,
PARP1 un poli-ADPribozi, kas rezultgjas ar proteasomu aktivésanu un efektivaku oksidativi
bojato histonu likvidésanu. Turklat PARP1 aktivitates inhibitori sp& mazinat pastiprinato
proteolitisko aktivitati kodola (Ullrich et al., 1999). Analizgjot Parpl un proteasomu génu
ekspresiju, noveérojam, ka ta ne vienmér uzrada kopigas tendences, Tpasi, nemot véra katras
proteasomas subvienibas géna ekspresijas atskiribas atseviskos apstaklos. Stimulgjosu ietekmi
uz visu So génu ekspresiju nier€s noverojam metkarbatona, glutapirona un abu AV-153 salu
gadijuma. Janem veéra, ka PARP1 stimulé proteasomu aktivitati tiesi Stinas kodola (Ullrich et

al., 1999), bet diab&ta gadijuma proteasomu darbiba ir izmainita ari citoplazma.

4.5. 1,4-dihidropiridina atvasinajumu ietekme uz Tat proteina izraisitiem

DNS bojajumiem

Papildus 1,4-DHP atvasinajumu darbibai cukura diab&ta modeli, m&s analiz&am
vairaku savienojumu ietekmi uz DNS divpavedienu bojajumiem B-limfocitos, kas ir
vienlaicigi transficéti ar Tat proteinu. HIV-1 Tat proteins var iekliit dazados Stinu tipos, kur
tas aktiviz€ gan virusa, gan Stnas g€nus. Tas varétu biit iesaistits B-Stinu limfomu attistiba.
Tat izraisa mitohondrialo ROS generésanu, kas rezult&jas ar NF-kB aktivéSanu, oksidativo
stresu un DNS bojajumiem. Sados apstaklos organismam labvéligu ietekmi varétu panakt ar
antioksidantiem, kas btitu mérkéti uz mitohondrijiem (EI-Amine et al., 2018). Dihidropiridini
ir mitohondriotropiski savienojumi. Dazi no tiem pasargd mitohondrijus oksidativa stresa
laika, piedalas S$tGnu ultrastruktiru intracelularaja bojajumu novérS8ana un fiziologiskaja
regeneracija (Velena et al., 2016).

Jau ieprieks ir novérota AV-153 spgja veicinat DNS pavedienu parravumu reparaciju
(Ryabokon et al., 2005). Saja pétijuma visi apskatitie AV-153 sali novérsa DNS divpavedienu

parravumu veidoSanos B-limfocitos Tat proteina ietekme, kaut arT tiem ir zema
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hidroksilradikalu savakSanas aktivitate (Leonova et al., nepublicéti dati). AV-153-Mg
pozitivais efekts paradijas pie zemakas koncentracijas, salidzinot ar pargjiem AV-153
savienojumiem. Tam iemesls varétu biit tas, ka no Siem savienojumiem AV-153-Mg vislabak
sp€j saistities pie DNS molekulas (Leonova et al., nepublicéti dati). Ari salidzinot DNS
saistoSa AV-153-Na un DNS nesaistosa AV-154-Na sp€ju pasargat Hela Siinas no
peroksinitrita izraisitiem bojajumiem, tieSi DNS saistoSais savienojums izradijas efektivs
(Leonova et al., 2018).

AV-153-Na parbaudijam plasaka koncentraciju diapazona un konstatgjam, ka ta
efektivitate mazinas gan parak augstas, gan parak zemas koncentracijas. Tas saskan ar
ieprieks aprakstitiem datiem par AV-153, kas spgj samazinat eksogénu faktoru (iidenraza
peroksida, joniz&josas radiacijas, etilmetana sulfonata) izraisttus DNS bojajumus gan
mononuklearajos limfocitos, gan citos $tinu tipos noteikta koncentraciju diapazona. Palielinot
vai samazinot koncentraciju, Sis efekts ztd (Ryabokon et al., 2005). Iesp&jams, AV-153-Na
parak augstas koncentracijas zaude savas DNS-aizsargajosas 1pasibas un klust toksisks, jo
DNS saistosie savienojumi var biit mutagéni (Gurova, 2009).

No pargjiem apskatitajiem savienojumiem metkarbatons un glutapirons DNS
aizsargdjosu efektu uzradija augstakas koncentracijas, salidzinot ar AV-153 savienojumiem.
Citi autori ir paradijusi, ka glutapirons 11dz pat 100 uM koncentracijai neietekmé mitohondriju
bioenergétiku — elposanas aktivitati, mitohondrialo transmembranu potencialu, ADP
fosforiléSanas efektivitati. Tas norada, ka glutapirons nav toksisks mitohondrijiem, kas ir
svarigi, jo mijiedarbiba ar mitohondriju membranam var€tu traucét oksidacijas un
fosforilacijas procesus, izraisot bioenergétikas deficitu un novedot pie vairaku $Gnu un
organisma izdzivoSanai svarigu funkciju zaudéSanas. No otras puses, glutapirons neietekmé
ADP/Fe?* izraisitu lipidu peroksidaciju Zzurku aknu mitohondrijos (Fernandes et al., 2003).
Turpreti eritrocitu un sirds mitohondriju membranas glutapirons inhibé brivo radikalu izraisitu
lipidu peroksidaciju. Glutapirons stabiliz€ membranu struktiiras un saglaba membranas
integréto proteinu funkcijas; tam ir kardioaizsargajoss efekts (Utno et al., 1989).

J-9-125 bija nepiecieSama zemaka koncentracija neka metkarbatonam B-$tinu
aizsargajoSa efekta sasniegSanai, kaut ar1 Fentona reakcija labaku radikalu savakSanas
aktivitati uzradija metkarbatons (OSina et al., 2017). Arf Seit, ta pat ka AV-153 salu gadijuma,
efekts atrak bija verojams savienojumam, kas labak saista DNS, respektivi, J-9-125 (OSina et
al., 2017).

Saja darba analizéto 1,4-DHP atvasinajumu sp&ju pasargat B-limfocitus no Tat proteina
izraisitiem DNS divpavedienu bojajumiem varétu skaidrot ar to mitohondriotropiskajam

ipasibam, par ko zino citi autori (Velena et al., 2016). Aizsargajosais efekts varétu buit panakts
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ne tikai tieSi iedarbojoties uz brivajiem radikaliem, bet ari aktiviz€jot DNS reparacijas
sistému, jo inkubacijas laiks bija pietiekami ilgs, lai var€tu izpausties So savienojumu DNS

reparaciju stimul&josas aktivitates.
4.6. Nosléeguma piezimes

Apkopojot iegiitos rezultatus, varam secinat, ka izvirzita hipot€ze apstiprinas.
Eksperimenta ar modeldzivniekiem novérojam, ka 1,4-DHP atvasinajumiem ir modul&joss
efekts uz DNS reparacija un proteolizg iesaistito enzimu génu un proteinu ekspresiju cukura
diabéta gadijuma, turklat ietekme ir organu specifiska. Zurku nierés analizétie 1,4-DHP
atvasinajumi (metkarbatons, etkarbatons, J-9-125, glutapirons, AV-153-Na un AV-153-Ca)
lielakoties pastiprinaja Parpl, H2ax, Xdh, Psma3, Psma6, Psmb5 un Psmc6 génu ekspresiju.
Gandriz visu génu gadijuma $ads efekts bija verojams metkarbatonam, glutapironam un
AV-153 saliem. Aknas un asinis [idziga ietekme bija AV-153-Na. Savukart etkarbatons asinis
samazindja gandriz visu pétito génu ekspresiju. Tas sp&ja normalizet ar1 diab&ta paaugstinato
Skelta PARP1 proteina ekspresiju nierés, sirdi un nervos. AV-153-Na samazinaja diabé&ta
inducéto PARP1 proteina ekspresijas pieaugumu Sajos organos, ka ari palielinato yH2AX
proteina ekspresiju diab&tisku zurku sirds audos.

In vitro eksperimenta novérojam, ka 1,4-DHP atvasinajumiem ir DNS molekulu
pasargajoSa ietekme pret Tat proteina izraisitiem bojajumiem. Visi analizétie 1,4-DHP
atvasinajumi (AV-153-Na, AV-153-Ca, AV-153-Mg, AV-153-K, metkarbatons, J-9-125,
glutapirons un PP-544-Na) normalizgja Tat proteina palielinato YH2AX fokusus ekspongjoso
B-limfocitu procentualo daudzumu paraugos.

Kopuma var spriest, ka analizétajai savienojumu grupai ir terapeitisks potencials. Sie
savienojumi ir perspektivi talakai izp€tei slimibas, kas ir saistitas ar oksidativa stresa

izraisitiem bojajumiem.
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5. SECINAJUMI

1. Vairums analiz&to 1,4-dihidropiridina atvasinajumu modulé Parpl géna ekspresiju zurku
nier€s, asinis un aknas, PARP1 proteina ekspresiju nierés, sirdi un nervos, bet c-PARP1
proteina ekspresiju nier€s, sirdi, acis un nervos cukura diab&ta modeli.

