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ISRADIMO SRITIS

ISradimas susijes su natrio dichloroacetato (DCA) ir valpro rugsties (VPA)
drusky derinio (VPA-DCA) panaudojimu papildomai virusiniy ir bakteriniy infekcijy bei

uzdegiminiy ligy terapijai.

TECHNIKOS LYGIS

Preparaty derinys taikomas infekciniy ligy gydymui papildomai terapijai
siekiant gauti terapinj poveikj. Racionalius derinius sudarantys preparatai turi skirtingus
veikimo mechanizmus, kurie slopina infekcijg atstatydami sutrikusj organizmo ir
imuniniy Igsteliy metabolizmg. Tokiu badu galima iSgauti greitesnj sveikimg, iSvengti
imuniteto sutrikimo, organy pazeidimo, t. y. sumazinti nepalankios ligos eigos, ligos
progresavimo rizikg. Deriniui naudojami zinomi skirtingy klasiy vaistiniai preparatai,
kuriy saugumo profilis gerai zinomas. Derinio komponentas natrio dichloroacetatas
(DCA) slopina glikolize, metabolinés acidozés raidg. DCA slopindamas pieno rugsties
gamybg, taip pat slopina prouzdegiminiy citokiny iSlaisvinimg. Valpro rugstis (VPA)
pasizymi imunomoduliaciniu poveikiu, kuris slopina virusy ar bakterijy sukeltas
uzdegimo reakcijas. VPA aktyvina DCA perneSimg j Igsteles per SLC5A8 nesiklj. Toks
derinio sinergizmas grindZiamas farmakologinio poveikio mechanizmu - VPA
demetilinimo mechanizmais aktyvina SLC5A8 geno raiskg Igstelése, o tai didina DCA
pernesimg j lagstelés mitochondrijas. Naujy vaistiniy preparaty paieSka gydant sunkias
infekcijas, slopinant metaboliniy sutrikimy raidg yra svarbi infektologijos mokslo sritis.
Vaistiniy preparaty deriniy, kaip naujy vaistiniy preparaty karimas jvairiy ligy gydymo

tikslu, yra patvirtintas iSradimais.

US9556113 skirtas dichloroacetato ir oksamato derinio bei dichloroacetato ir
sintezuoty oksamato provaisty deriniy vartojimui gydant jvairios lokalizacijos veézj.
Patente aprasomas dviejy vaisty derinio prieSvézinis veiksmingumas ir farmakologinio
poveikio mechanizmai, kurie papildo vienas kitg, t. y. veikia sinergistiskai. Sie
preparatai gali bati vartojami kaip pagrindiné arba papildoma terapija (atskirai arba jy
derinys viename preparate) bei lygiagreciai su sistemine chemoterapija.

US8609724 apraso DCA ir jo cheminiy ekvivalenty vartojimg vézio gydymui

siekiant indukuoti apoptoze ar sumazinant rezistentiSkumg apoptozei. Leidziama nuo

10 iki 100 mg/kg natrio DCA kartu su kitais pro-apoptoziniais preparatais ar
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chemoterapija gydant nesmulkialgstelinj plauciy, kraties véZj ir glioblastoma.

EP1708692B1 apraso DCA vartojima, siekiant pagerinti Sirdies kontraktiline
funkcija, koronary kraujotakg po iSemijos-reperfuzijos. Derinimas su DCA leidzZia
sumazinti inotropiniy preparaty (dopamino, epinefrino, efedrino, fenilefrino,
dobutamino) dozes pageréjus Sirdies indekso rodikliams. 50 mg/kg DCA skiriama
infuzijomis | veng naujagimiams, vaikams, suaugusiems; vartojamas kartu su
inotropiniais preparatais apsaugo miokardg nuo pazeidimo. DCA pagerina miokardo
funkcijos atstatymg ir metabolizmg po iSemijos epizody (Sirdies operacijos,

hemoraginio Soko, hipoksijos metu).

US20140066482 ir EP2026787 atskleidzia nuo insulino nepriklausomo
diabeto gydymag, derinant registruotus preparatus repaglinidg ir metformina.
Repaglinidas skatina insulino iSlaisvinimg i kasos R-lgsteliy, o metforminas mazina
rezistentiSkumg insulinui, slopina gliukozés gamybg kepenyse, didina raumeninio ir
riebalinio audinio jautrumg insulinui. Derinio junginiai skiriasi chemine formule,
farmakokinetika ir farmakologinio veikimo mechanizmais. Patentuotas derinio
preparatas sukelia sinergistinj dviejy komponenty poveikj gydant nuo insulino

nepriklausoma diabetq.

TRUMPAS ISRADIMO APRASYMAS

ISradimo tikslas yra pateikti naujg farmacinio derinio, kuris apima (a)
dichloroacetato (DCA) ir (b) valpro rugsties (VPA) arba jos farmaciniu poZzilriu
priimtinos druskos veiksmingg kiekj, panaudojimg virusinei ir bakterinei infekcijoms bei
uzdegiminéms ligoms gydyti. Dichloroacetato farmaciniu poziariu priimtina druska yra
natrio dichloroacetatas. Valpro ragsties farmaciniu poziariu priimtina druska yra natrio
valproatas arba magnio valproatas. Minétas derinys papildomai turi farmaciniu pozitriu
priimtiny pagalbiniy medziagy. Paruostas preparatas yra bet kurios farmacinés formos,

tokios kaip kapsulé, tableté arba tirpalas.

ISradimas apraso VPA-DCA derinj, skirtg panaudoti virusiniy ir bakteriniy
infekcijy bei uzdegiminiy ligy gydymui. Sis derinys pasiZzymi nauju farmakologiniu DCA
ir VPA veikimo mechanizmu: abu preparatai slopina uzdegimines reakcijas, pasizymi
imuno- moduliaciniu poveikiu, skatina prieSuzdegiminiy biologiniy keliy raidg

infekcinio uzdegimo metu, slopina su prouzdegiminémis reakcijomis susijusius
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biologinius kelius, slopina aerobine glikolize.

VPA-DCA derinio taikymas duoda prieSuzdegiminj tiriamojo preparato
sudedamuyjy daliy sinergistinj poveikj, kuris pasireiSkia VPA aktyvuojant DCA
pernesSimg j Igsteles per SLC5A8 nesiklj.

Veikliyjy medziagy derinys yra skirtas panaudoti gydyti virusinéms arba
bakterinéms infekcijoms bei uzdegiminéms ligoms, tokioms kaip viduriy Siltiné ir
paratifai, kitos salmoneliy sukeltos infekcijos, Sigeliozé, kitos bakterijy sukeltos
zarnyno infekcijos, patogeniny Escherichia coli sukeltos infekcijos, Clostridium
difficile sukeltas enterokolitas, amebiazé, tuberkuliozé, ne zarnyno jersinijoze,
kokliuSsas, meningokokiné infekcija, streptokokinis sepsis, kitas sepsis, legionelioze,
stafilokoky sukelta infekcija, Laimo liga, netipinés virusy sukeltos centrinés nervy
sistemos infekcijos, moskity platinamas virusinis encefalitas, erkiy platinamas virusinis
encefalitas, pUslelinés virusy (herpes simplex) sukeltos infekcijos, juostiné pusleling,
tymai, Uminis hepatitas, Gminis hepatitas C, létinis virusinis hepatitas, Zmogaus
imunodeficito viruso (ZIV) sukelta liga, citomegalo viruso sukelta liga, infekciné
mononukleozé, maliarija, leidmaniozé, afrikiné tripanosomozé, Cagaso liga,
toksoplazmozé, gripas ir pneumonija, COVID liga, Helicobacter pylori infekcija,
Zzmogaus papilomavirusiné infekcija, SARS, MERS infekcijos, gramteigiamy bakterijy
sukeltos infekcijos, gramneigiamy bakterijy sukeltos infekcijos, uzdegiminés zarnyno

ligos.