Lielaka dala analizéto 1,4-DHP atvasinajumu pastiprina Parpl géna ekspresiju nierés
kontroles un modela dzivniekiem. AV-153-Na un AV-153-Ca §i g€na ekspresiju
palielina gan STZ modeli, gan aloksana modeli. Zurku asinis modela dzivniekiem
etkarbatons un glutapirons samazina diab&ta paaugstinato Parpl géna ekspresiju, bet
AV-153-Na to palielina. Zurku aknas AV-153-Na pastiprina Parpl géna ekspresiju
gan kontroles, gan modeldzivniekiem. AV-153-Na samazina diab&ta paaugstinato
PARP1 proteina ekspresiju nierés, sirdi, nervos. Metkarbatons samazina diab&ta
paaugstinato c-PARP1 proteina ekspresiju sirdi, bet etkarbatons — ari nier€s un

nervos. Stimulgjosu efektu etkarbatons uzrada acs audos.

2. Vairums analizéto 1,4-dihidropiridina atvasinajumu modulé H2ax géna ekspresiju zurku
nieres, asinis un aknas, bet YH2AX proteina ekspresiju nier€s un sirdi cukura diab&ta
modeli.

H2ax géna ekspresija nemainas zurku nierés péc 1. tipa cukura diabéta izraisiSanas;
to pastiprina glutapirons un AV-153-Ca. Asinis paaugstinato H2ax géna ekspresiju
samazina etkarbatons un glutapirons, bet palielina AV-153-Na. Aknas diabéta
izraistSana samazina $1 g€na ekspresiju, bet aloksana diab&ta modelt AV-153-Ca to
normaliz€. YH2ZAX limenis diab&ta modeli paaugstinas sirdi, bet AV-153-Na to

mazina. Etkarbatons veicina $1 proteina ekspresiju nierés un sirdi.

3. Vairums analizéto 1,4-dihidropiridina atvasinajumu modulé Xdh géna ekspresiju Zzurku
nierés un asinis cukura diab&ta modelr.
Xdh geéna ekspresiju diabétisku Zurku nierés palielina metkarbatons, J-9-125,
glutapirons, AV-153-Na un AV-153-Ca. Asinis diabéta palielinato Xdh géna
ekspresiju samazina etkarbatons, J-9-125 un glutapirons. Aknas izmainas nav

noverotas.

4. Vairums analizéto 1,4-dihidropiridina atvasinajumu modulé Psma3, Psma6, Psmb5 un
Psmc6 génu ekspresiju zurku niergs, asinis un aknas cukura diab&ta modeli.
Nierés 1. tipa cukura diabéta modeli palielinas Psma3, Psma6 un Psmc6 génu

ekspresija. Vairums analizéto 1,4-DHP atvasinajumu stimulé $o proteasomu génu
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ekspresiju gan kontroles, gan diabé&tisko dzivnieku nierés. Asinis STZ modeli
AV-153-Na palielina visu Cetru apskatito proteasomu génu ekspresiju. Etkarbatons to
palielina tikai Psma6 génam, bet pargjiem géniem — samazina. Ari diab&tisko zurku
aknas AV-153-Na palielina proteasomu génu ekspresiju, ar iznémumu Psmb5 géna

gadijuma.

5. Tat proteins palielina YH2AX fokusus ekspon&joso B-limfocitu procentualo daudzumu, bet
visi testétie 1,4-dihidropiridina atvasinajumi (AV-153-Na, AV-153-Ca, AV-153-Mg,
AV-153-K, metkarbatons, J-9-125, glutapirons un PP-544-Na) to sp&j normalizé&t.
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6. AIZSTAVESANAI IZVIRZITAS TEZES

1,4-dihidropiridina atvasinajumi ietekmé& ar DNS reparaciju saistitu enzimu génu un
proteinu ekspresijas ITmeni cukura diab&ta modelr.

1,4-dihidropiridina atvasinajumi ietekmé& proteolizes enzimu génu ekspresijas Iimeni
cukura diab&ta modeli.

1,4-dihidropiridina atvasinajumi normaliz€ YH2AX fokusus ekspon&joso B-limfocitu

procentualo daudzumu péc vienlaicigas transfekcijas ar Tat proteinu.
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2. pielikums. Parpl géna ekspresija Zurku nierés dazadu 1,4-dihidropiridina atvasinajumu ietekmé kontroles grupas un streptozotocina vai

aloksana inducéta 1. tipa cukura diabéta modelos.

Viela Kontrole, Ekspresijas Streptozotocins, Ekspresijas Aloksans,  Ekspresijas
RV (SD) izmainas P RV (SD) izmainas P RV (SD) izmainas P
N 0,68 (0,16) 0,63 (0,12) - ns 0,97 (0,15) ) 1,10x10°°
M 0,05 1,27 (0,37) ) 1,00x10* 1,42 (0,20) 0 <1,00x10*
M 0,5 1,19 (0,10) ) 6,00x10™ 1,55 (0,36) ) <1,00x10"*
E 0,05 1,67 (0,48) ) <1,00x10* 0,99 (0,18) 0 5,60x10°
E0,5 1,59 (0,14) ) <1,00x10" 0,85 (0,22) - ns
J0,05 1,45 (0,31) ) 7,00x10 1,53 (0,40) 0 <1,00x10*
J0,5 1,72 (0,79) ) <1,00x10* 2,37 (0,24) ) <1,00x10*
G 0,05 1,78 (0,61) 0 <1,00x10* 2,12 (0,50) 0 <1,00x10*
G0,5 1,78 (0,23) ) <1,00x10* 2,54 (0,68) ) <1,00x10*
Na0,05 | 0,78 (0,16) — ns 1,04 (0,11) — ns 1,14 (0,09) — ns
Na 0,5 1,05 (0,28) T 3,81x1072 1,58 (0,63) ) <1,00x10* | 0,79 (0,06) - ns
Ca0,05 | 0,60 (0,15) - ns 1,08 (0,13) 0 <1,00x10* | 1,15 (0,16) - ns
Ca0,5 0,68 (0,13) - ns 1,13 (0,05) ) <1,00x10* | 1,24 (0,10) ) 5,60x10°2

N — bez apstrades ar 1,4-dihidropiridina (1,4-DHP) atvasinajumiem; M — metkarbatons; E — etkarbatons; J — J-9-125; G — glutapirons; Na —
AV-153-Na; Ca — AV-153-Ca; 0,05 — deva 0,05 mg/kg; 0,5 — deva 0,5 mg/kg; RV — relativas vienibas; SD — standartkliida; ns — p>5,00x1072.

Ar 1,4-DHP atvasinajumiem apstradato grupu p vertibas ir atainotas attieciba pret N grupu. Streptozotocina un aloksana N grupu p vértibas ir atainotas

attieciba pret kontroles N grupu. Ja p<5,00x1072, ekspresijas izmainas ir attelotas ar bultinu: T — statistiski ticami paaugstinata ekspresija; \ — statistiski

ticami pazeminata ekspresija. “— — ekspresija nav statistiski ticami izmainita.



3. pielikums. Parpl géna ekspresija Zurku aknas AV-153-Na un AV-153-Ca ietekmé kontroles grupas un streptozotocina vai aloksana inducéta

1. tipa cukura diabéta modelos.

Viela Kontrole, Ekspresijas 0 Streptozotocins, Ekspresijas 0 Aloksans,  Ekspresijas 0
RV (SD) izmainas RV (SD) izmainas RV (SD) izmainas
N 0,27 (0,04) 0,27 (0,04) - ns 0,24 (0,05) - ns
Na 0,05 0,29 (0,04) — ns 0,30 (0,02) — ns 0,28 (0,06) - ns
Na 0,5 0,38 (0,03) ) 1,00x10°3 0,34 (0,02) ) 9,40x10° | 0,32 (0,07) ) 1,22x1072
Ca 0,05 0,24 (0,01) — ns 0,24 (0,04) - ns 0,31 (0,03) ) 5,60x107
Ca0,5 0,29 (0,05) — ns 0,31 (0,02) — ns 0,26 (0,03) — ns

N — bez apstrades ar 1,4-dihidropiridina (1,4-DHP) atvasinajumiem; Na — AV-153-Na; Ca — AV-153-Ca; 0,05 — deva 0,05 mg/kg; 0,5 — deva

0,5 mg/kg; RV — relativas vienibas; SD — standartkliida; ns — p>5,00x102. Ar 1,4-DHP atvasinajumiem apstradato grupu p vértibas ir atainotas

attieciba pret N grupu. Streptozotocina un aloksana N grupu p vértibas ir atainotas attieciba pret kontroles N grupu. Ja p<5,00x102, ekspresijas

izmainas ir attlotas ar bultinu: T — statistiski ticami paaugstinata ekspresija;  — statistiski ticami pazeminata ekspresija. “~” — ekspresija nav statistiski

ticami izmainita.




4. pielikums. Parpl géna ekspresija Zurku asinis daZadu 1,4-dihidropiridina atvasinajumu ietekmé kontroles grupas un streptozotocina

induceta 1. tipa cukura diabéta modeli.

Viela Kontrole, Ekspresijas 0 Streptozotocins,  Ekspresijas 0
RV (SD) izmainas RV (SD) izmainas
N 0,055 (0,021) 0,089 (0,040) ) 2,13x10
M 0,05 0,032 (0,017) - ns 0,093 (0,043) — ns
M 0,5 0,023 (0,003) - ns 0,086 (0,039) - ns
E 0,05 0,023 (0,006) - ns 0,036 (0,019) J 1,70x10°3
E 05 0,036 (0,005) - ns 0,033 (0,010) \’ 1,00x10°3
J 0,05 0,062 (0,033) - ns 0,069 (0,030) - ns
J0,5 0,055 (0,017) — ns 0,110 (0,045) — ns
G 0,05 0,045 (0,016) - ns 0,037 (0,006) \2 1,90x1073
G05 0,028 (0,002) - ns 0,058 (0,020) J 4,10x10%
Na 0,5 0,056 (0,018) - ns 0,138 (0,049) ) 1,90x10

N — bez apstrades ar 1,4-dihidropiridina (1,4-DHP) atvasinajumiem; M — metkarbatons; E — etkarbatons; J — J-9-125; G — glutapirons; Na —
AV-153-Na; RV — relativas vienibas; SD — standartkliida; ns — p>5,00x102. Ar 1,4-DHP atvasinajumiem apstradato grupu p vértibas ir atainotas
attieciba pret N grupu. Streptozotocina N grupas p vértiba ir atainota attieciba pret kontroles N grupu. Ja p<5,00x1072, ekspresijas izmainas ir attglotas

ar bultinu: T — statistiski ticami paaugstinata ekspresija; ¥ — statistiski ticami pazeminata ekspresija. “— — ekspresija nav statistiski ticami izmainita.



5. pielikums. PARP1 proteina ekspresija Zurku nierés, sirdi, acis un nervos AV-153-Na ietekmé kontroles grupas un streptozotocina inducéta

1. tipa cukura diabéta modeli.

_ . Kontrole, Ekspresijas Streptozotocins, Ekspresijas
Organs Viela $tinas/mm? (SD) izrflair,lajls P éﬁnaz/mm2 (SD) iznriair;ejls P
Nieres N 9,60 (2,88) 75,00 (17,12) ) 1,80x10°3
Na 0,5 19,20 (9,65) - ns 14,80 (11,28) J 1,40x107
Sirds N 12,60 (3,29) 42,00 (12,27) ) 8,00x10™
Na 0,5 25,60 (7,02) ) 3,70x1072 12,20 (6,02) J <1,00x10*
Acis N 5,60 (3,78) 6,80 (3,35) — ns
Na 0,5 2,80 (1,30) — ns 7,40 (2,97) — ns
Nervi N 5,25 (2,63) 21,00 (10,61) ) 2,80x102
Na 0,5 6,25 (3,86) - ns 6,00 (4,08) J 9,60x10°

N — bez apstrades ar 1,4-dihidropiridina (1,4-DHP) atvasinajumiem; Na — AV-153-Na; 0,5 — deva 0,5 mg/kg; SD — standartklida; ns —
p>5,00x102. Ar AV-153-Na apstradato grupu p vértibas ir atainotas attieciba pret N grupu. Streptozotocina N grupas p vértiba ir atainota attieciba pret
kontroles N grupu. Ja p<5,00x1072, ekspresijas izmainas ir attglotas ar bultinu: T — statistiski ticami paaugstinata ekspresija; ¥ — statistiski ticami

pazeminata ekspresija. “— — ekspresija nav statistiski ticami izmainita.



6. pielikums. Sl,(eltﬁ PARPI1 proteina ekspresija Zurku nieres, sirdi, acis un nervos metkarbatona un etkarbatona ietekmé kontroles grupas un

streptozotocina inducéta 1. tipa cukura diabéta modelr.

Organs Viela Kontrole, E'ksprgsijas 0 Streptozotocins, E.ksprgsijas 0
$tinas/mm? (SD) izmainas $tinas/mm? (SD) izmainas

N 11,80 (2,86) 45,40 (13,56) ) 6,00x10"

M 0,05 16,40 (4,28) — ns 55,60 (24,39) — ns

Nieres M 0,5 18,60 (8,79) — ns 37,60 (14,35) — ns
E 0,05 25,40 (8,38) ) 3,96x107 10,20 (3,27) J <1,00x10*
E0,5 28,20 (10,13) 0 1,27x1072 20,40 (9,13) { 3,00x10*
N 10,20 (3,49) 37,60 (17,77) ) 9,60x10°
M 0,05 11,80 (5,26) — ns 18,00 (5,05) \’ 1,81x102

Sirds M 0,5 9,20 (2,68) - ns 25,60 (18,47) - ns
E 0,05 21,00 (10,10) — ns 10,80 (3,90) \’ 3,00x10
E0,5 8,20 (2,59) - ns 19,40 (8,56) | 9,80x10°
N 11,40 (5,81) 32,80 (10,01) ) 3,30x10°3

M 0,05 9,00 (2,83) — ns 29,40 (9,45) — ns

Acis M 0,5 12,20 (0,45) - ns 28,60 (13,46) - ns
E 0,05 13,80 (4,02) — ns 75,00 (14,21) 0 <1,00x10*
E0,5 15,80 (8,50) - ns 66,80 (13,10) 0 <1,00x10*
N 10,00 (3,16) 32,20 (10,92) ) 2,40x10°

M 0,05 18,60 (6,02) — ns 33,00 (21,15) - ns

Nervi M 0,5 15,40 (4,72) - ns 18,40 (8,91) - ns
E 0,05 24,80 (13,31) 0 1,51x1072 7,400 (3,29) \ 1,00x10*
E0,5 17,20 (4,38) - ns 10,60 (7,54) \’ 6,00x10"

N — bez apstrades ar 1,4-dihidropiridina (1,4-DHP) atvasinajumiem; M — metkarbatons; E — etkarbatons; 0,05 — deva 0,05 mg/kg; 0,5 — deva
0,5 mg/kg; SD — standartkliida; ns — p>5,00x102. Ar 1,4-DHP atvasindjumiem apstradato grupu p vértibas ir atainotas attieciba pret N grupu.
Streptozotocina N grupas p vértiba ir atainota attieciba pret kontroles N grupu. Ja p<5,00x1072, ekspresijas izmainas ir attélotas ar bultinu: T —

statistiski ticami paaugstinata ekspresija; \ — statistiski ticami pazeminata ekspresija. “— — ekspresija nav statistiski ticami izmainita.



7. pielikums. H2ax géna ekspresija Zurku nierés dazadu 1,4-dihidropiridina atvasinajumu ietekmé kontroles grupas un streptozotocina vai

aloksana inducéta 1. tipa cukura diabéta modelos.

Viela Kontrole, Ekspresijas Streptozotocins, Ekspresijas 0 Aloksans, E‘ksprgsijas 0
RV (SD) izmainas RV (SD) izmainas RV (SD) izmainas
N 0,20 (0,06) 0,21 (0,07) — ns 0,24 (0,07) — ns

M 0,05 0,19 (0,04) — ns 0,21 (0,03) - ns

M 0,5 0,21 (0,05) — ns 0,25 (0,02) — ns

E 0,05 0,24 (0,07) — ns 0,24 (0,07) - ns

EO0,5 0,20 (0,04) — ns 0,18 (0,06) — ns

J 0,05 0,24 (0,04) — ns 0,18 (0,04) - ns

J0,5 0,28 (0,17) — ns 0,28 (0,04) — ns

G 0,05 0,25 (0,08) - ns 0,31 (0,07) T 3,38x1072

G0,5 0,25 (0,07) - ns 0,41 (0,10) ) <1,00x10*
Na 0,05 0,20 (0,06) — ns 0,20 (0,03) - ns 0,28 (0,04) - ns

Na 0,5 0,19 (0,02) — ns 0,28 (0,10) ) 3,54x1072 0,26 (0,04) - ns
Ca 0,05 0,14 (0,03) — ns 0,31 (0,08) ) 1,54x1072 0,36 (0,07) ) 7,20x10°3
Ca0,5 0,20 (0,08) — ns 0,28 (0,03) - ns 0,43 (0,11) ) <1,00x10*

N — bez apstrades ar 1,4-dihidropiridina (1,4-DHP) atvasinajumiem; M — metkarbatons; E — etkarbatons; J — J-9-125; G — glutapirons; Na —
AV-153-Na; Ca — AV-153-Ca; 0,05 — deva 0,05 mg/kg; 0,5 — deva 0,5 mg/kg; RV — relativas vienibas; SD — standartkliida; ns — p>5,00x1072. Ar

1,4-DHP atvasinajumiem apstradato grupu p vertibas ir atainotas attieciba pret N grupu. Streptozotocina un aloksana N grupu p vertibas ir atainotas

attieciba pret kontroles N grupu. Ja p<5,00x1072, ekspresijas izmainas ir attélotas ar bultinu: T — statistiski ticami paaugstinata ekspresija; . — statistiski

ticami pazeminata ekspresija. “—" — ekspresija nav statistiski ticami izmainita.
p presij




8. pielikums. H2ax géna ekspresija Zurku aknas AV-153-Na un AV-153-Ca ietekmé kontroles grupas un streptozotocina vai aloksana inducéta

1. tipa cukura diabéta modelos.