Veikliyjy medziagy derinys, apimantis (a) natrio dichloroacetatg (DCA) ir (b)
valpro ragstj (VPA) arba jos farmaciniu pozidriu priimting druskg, yra skiriamas kaip
sudetinis preparatas arba atskiros veikliosios medziagos yra skiriamos kartu kaip
atskiri vaistiniai preparatai. Minétas derinys skiriamas kaip papildomas gydymas kartu
su zinoma infekcijos ar jos sukelto uzdegimo specifine terapija. Infekciniy ligy gydymas
minétu veikliyjy medziagy deriniu yra taikomas vykdant ikiklinikinius ir klinikinius

tyrimus.

TRUMPAS BREZINIY APRASYMAS
1 paveikslas. DCA-VPA poveikis Slc5a8 geno raiSkai peliy timocituose.

2 paveikslas. DCA-VPA poveikis Ziurkiy timocity CD#*_IL17*+ timocity

populiacijos raiSkai.
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3 paveikslas. DCA-VPA poveikis ziurkiy timocity CD**_CD27-_IFNy* timocity

populiacijos raiskai.

4 paveikslas. DCA-VPA poveikis peliy timocity su uzdegimu ar imuniniu atsaku

susijusiy geny raiskai.

5 paveikslas. DCA-VPA poveikis peliy timocity genams slopinant IL-17 signalo

perdavimo kelig.

6 paveikslas. DCA-VPA poveikis Covid-19 patogenezéje dalyvaujanciy

citokiny geny raiskai peliy timocituose.

7 paveikslas. DCA-VPA gydymo poveikis sveiky pacienty T limfocity uzdegimo
ir imuninio atsako patofiziologiniams mechanizmams, susijusiems su uzdegimo ir

imuninio atsako genais.

8 paveikslas. DCA-VPA gydymo poveikis sveiky pacienty stimuliuoty T
limfocity uzdegimo irimuninio atsako patofiziologiniams mechanizmams, susijusiems

su geny raiSkos pokyciais.

9 paveikslas. DCA-VPA poveikis biologiniams keliams serganciy sunkia

COVID-19 forma suaugusiy pacienty T limfocituose.

DETALUS ISRADIMO APRASYMAS

Sunkios infekcijos sutrikdo sistemine medziagy apykaita, kuri gali bati
pagrindine organizmo zaties prieZastimi. DCA ir VPA yra tiriamieji vaistiniai preparatai,
pasizymintys virusy ir bakterijy sukelty infekcijy prieSuzdegiminiu poveikiu, kuris
pasireiSkia uzdegimo lemty metaboliniy sutrikimy atstatymu ir imuninj atsakag
DCA ir VPA preparaty derinys pasizymi prieSuzdegiminiu poveikiu, slopinant
prouzdegiminiy mediatoriy iSlaisvinimg, slopina uzdegimg skatinan€iy uzdegimo ir
imuniniy reakcijy geny raiskg T limfocituose, didino raiSkg geny, kurie slopina

infekcijos sukeltas uzdegimo reakcijas.
Dichloroacetato prieSuzdegiminis ir imunitetg reguliuojantis poveikis

Natrio dichloroacetatas (DCA) yra piruvato dehidrogenazés kinazés (PDK)