Viela Kontrole, Ekspresijas Streptozotocins, EKspresijas 0 Aloksans, Ekspresijas 0
RV (SD) izmainas RV (SD) izmainas RV (SD) izmainas
N 0,053 (0,010) 0,038 (0,015) J 3,77x107 0,036 (0,010) J 2,90x10°3
Na 0,05 0,039 (0,008) - ns 0,039 (0,003) — ns 0,050 (0,010) - ns
Na 0,5 0,042 (0,002) - ns 0,041 (0,008) - ns 0,052 (0,017) - ns
Ca 0,05 0,049 (0,006) - ns 0,047 (0,005) — ns 0,053 (0,011) ) 2,39x10°2
Ca0,5 0,059 (0,020) - ns 0,043 (0,005) — ns 0,054 (0,012) ) 1,73x107

N — bez apstrades ar 1,4-dihidropiridina (1,4-DHP) atvasinajumiem; Na — AV-153-Na; Ca — AV-153-Ca; 0,05 — deva 0,05 mg/kg; 0,5 — deva
0,5 mg/kg; RV — relativas vienibas; SD — standartkliida; ns — p>5,00x102. Ar 1,4-DHP atvasinajumiem apstradato grupu p vértibas ir atainotas
attieciba pret N grupu. Streptozotocina un aloksana N grupu p vértibas ir atainotas attieciba pret kontroles N grupu. Ja p<5,00x102, ekspresijas
izmainas ir attlotas ar bultinu: T — statistiski ticami paaugstinata ekspresija;  — statistiski ticami pazeminata ekspresija. “~” — ekspresija nav statistiski

ticami izmainita.



9. pielikums. H2ax géna ekspresija Zurku asinis dazadu 1,4-dihidropiridina atvasinajumu ietekmé kontroles grupas un streptozotocina

induceta 1. tipa cukura diabéta modeli.

Viela Kontrole, Ekspresijas 0 Streptozotocins,  Ekspresijas 0
RV (SD) izmainas RV (SD) izmainas
N 0,035 (0,019) 0,056 (0,028) ) 3,27x107
M 0,05 0,027 (0,011) — ns 0,041 (0,013) - ns
M 0,5 0,019 (0,001) — ns 0,039 (0,017) - ns
E 0,05 0,021 (0,002) — ns 0,034 (0,014) J 4,05x107
EO05 0,024 (0,001) — ns 0,029 (0,007) \’ 3,28x107
J 0,05 0,033 (0,015) — ns 0,034 (0,014) - ns
J0,5 0,037 (0,014) — ns 0,049 (0,019) - ns
G 0,05 0,046 (0,018) — ns 0,030 (0,009) \§ 4,31x107
G05 0,029 (0,004) — ns 0,035 (0,011) - ns
Na 0,5 0,031 (0,012) — ns 0,110 (0,081) ) 1,27x107

N — bez apstrades ar 1,4-dihidropiridina (1,4-DHP) atvasinajumiem; M — metkarbatons; E — etkarbatons; J — J-9-125; G — glutapirons; Na —
AV-153-Na; RV — relativas vienibas; SD — standartkliida; ns — p>5,00x102. Ar 1,4-DHP atvasinajumiem apstradato grupu p vértibas ir atainotas
attieciba pret N grupu. Streptozotocina N grupas p vértiba ir atainota attieciba pret kontroles N grupu. Ja p<5,00x1072, ekspresijas izmainas ir att&lotas

ar bultinu: T — statistiski ticami paaugstinata ekspresija; ¥ — statistiski ticami pazeminata ekspresija. “— — ekspresija nav statistiski ticami izmainita.



10. pielikums. Proteina yH2AX ekspresija Zurku nierés metkarbatona, etkarbatona un AV-153-Na ietekmé kontroles grupas un

streptozotocina inducéta 1. tipa cukura diabéta modelr.

Viela Kontrole, Ekspresijas Streptozotocins, Ekspresijas

$tinas/mm? (SD) izmainas P $tinas/mm? (SD) izmainas P

N 7,00 (2,00) 11,00 (3,46) - ns

M 0,05 8,20 (5,22) - ns 8,67 (6,28) - ns

M 0,5 5,40 (2,97) — ns 7,80 (4,09) — ns
E 0,05 6,80 (1,92) - ns 33,00 (10,32) 0 1,30x10°3
E0,5 6,40 (4,04) - ns 40,00 (18,17) ) <1,00x10*

Na 0,5 10,20 (8,38) - ns 5,40 (11,78) - ns

N — bez apstrades ar 1,4-dihidropiridina (1,4-DHP) atvasinajumiem; M — metkarbatons; E — etkarbatons; Na — AV-153-Na; 0,05 — deva
0,05 mg/kg; 0,5 — deva 0,5 mg/kg; SD — standartkliida; ns — p>5,00x102. Ar 1,4-DHP atvasinajumiem apstradato grupu p vértibas ir atainotas attieciba
pret N grupu. Streptozotocina N grupas p vértiba ir atainota attieciba pret kontroles N grupu. Ja p<5,00x1072, ekspresijas izmainas ir attélotas ar

bultinu: T — statistiski ticami paaugstinata ekspresija; ¥ — statistiski ticami pazeminata ekspresija. “— — ekspresija nav statistiski ticami izmainita.



11. pielikums. Proteina YH2AX ekspresija Zurku sirdi metkarbatona, etkarbatona un AV-153-Na ietekmé kontroles grupas un streptozotocina

induceta 1. tipa cukura diabéta modeli.

Viela Kontrole, Ekspresijas Streptozotocins, Ekspresijas
$tinas/mm? (SD) izmainas P $tinas/mm? (SD) izmainas P
N 11,40 (5,81) 32,80 (10,01) ) 3,30x1073
M 0,05 9,00 (2,83) - ns 29,40 (9,45) - ns
M 0,5 12,20 (0,45) — ns 28,60 (13,46) — ns
E 0,05 13,80 (4,02) - ns 75,00 (14,21) ) <1,00x10*
EO05 15,80 (8,50) — ns 66,80 (13,10) ) <1,00x10*
Na 0,5 9,80 (4,15) - ns 8,60 (4,67) \’ <1,00x10*

N — bez apstrades ar 1,4-dihidropiridina (1,4-DHP) atvasinajumiem; M — metkarbatons; E — etkarbatons; Na — AV-153-Na; 0,05 — deva
0,05 mg/kg; 0,5 — deva 0,5 mg/kg; SD — standartkliida; ns — p>5,00x1072. Ar 1,4-DHP atvasinajumiem apstradato grupu p vertibas ir atainotas attieciba
pret N grupu. Streptozotocina N grupas p vértiba ir atainota attieciba pret kontroles N grupu. Ja p<5,00x102, ekspresijas izmainas ir att€lotas ar

bultinu: T — statistiski ticami paaugstinata ekspresija; ¥ — statistiski ticami pazeminata ekspresija. “— — ekspresija nav statistiski ticami izmainita.



12. pielikums. Proteina YH2AX ekspresija Zurku acis metkarbatona, etkarbatona un AV-153-Na ietekmé kontroles grupas un streptozotocina

induceta 1. tipa cukura diabéta modeli.

Viela Kontrole, Ekspresijas Streptozotocins, Ekspresijas
$tinas/mm? (SD) izmainas P $tinas/mm? (SD) izmainas P
N 5,00 (1,00) 3,00 (2,55) - ns
M 0,05 6,40 (3,91) - ns 5,20 (2,17) - ns
M 0,5 6,60 (3,36) - ns 3,80 (1,48) - ns
E 0,05 6,20 (5,81) - ns 5,20 (4,60) — ns
EO05 6,80 (8,79) - ns 5,40 (4,28) - ns
Na 0,5 10,40 (2,19) ) 1,18x107? 4,80 (4,09) - ns

N — bez apstrades ar 1,4-dihidropiridina (1,4-DHP) atvasinajumiem; M — metkarbatons; E — etkarbatons; Na — AV-153-Na; 0,05 — deva
0,05 mg/kg; 0,5 — deva 0,5 mg/kg; SD — standartkliida; ns — p>5,00x102. Ar 1,4-DHP atvasinajumiem apstradato grupu p vértibas ir atainotas attieciba
pret N grupu. Streptozotocina N grupas p vértiba ir atainota attieciba pret kontroles N grupu. Ja p<5,00x102, ekspresijas izmainas ir attélotas ar

bultinu: T — statistiski ticami paaugstinata ekspresija; ¥ — statistiski ticami pazeminata ekspresija. “— — ekspresija nav statistiski ticami izmainita.



13. pielikums. Proteina YH2AX ekspresija Zurku nervos metkarbatona, etkarbatona un AV-153-Na ietekmé kontroles grupas un

streptozotocina inducéta 1. tipa cukura diabéta modelr.

Viela Kontrole, Ekspresijas Streptozotocins, Ekspresijas
$tinas/mm? (SD) izmainas P $tinas/mm? (SD) izmainas P
N 8,20 (3,90) 6,60 (4,51) - ns
M 0,05 4,60 (2,19) - ns 3,40 (2,30) - ns
M 0,5 3,60 (1,67) \’ 3,84x10° 4,00 (1,87) - ns
E 0,05 7,60 (3,85) - ns 4,20 (2,49) - ns
EO0,5 6,40 (9,45) — ns 6,80 (8,07) — ns
Na 0,5 10,20 (7,85) - ns 5,40 (4,93) - ns

N — bez apstrades ar 1,4-dihidropiridina (1,4-DHP) atvasinajumiem; M — metkarbatons; E — etkarbatons; Na — AV-153-Na; 0,05 — deva
0,05 mg/kg; 0,5 — deva 0,5 mg/kg; SD — standartkliida; ns — p>5,00x102. Ar 1,4-DHP atvasinajumiem apstradato grupu p vértibas ir atainotas attieciba
pret N grupu. Streptozotocina N grupas p vértiba ir atainota attieciba pret kontroles N grupu. Ja p<5,00x102, ekspresijas izmainas ir att€lotas ar

bultinu: T — statistiski ticami paaugstinata ekspresija; ¥ — statistiski ticami pazeminata ekspresija. “— — ekspresija nav statistiski ticami izmainita.



14. pielikums. Xdh géna ekspresija Zurku nierés dazadu 1,4-dihidropiridina atvasinajumu ietekmé kontroles grupas un streptozotocina vai

aloksana inducéta 1. tipa cukura diabéta modelos.

Viela Kontrole, E.kspre"sijas 0 Streptozotocins, E.kspre':sijas 0 Aloksans, E.ksprgsij as 0
RV (SD) izmainas RV (SD) izmainas RV (SD) izmainas
N 1,39 (0,36) 1,78 (1,00) — ns 1,85 (0,22) ) 3,00x10°

M 0,05 2,04 (0,22) — ns 2,60 (0,53) — ns

M 0,5 2,38 (0,42) - ns 3,35 (1,21) ) 8,00x10™

E 0,05 2,43 (0,52) 0 4,39x107? 1,89 (0,30) — ns

E0,5 2,57 (0,50) ) 9,20x10° 1,71 (0,44) - ns

J0,05 2,55 (0,52) ) 1,13x10°2 1,58 (0,33) — ns

J0,5 2,45 (0,17) ) 4,28x10? 2,72 (0,60) ) 2,37x107

G 0,05 2,29 (1,04) - ns 2,76 (0,39) T 2,67x1072

G 0,5 2,66 (0,29) ) 9,60x10°° 3,26 (0,59) ) 8,00x10*
Na0,05 | 1,61(0,52) — ns 2,31 (0,26) - ns 2,89 (0,26) 0 <1,00x10*
Na 0,5 1,84 (0,21) - ns 2,94 (1,28) ) 3,20x10° | 2,52 (0,51) ) 2,37x107?
Ca 0,05 1,06 (0,49) - ns 2,78 (0,50) ) 1,32x102 | 2,43(0,39) ) 1,20x10°2
Ca0,5 1,22 (0,32) - ns 2,30 (0,26) - ns 2,88 (0,41) 0 <1,00x10"

N — bez apstrades ar 1,4-dihidropiridina (1,4-DHP) atvasinajumiem; M — metkarbatons; E — etkarbatons; J — J-9-125; G — glutapirons; Na —
AV-153-Na; Ca — AV-153-Ca; 0,05 — deva 0,05 mg/kg; 0,5 — deva 0,5 mg/kg; RV — relativas vienibas; SD — standartkliida; ns — p>5,00x1072. Ar

1,4-DHP atvasinajumiem apstradato grupu p vertibas ir atainotas attieciba pret N grupu. Streptozotocina un aloksana N grupu p vertibas ir atainotas

attieciba pret kontroles N grupu. Ja p<5,00x1072, ekspresijas izmainas ir attglotas ar bultinu: T statistiski ticami paaugstinata ekspresija; \ — statistiski

ticami pazeminata ekspresija. “— — ekspresija nav statistiski ticami izmainita.




15. pielikums. Xdh géna ekspresija Zurku aknas AV-153-Na un AV-153-Ca ietekmé kontroles grupas un streptozotocina vai aloksana inducéta

1. tipa cukura diabéta modelos.

Viela Kontrole, Ekspresijas 0 Streptozotocins, Ekspresijas 0 Aloksans,  Ekspresijas 0
RV (SD) izmainas RV (SD) izmainas RV (SD) izmainas

N 1,13 (0,23) 0,93 (0,18) - ns 0,90 (0,21) - ns

Na 0,05 0,75 (0,28) \ 7,40x10°3 0,89 (0,12) - ns 1,04 (0,28) - ns

Na 0,5 1,10 (0,27) — ns 1,06 (0,12) - ns 0,98 (0,10) - ns

Ca 0,05 0,89 (0,16) — ns 0,69 (0,05) — ns 0,95 (0,05) - ns

Ca0,5 0,93 (0,27) — ns 0,89 (0,22) - ns 1,02 (0,07) - ns

N — bez apstrades ar 1,4-dihidropiridina (1,4-DHP) atvasinajumiem; Na — AV-153-Na; Ca — AV-153-Ca; 0,05 — deva 0,05 mg/kg; 0,5 — deva
0,5 mg/kg; RV — relativas vienibas; SD — standartkliida; ns — p>5,00x102. Ar 1,4-DHP atvasinajumiem apstradato grupu p vértibas ir atainotas
attieciba pret N grupu. Streptozotocina un aloksana N grupu p vértibas ir atainotas attieciba pret kontroles N grupu. Ja p<5,00x1072, ekspresijas
izmainas ir attlotas ar bultinu: T — statistiski ticami paaugstinata ekspresija;  — statistiski ticami pazeminata ekspresija. “~” — ekspresija nav statistiski

ticami izmainita.




16. pielikums. Xdh géna ekspresija Zurku

induceta 1. tipa cukura diabéta modeli.

asinis dazadu 1,4-dihidropiridina atvasinajumu ietekmé kontroles grupas un streptozotocina

Viela Kontrole, Ekspresijas 0 Streptozotocins, Ekspresijas 0
RV (SD) izmainas RV (SD) izmainas
N 0,31 (0,12) 0,58 (0,30) ) 1,06x102
M 0,05 0,29 (0,11) — ns 0,35(0,12) — ns
M 0,5 0,17 (0,04) — ns 0,41 (0,19) - ns
E 0,05 0,25 (0,08) - ns 0,28 (0,21) J 1,62x102
E0,5 0,24 (0,06) - ns 0,19 (0,03) d 1,70x10°3
J 0,05 0,28 (0,16) — ns 0,28 (0,17) J 1,96x102
J0,5 0,32 (0,14) — ns 0,42 (0,09) — ns
G 0,05 0,52 (0,14) — ns 0,36 (0,08) - ns
GO0,5 0,37 (0,06) - ns 0,31 (0,04) J 4,71x107
Na 0,5 0,20 (0,05) — ns 0,71 (0,31) — ns

N — bez apstrades ar 1,4-dihidropiridina (1,4-DHP) atvasinajumiem; M — metkarbatons; E — etkarbatons; J — J-9-125; G — glutapirons; Na —
AV-153-Na; RV — relativas vienibas; SD — standartkliida; ns — p>5,00x102. Ar 1,4-DHP atvasinajumiem apstradato grupu p vértibas ir atainotas
attieciba pret N grupu. Streptozotocina N grupas p vértiba ir atainota attieciba pret kontroles N grupu. Ja p<5,00x1072, ekspresijas izmainas ir att&lotas

ar bultinu: T — statistiski ticami paaugstinata ekspresija; ¥ — statistiski ticami pazeminata ekspresija. “— — ekspresija nav statistiski ticami izmainita.



17. pielikums. Psma3 géna ekspresija Zurku nierés dazadu 1,4-dihidropiridina atvasinajumu ietekmé kontroles grupas un streptozotocina vai

aloksana inducéta 1. tipa cukura diabéta modelos.

Viela Kontrole, Ekspresijas 0 Streptozotocins, Ekspresijas 0 Aloksans, Ekspresijas 0
RV (SD) izmainas RV (SD) izmainas RV (SD) izmainas
N 0,54 (0,10) 0,71 (0,22) ) 3,67x102 | 0,75(0,17) ) 3,90x10°

M 0,05 0,81 (0,12) ) 4,84x107 0,77 (0,12) - ns

M 0,5 0,91 (0,13) ) 6,20x10° 1,17 (0,36) ) 2,00x10"

E 0,05 0,83 (0,17) ) 2,04x102 0,95 (0,16) ) 1,70x102

E0,5 0,76 (0,08) ) 4,81x107? 0,95 (0,08) ) 2,60x1072

J0,05 0,93 (0,14) ) 8,00x10™ 0,56 (0,17) — ns

J0,5 0,86 (0,12) ) 5,10x10° 0,77 (0,16) - ns

G 0,05 0,63 (0,18) — ns 0,64 (0,17) — ns

GO0,5 0,69 (0,20) - ns 0,94 (0,13) ) 3,78x10%
Na 0,05 0,69 (0,08) — ns 0,72 (0,05) - ns 0,92 (0,15) 0 4,53x107?
Na 0,5 0,79 (0,12) ) 2,86x1072 0,93 (0,36) ) 3,59x102 | 0,83 (0,02) - ns
Ca 0,05 0,49 (0,14) - ns 0,94 (0,10) ) 1,62x10% | 0,98 (0,14) ) 9,00x10°3
Ca0,5 0,55 (0,10) - ns 0,95 (0,13) ) 2,10x102 | 1,07 (0,11) ) 7,00x10*

N — bez apstrades ar 1,4-dihidropiridina (1,4-DHP) atvasinajumiem; M — metkarbatons; E — etkarbatons; J — J-9-125; G — glutapirons; Na —
AV-153-Na; Ca — AV-153-Ca; 0,05 — deva 0,05 mg/kg; 0,5 — deva 0,5 mg/kg; RV — relativas vienibas; SD — standartkliida; ns — p>5,00x1072. Ar

1,4-DHP atvasinajumiem apstradato grupu p vertibas ir atainotas attieciba pret N grupu. Streptozotocina un aloksana N grupu p veértibas ir atainotas

attieciba pret kontroles N grupu. Ja p<5,00x1072, ekspresijas izmainas ir attelotas ar bultinu: T — statistiski ticami paaugstinata ekspresija; \ — statistiski

ticami pazeminata ekspresija. “— — ekspresija nav statistiski ticami izmainita.




18. pielikums. Psma3 géna ekspresija Zurku aknas AV-153-Na un AV-153-Ca ietekmé kontroles grupas un streptozotocina vai aloksana

induceta 1. tipa cukura diabéta modelos.

Viela Kontrole, Ekspresijas 0 Streptozotocins,  Ekspresijas 0 Aloksans, Ekspresijas 0
RV (SD) izmainas RV (SD) izmainas RV (SD) izmainas
N 0,088 (0,013) 0,060 (0,014) J 8,00x10* | 0,068 (0,014) J 9,80x107
Na 0,05 | 0,084 (0,023) — ns 0,067 (0,009) - ns 0,092 (0,023) ) 1,67x10
Na0,5 | 0,107 (0,005) — ns 0,088 (0,017) ) 4,40x10° | 0,060 (0,011) — ns
Ca 0,05 | 0,084 (0,005) — ns 0,060 (0,006) - ns 0,064 (0,008) - ns
Ca0,5 | 0,078 (0,014) — ns 0,063 (0,004) - ns 0,065 (0,010) — ns

N — bez apstrades ar 1,4-dihidropiridina (1,4-DHP) atvasinajumiem; Na — AV-153-Na; Ca — AV-153-Ca; 0,05 — deva 0,05 mg/kg; 0,5 — deva
0,5 mg/kg; RV — relativas vienibas; SD — standartkliida; ns — p>5,00x102. Ar 1,4-DHP atvasinajumiem apstradato grupu p vértibas ir atainotas
attieciba pret N grupu. Streptozotocina un aloksana N grupu p vértibas ir atainotas attieciba pret kontroles N grupu. Ja p<5,00x102, ekspresijas
izmainas ir attlotas ar bultinu: T — statistiski ticami paaugstinata ekspresija;  — statistiski ticami pazeminata ekspresija. “~” — ekspresija nav statistiski

ticami izmainita.



19. pielikums. Psma3 géna ekspresija Zurku asinis dazadu 1,4-dihidropiridina atvasinajumu ietekmé kontroles grupas un streptozotocina

induceta 1. tipa cukura diabéta modeli.

Viela Kontrole, Ekspresijas 0 Streptozotocins,  Ekspresijas 0
RV (SD) izmainas RV (SD) izmainas
N 0,024 (0,010) 0,036 (0,016) ) 4,12x107
M 0,05 0,021 (0,014) — ns 0,030 (0,013) - ns
M 0,5 0,013 (0,002) — ns 0,027 (0,010) - ns
E 0,05 0,015 (0,004) — ns 0,020 (0,013) J 3,49x107
E0,5 0,021 (0,001) - ns 0,014 (0,003) \’ 2,10x10°3
J 0,05 0,027 (0,015) — ns 0,024 (0,015) - ns
J0,5 0,029 (0,010) — ns 0,038 (0,016) - ns
G 0,05 0,038 (0,011) — ns 0,022 (0,005) - ns
G05 0,025 (0,007) — ns 0,034 (0,016) - ns
Na 0,5 0,019 (0,006) — ns 0,067 (0,021) ) <1,00x10*

N — bez apstrades ar 1,4-dihidropiridina (1,4-DHP) atvasinajumiem; M — metkarbatons; E — etkarbatons; J — J-9-125; G — glutapirons; Na —
AV-153-Na; RV — relativas vienibas; SD — standartkliida; ns — p>5,00x102. Ar 1,4-DHP atvasinajumiem apstradato grupu p vértibas ir atainotas
attieciba pret N grupu. Streptozotocina N grupas p vértiba ir atainota attieciba pret kontroles N grupu. Ja p<5,00x1072, ekspresijas izmainas ir att&lotas

ar bultinu: T — statistiski ticami paaugstinata ekspresija; ¥ — statistiski ticami pazeminata ekspresija. “— — ekspresija nav statistiski ticami izmainita.



20. pielikums. Psma6 géna ekspresija Zurku nierés dazadu 1,4-dihidropiridina atvasinajumu ietekmé kontroles grupas un streptozotocina vai

aloksana inducéta 1. tipa cukura diabéta modelos.

Viela Kontrole, E.kspre"sijas 0 Streptozotocins, E.kspre':sijas 0 Aloksans, E.ksprgsijas 0
RV (SD) izmainas RV (SD) izmainas RV (SD) izmainas
N 1,06 (0,08) 1,27 (0,14) ) 7,80x10° | 1,63 (0,54) ) 2,69x1072

M 0,05 1,66 (0,16) ) 1,31x1072 2,20 (0,37) 0 <1,00x10*

M 0,5 1,90 (0,39) ) 7,00x10* 2,62 (0,57) ) <1,00x10*

E 0,05 2,19 (0,33) ) <1,00x10* 1,61 (0,20) — ns

E05 2,02 (0,32) ) <1,00x10* 1,47 (0,35) - ns

J0,05 1,92 (0,43) T 3,00x10* 1,52 (0,39) - ns

J0,5 1,95 (0,28) ) 2,00x10* 2,43 (0,43) ) <1,00x10*

G 0,05 1,89 (0,67) ) 2,60x10°3 1,67 (0,34) _ ns

GO0,5 2,08 (0,50) ) 3,00x10* 2,33 (0,38) 0 <1,00x10*
Na 0,05 2,18 (0,52) ) 8,00x10* 2,63 (0,43) ) <1,00x10* | 2,55 (0,40) ) 3,50x10°
Na 0,5 1,81 (0,57) ) 6,30x10°3 2,49 (0,56) ) <1,00x10* | 1,53 (0,14) - ns
Ca 0,05 1,10 (0,13) — ns 2,45 (0,20) 0 <1,00x10* | 2,23 (0,40) ) 1,75x1072
Ca0,5 1,03 (0,21) - ns 2,35 (0,37) 0 <1,00x10* | 2,54 (0,41) 0 1,00x10°

N — bez apstrades ar 1,4-dihidropiridina (1,4-DHP) atvasinajumiem; M — metkarbatons; E — etkarbatons; J — J-9-125; G — glutapirons; Na —
AV-153-Na; Ca — AV-153-Ca; 0,05 — deva 0,05 mg/kg; 0,5 — deva 0,5 mg/kg; RV — relativas vienibas; SD — standartkliida; ns — p>5,00x1072. Ar

1,4-DHP atvasinajumiem apstradato grupu p vertibas ir atainotas attieciba pret N grupu. Streptozotocina un aloksana N grupu p veértibas ir atainotas

attieciba pret kontroles N grupu. Ja p<5,00x1072, ekspresijas izmainas ir attélotas ar bultinu: T — statistiski ticami paaugstinata ekspresija;  — statistiski

ticami pazeminata ekspresija. “— — ekspresija nav statistiski ticami izmainita.




21. pielikums. Psma6 géna ekspresija Zurku aknas AV-153-Na un AV-153-Ca ietekmé kontroles grupas un streptozotocina vai aloksana

induceta 1. tipa cukura diabéta modelos.

Viela Kontrole, Ekspresijas 0 Streptozotocins, Ekspresijas 0 Aloksans,  Ekspresijas 0
RV (SD) izmainas RV (SD) izmainas RV (SD) izmainas
N 0,76 (0,14) 0,92 (0,19) - ns 0,77 (0,25) - ns
Na 0,05 1,13 (0,27) T 5,10x10° 0,94 (0,11) — ns 1,42 (0,19) 1 <1,00x10*
Na 0,5 1,42 (0,06) ) <1,00x10* 1,31 (0,23) ) 2,30x10°3 1,22 (0,21) ) 3,10x1073
Ca 0,05 0,65 (0,08) — ns 0,81 (0,10) - ns 1,01 (0,06) T 3,16x107
Ca0,5 1,02 (0,20) ) 1,43x1072 0,97 (0,16) - ns 1,04 (0,14) T 1,57x107

N — bez apstrades ar 1,4-dihidropiridina (1,4-DHP) atvasinajumiem; Na — AV-153-Na; Ca — AV-153-Ca; 0,05 — deva 0,05 mg/kg; 0,5 — deva
0,5 mg/kg; RV — relativas vienibas; SD — standartkliida; ns — p>5,00x102. Ar 1,4-DHP atvasinajumiem apstradato grupu p vértibas ir atainotas

attieciba pret N grupu. Streptozotocina un aloksana N grupu p vértibas ir atainotas attieciba pret kontroles N grupu. Ja p<5,00x102, ekspresijas

izmainas ir attélotas ar bultinu: T — statistiski ticami paaugstinata ekspresija; ¥ — statistiski ticami pazeminata ekspresija. “~” — ekspresija nav statistiski

ticami izmainita.




22. pielikums. Psma6 géna ekspresija Zurku asinis dazadu 1,4-dihidropiridina atvasinajumu ietekmé kontroles grupas un streptozotocina

induceta 1. tipa cukura diabéta modeli.

Viela Kontrole, Ekspresijas 0 Streptozotocins, Ekspresijas 0
RV (SD) izmainas RV (SD) izmainas
N 0,16 (0,03) 0,18 (0,03) - ns
M 0,05 0,21 (0,11) — ns 0,27 (0,01) — ns
M 0,5 0,18 (0,04) — ns 0,24 (0,09) - ns
E 0,05 0,26 (0,14) - ns 0,31 (0,10) T 3,21x10%
E05 0,27 (0,02) — ns 0,20 (0,03) - ns
J 0,05 0,21 (0,07) — ns 0,24 (0,09) — ns
J0,5 0,24 (0,03) — ns 0,25 (0,11) - ns
G 0,05 0,44 (0,02) 0 <1,00x10* 0,25 (0,05) — ns
G05 0,47 (0,09) ) <1,00x10* 0,25 (0,07) — ns
Na 0,5 0,23 (0,05) — ns 0,40 (0,10) ) <1,00x10*

N — bez apstrades ar 1,4-dihidropiridina (1,4-DHP) atvasinajumiem; M — metkarbatons; E — etkarbatons; J — J-9-125; G — glutapirons; Na —

AV-153-Na; RV — relativas vienibas; SD — standartkliida; ns — p>5,00x102. Ar 1,4-DHP atvasinajumiem apstradato grupu p vértibas ir atainotas

attieciba pret N grupu. Streptozotocina N grupas p vértiba ir atainota attieciba pret kontroles N grupu. Ja p<5,00x1072, ekspresijas izmainas ir att&lotas

ar bultinu: T — statistiski ticami paaugstinata ekspresija; ¥ — statistiski ticami pazeminata ekspresija. “— — ekspresija nav statistiski ticami izmainita.



23. pielikums. Psmb5 géna ekspresija Zurku nierés dazadu 1,4-dihidropiridina atvasinajumu ietekmé kontroles grupas un streptozotocina vai

aloksana inducéta 1. tipa cukura diabéta modelos.

Viela Kontrole, Ekspresijas 0 Streptozotocins, Ekspresijas 0 Aloksans,  Ekspresijas 0
RV (SD) izmainas RV (SD) izmainas RV (SD) izmainas
N 1,01 (0,25) 0,99 (0,28) — ns 1,02 (0,39) — ns

M 0,05 1,50 (0,24) ) 8,80x10° 1,50 (0,26) 0 2,60x10°3

M 0,5 1,67 (0,19) ) 4,00x10* 1,92 (0,40) ) <1,00x10*

E 0,05 1,83 (0,46) ) 2,00x10* 1,20 (0,37) _ ns

E05 1,59 (0,19) ) 2,70x10° 1,46 (0,25) ) 8,00x10°

J0,05 1,66 (0,45) ) 1,90x10° 1,14 (0,48) - ns

J0,5 1,40 (0,11) - ns 1,57 (0,25) ) 2,20x10°

G 0,05 1,40 (0,31) - ns 1,58 (0,56) 0 5,40x1073

GO0,5 1,76 (0,55) ) 1,20x107° 2,33 (0,21) ) <1,00x10*
Na0,05 | 1,71(0,29) ) 2,00x10* 1,49 (0,37) 0 3,00x10° | 1,23 (0,33) — ns

Na 0,5 1,50 (0,31) ) 8,00x10 1,81 (0,19) ) <1,00x10* | 1,10 (0,15) - ns
Ca 0,05 0,66 (0,15) - ns 1,39 (0,19) ) 7,70x10° | 1,52 (0,25) ) 6,50x10°3
Ca0,5 0,90 (0,24) - ns 1,66 (0,22) ) <1,00x10* | 1,57 (0,16) ) 5,40x10°

N — bez apstrades ar 1,4-dihidropiridina (1,4-DHP) atvasinajumiem; M — metkarbatons; E — etkarbatons; J — J-9-125; G — glutapirons; Na —
AV-153-Na; Ca — AV-153-Ca; 0,05 — deva 0,05 mg/kg; 0,5 — deva 0,5 mg/kg; RV — relativas vienibas; SD — standartkliida; ns — p>5,00x1072. Ar

1,4-DHP atvasinajumiem apstradato grupu p vertibas ir atainotas attieciba pret N grupu. Streptozotocina un aloksana N grupu p vertibas ir atainotas

attieciba pret kontroles N grupu. Ja p<5,00x1072, ekspresijas izmainas ir attelotas ar bultinu: T — statistiski ticami paaugstinata ekspresija; \ — statistiski

ticami pazeminata ekspresija. “— — ekspresija nav statistiski ticami izmainita.




24. pielikums. Psmb5 géna ekspresija Zurku aknas AV-153-Na un AV-153-Ca ietekmé kontroles grupas un streptozotocina vai aloksana

induceta 1. tipa cukura diabéta modelos.

Viela Kontrole, Ekspresijas 0 Streptozotocins, Ekspresijas 0 Aloksans,  Ekspresijas 0
RV (SD) izmainas RV (SD) izmainas RV (SD) izmainas

N 0,35 (0,05) 0,31 (0,05) - ns 0,28 (0,08) - ns

Na 0,05 0,28 (0,06) — ns 0,32 (0,02) — ns 0,28 (0,12) - ns

Na 0,5 0,38 (0,01) — ns 0,39 (0,03) - ns 0,26 (0,05) - ns

Ca 0,05 0,36 (0,02) — ns 0,27 (0,04) — ns 0,27 (0,02) - ns

Ca0,5 0,30 (0,09) — ns 0,35 (0,03) - ns 0,26 (0,04) - ns

N — bez apstrades ar 1,4-dihidropiridina (1,4-DHP) atvasinajumiem; Na — AV-153-Na; Ca — AV-153-Ca; 0,05 — deva 0,05 mg/kg; 0,5 — deva
0,5 mg/kg; RV — relativas vienibas; SD — standartkliida; ns — p>5,00x102. Ar 1,4-DHP atvasinajumiem apstradato grupu p vértibas ir atainotas
attieciba pret N grupu. Streptozotocina un aloksana N grupu p vértibas ir atainotas attieciba pret kontroles N grupu. Ja p<5,00x1072, ekspresijas
izmainas ir attlotas ar bultinu: T — statistiski ticami paaugstinata ekspresija; ¥ — statistiski ticami pazeminata ekspresija. “— — ekspresija nav statistiski

ticami izmainita.



25. pielikums. Psmb5 géna ekspresija Zurku asinis dazadu 1,4-dihidropiridina atvasinajumu ietekmé kontroles grupas un streptozotocina

induceta 1. tipa cukura diabéta modeli.

Viela Kontrole, Ekspresijas 0 Streptozotocins,  Ekspresijas 0
RV (SD) izmainas RV (SD) izmainas
N 0,041 (0,019) 0,048 (0,030) - ns
M 0,05 0,027 (0,021) — ns 0,037 (0,013) - ns
M 0,5 0,025 (0,007) — ns 0,028 (0,016) - ns
E 0,05 0,019 (0,006) — ns 0,038 (0,024) - ns
EO05 0,028 (0,007) — ns 0,020 (0,007) J 4,10x107
J 0,05 0,042 (0,032) — ns 0,042 (0,034) - ns
JO0,5 0,051 (0,016) — ns 0,067 (0,040) - ns
G 0,05 0,085 (0,008) 0 4,00x10° | 0,037 (0,012) - ns
G05 0,069 (0,008) — ns 0,051 (0,019) - ns
Na 0,5 0,037 (0,015) — ns 0,109 (0,068) ) <1,00x10*

N — bez apstrades ar 1,4-dihidropiridina (1,4-DHP) atvasinajumiem; M — metkarbatons; E — etkarbatons; J — J-9-125; G — glutapirons; Na —
AV-153-Na; RV — relativas vienibas; SD — standartkliida; ns — p>5,00x102. Ar 1,4-DHP atvasinajumiem apstradato grupu p vértibas ir atainotas
attieciba pret N grupu. Streptozotocina N grupas p vértiba ir atainota attieciba pret kontroles N grupu. Ja p<5,00x1072, ekspresijas izmainas ir att&lotas

ar bultinu: T — statistiski ticami paaugstinata ekspresija; ¥ — statistiski ticami pazeminata ekspresija. “— — ekspresija nav statistiski ticami izmainita.



26. pielikums. Psmc6 géna ekspresija Zurku nierés dazadu 1,4-dihidropiridina atvasinajumu ietekmé kontroles grupas un streptozotocina vai

aloksana inducéta 1. tipa cukura diabéta modelos.

Viela Kontrole, Ekspresijas 0 Streptozotocins, Ekspresijas 0 Aloksans, Ekspresijas 0
RV (SD) izmainas RV (SD) izmainas RV (SD) izmainas
N 2,87 (0,49) 4,14 (1,72) ) 4,45x107 3,91 (0,66) ) 2,10x10°3

M 0,05 4,40 (0,67) T 4,46x107 5,67 (0,44) T 2,28x10

M 0,5 4,38 (0,59) ) 4,81x1072 5,59 (0,50) ) 3,10x1072

E 0,05 5,32 (1,09) ) 6,00x10°3 4,42 (0,50) - ns

E 05 4,96 (0,59) ) 9,20x10° 4,06 (0,92) - ns

J0,05 6,26 (0,44) ) <1,00x10* 3,39 (0,57) - ns

J0,5 5,59 (0,49) ) 8,00x10™ 6,27 (1,26) ) 2,60x10°3

G 0,05 4,54 (1,13) T 4,92x1072 4,81 (1,14) - ns

G0,5 4,89 (0,82) ) 1,62x102 6,82 (0,89) ) 3,80x10°
Na 0,05 4,02 (0,63) — ns 4,48 (0,89) — ns 4,43 (0,50) - ns

Na 0,5 4,16 (0,60) ) 4,02x107 5,49 (1,10) ) 1,70x107 3,15 (0,46) - ns
Ca 0,05 2,44 (0,43) - ns 5,05 (0,35) - ns 4,87 (0,67) ) 7,00x10°3
Ca0,5 2,58 (0,37) - ns 5,24 (0,38) - ns 5,28 (0,29) ) 5,00x10™

N — bez apstrades ar 1,4-dihidropiridina (1,4-DHP) atvasinajumiem; M — metkarbatons; E — etkarbatons; J — J-9-125; G — glutapirons; Na —
AV-153-Na; Ca — AV-153-Ca; 0,05 — deva 0,05 mg/kg; 0,5 — deva 0,5 mg/kg; RV — relativas vienibas; SD — standartkliida; ns — p>5,00x1072. Ar

1,4-DHP atvasinajumiem apstradato grupu p vertibas ir atainotas attieciba pret N grupu. Streptozotocina un aloksana N grupu p veértibas ir atainotas

attieciba pret kontroles N grupu. Ja p<5,00x1072, ekspresijas izmainas ir attelotas ar bultinu: T — statistiski ticami paaugstinata ekspresija; \ — statistiski

ticami pazeminata ekspresija. “— — ekspresija nav statistiski ticami izmainita.




27. pielikums. Psmc6 géna ekspresija Zurku aknas AV-153-Na un AV-153-Ca ietekmé kontroles grupas un streptozotocina vai aloksana

induceta 1. tipa cukura diabéta modelos.

Viela Kontrole, Ekspresijas 0 Streptozotocins, Ekspresijas 0 Aloksans,  Ekspresijas 0
RV (SD) izmainas RV (SD) izmainas RV (SD) izmainas
N 1,48 (0,42) 1,50 (0,28) - ns 1,51 (0,31) - ns
Na 0,05 1,74 (0,38) — ns 1,62 (0,19) — ns 1,94 (0,41) ) 4,93x102
Na 0,5 2,30 (0,03) ) 1,00x1073 2,18 (0,19) ) 1,50x10° | 1,70(0,41) - ns
Ca 0,05 1,28 (0,10) — ns 1,35 (0,27) - ns 1,61 (0,23) - ns
Ca0,5 1,40 (0,28) — ns 1,53 (0,09) — ns 1,50 (0,15) — ns

N — bez apstrades ar 1,4-dihidropiridina (1,4-DHP) atvasinajumiem; Na — AV-153-Na; Ca — AV-153-Ca; 0,05 — deva 0,05 mg/kg; 0,5 — deva
0,5 mg/kg; RV — relativas vienibas; SD — standartkliida; ns — p>5,00x102. Ar 1,4-DHP atvasinajumiem apstradato grupu p vértibas ir atainotas

attieciba pret N grupu. Streptozotocina un aloksana N grupu p vértibas ir atainotas attieciba pret kontroles N grupu. Ja p<5,00x102, ekspresijas

izmainas ir attlotas ar bultinu: T — statistiski ticami paaugstinata ekspresija;  — statistiski ticami pazeminata ekspresija. “~” — ekspresija nav statistiski

ticami izmainita.




28. pielikums. Psmc6 geéna ekspresija Zurku asinis dazadu 1,4-dihidropiridina atvasinajumu ietekmé kontroles grupas un streptozotocina

induceta 1. tipa cukura diabéta modeli.

Viela Kontrole, Ekspresijas 0 Streptozotocins,  Ekspresijas 0
RV (SD) izmainas RV (SD) izmainas
N 0,078 (0,028) 0,090 (0,032) - ns
M 0,05 0,066 (0,027) — ns 0,096 (0,051) - ns
M 0,5 0,045 (0,006) — ns 0,080 (0,029) ns
E 0,05 0,060 (0,011) — ns 0,065 (0,029) - ns
EO05 0,081 (0,013) — ns 0,055 (0,011) J 3,22x107
J 0,05 0,086 (0,031) — ns 0,068 (0,039) - ns
JO0,5 0,085 (0,034) — ns 0,113 6(0,032) - ns
G 0,05 0,097 (0,017) — ns 0,080 (0,013) - ns
G05 0,074 (0,019) — ns 0,106 (0,045) - ns
Na 0,5 0,046 (0,017) — ns 0,163 (0,037) ) 1,00x10*

N — bez apstrades ar 1,4-dihidropiridina (1,4-DHP) atvasinajumiem; M — metkarbatons; E — etkarbatons; J — J-9-125; G — glutapirons; Na —

AV-153-Na; RV — relativas vienibas; SD — standartkliida; ns — p>5,00x102. Ar 1,4-DHP atvasinajumiem apstradato grupu p vértibas ir atainotas

attieciba pret N grupu. Streptozotocina N grupas p vértiba ir atainota attieciba pret kontroles N grupu. Ja p<5,00x1072, ekspresijas izmainas ir attélotas
p grup Y grupas p p grup p presi) ]

ar bultinu: T — statistiski ticami paaugstinata ekspresija; ¥ — statistiski ticami pazeminata ekspresija. “— — ekspresija nav statistiski ticami izmainita.



29. pielikums. Proteina YH2AX fokusus eksponéjoso B-limfocitu procentualais daudzums

péc 6 h vienlaicigas transfekcijas ar 250 ng/ml Tat un apstrades ar daZadiem

1,4-dihidropiridina atvasinajumiem.

Siinas, % (SD) Ekspresijas izmainas p
Kontrole 32,94 (0,11)
Tat 57,83 (7,51) T 6,80x10°
Tat + AV-153-Na, 5 nM 54,90 (8,80) - ns
Tat + AV-153-Na, 25 nM 45,83 (13,11) - ns
Tat + AV-153-Na, 50 nM 37,61 (1,89) l 4,60x1073
Tat + AV-153-Na, 100 nM 38,02 (0,20) l 4,07x10
Tat + AV-153-Na, 500 nM 52,78 (3,93) — ns
Tat + AV-153-Ca, 5 nM 54,98 (4,72) ns
Tat + AV-153-Ca, 25 nM 50,90 (6,33) — ns
Tat + AV-153-Ca, 50 nM 42,27 (0,84) A\ 2,66x1072
Tat + AV-153-Ca, 100 nM 41,82 (0,70) l 2,25x10°
Tat + AV-153-Mg, 5 nM 57,64 (7,20) - ns
Tat + AV-153-Mg, 25 nM 42,79 (6,63) J 1,03x1072
Tat + AV-153-Mg, 50 nM 38,08 (2,07) A\ 2,60x10°
Tat + AV-153-Mg, 100 nM 40,56 (1,23) \’ 1,79x107
Tat + AV-153-K, 5 nM 53,49 (6,80) - ns
Tat + AV-153-K, 50 nM 38,59 (4,36) J 6,00x10°3
Tat + AV-153-K, 100 nM 34,95 (2,14) l 3,00x10*
Tat + metkarbatons, 10 nM 56,69 (3,43) ns
Tat + metkarbatons, 100 nM 52,26 (5,76) - ns
Tat + metkarbatons, 500 nM 39,47 (1,77) { 1,40x1073
Tat + J-9-125, 10 nM 49,00 (2,00) — ns
Tat + J-9-125, 100 nM 37,53 (9,24) l 3,00x10*
Tat + J-9-125, 500 nM 42,40 (3,86) { 1,39x10°2
Tat + glutapirons, 10 nM 55,08 (9,77) ns
Tat + glutapirons, 100 nM 49,18 (8,45) — ns
Tat + glutapirons, 500 nM 39,61 (1,53) { 1,65x102
Tat + PP-544-Na, 10 nM 48,96 (14,59) - ns
Tat + PP-544-Na, 100 nM 27,79 (7,64) 3 <1,00x10*

Ar 1,4-dihidropiridina (1,4-DHP) atvasinajumiem apstradato grupu p vertibas ir

atainotas attieciba pret Tat grupu bez apstrades ar 1,4-DHP atvasinajumiem. Tat grupas p
vértiba ir atainota attieciba pret kontroles grupu. Ns — p>5,00x1072. Ja p<5,00x102, yH2AX

fokusus ekspongjoso $iinu daudzuma izmainas ir attlotas ar bultipu: T — paaugstinats

daudzums; ¥ — pazeminats daudzums. “—” — daudzums nav statistiski ticami izmainits.