inhibitorius. DCA slopindamas PDK aktyvuma, didina piruvato dehidrogenazés (PDH)
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ir jos komplekso (PDHC) aktyvuma, skatina gliukozés oksidacijg, slopina glikolize.
Jvairiy jgyty metaboliniy ir imuninés sistemos disfunkcijos ligoms budinga padidéjusi
patologiné PDK raiSka, deél kurios slopinamas PDHC, kuris reguliuoja svarbiausius
metabolizmo procesus, jskaitant pieno rhgsties gamybg, trikarboksirtigsciy ciklg
(TCA), lipidy apykaitg, uzdegimo mediatoriy iSsiskyrimg. DCA yra mazos molekulés
vaistas, dazniausiai vartojamas gydant ligas, susijusias su mitochondrijy defektais,
padidéjusia jgimta ar jgyta pieno ragsties produkcija. DCA slopina pieno rigsties
kaupimasi audiniuose, kraujyje ir uzdegimo Igstelése. DCA aktyvuodamas PDHC
reikSmingai atstaté TCA metabolity kiekj iki kontrolinio ir pagerino kepeny funkcijg
sergant sepsiu. DCA yra klinikiniy tyrimy metu tiriamas vaistas, kuris normalizuoja
oksidacinj stresg, didina atsparumg infekcijai. Sumazéjes PDHC aktyvumas lgsteléje
ir pieno ragsties padidéjusi koncentracija kraujyje yra ligos sunkumo biozymenys,

svarbis uzdegimo ar sepsio metaboliniy procesy patogenezés terapijos taikiniai.

DCA aktyvina PDH alfa subvienetg (PDHA1), katalizuojantj oksidacinj piruvato
dehidrogenavimg iki acetil-CoA, slopina pieno rugsties gamybg. Sumazéjes PDH
aktyvumas budingas periferinio kraujo vienbranduolése Igstelése sunkaus infekcinio
uzdegimo, sepsio metu. PDHA1 inaktyvacija susijusi su metaboliniu perprogramavimu,
pieno ragsties perprodukcija. PDH inaktyvacija infekcijos metu nustatoma periferinio
kraujo vienbranduolése lgstelése, skeleto raumeny, kraujagysliy endotelio Igstelése,
makrofaguose. UZdegimas, sukeltas LPS stimuliavimu, peliy tiesiyjy raumeny
Ilgstelése PDK mRNA raiSkg padidino 24 kartus, o PDHC aktyvumg sumazino 65 %.
PDHC aktyvumas sepsiniy ziurkiy skeleto raumeny lgstelése sumazéjo ~70 %. PDHC
aktyvumas sepsiu serganciy pacienty periferinio kraujo vienbranduolése lgstelése
buvo reikSmingai mazesnis nei sveikyjy lgstelése. Glikolizés galutinis produktas —
pieno rugstis, jos padidéjusi koncentracija kraujyje yra nepriklausomas sepsio, COVID-
19, maliarijos ir kity infekcijy blogos prognozés rodiklis. Endogeninés pieno rigsties
koncentracijos padidéjimas i$ dalies paaiskina kliniSkai jo kiekio kraujyje rysj su Gmaus

inksty nepakankamumo, kepeny pazeidimo daznio rizika sepsio metu.

DCA grauziky ir Zmoniy organizme metabolizuojamas iki glicino. Glicino
trGkumas yra sunkiy infekcijy, sepsio metu pasireiSkiantis sutrikimas, kai kepeny
lgstelése sumazéja atsakingo uz glicino sinteze geno raiSka. ZIV uzsikrétusiems
pacientams skiriant glicino ir cisteino, atkuriama glutationo sintezé ir mitochondrijy

oksidaciniai mechanizmai. Ziurkiy sepsio modelyje, glicino vartojimas mazina kepeny
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pazeidimus ir sistemines uzdegimines reakcijas. Galimas DCA poveikis glicino kiekiui

gali rodyti, kad DCA metabolitas glicinas gali turéti gydomajj poveik.

Tiriant peliy sepsio modelj, gydymas DCA panaikina kardiovaskulinj Soka,
sumazina kepeny lasteliy pazeidimag, hiperlaktatemijg, hiperglikemijg, panaikina
imuniteto ir medziagy apykaitos paralyZiy, pagerina iSvalymg nuo bakterijy,

reikSmingai padidina gyvuny iSgyvenamumg sepsio metu.

DCA reguliuoja anabolinj ir katabolinj imuniniy Igsteliy aprapinimg energija.
Uminéje hiperuzdegimo stadijoje, trikstant acetil-CoA, vyksta anaerobiné glikolizé,
pertvarkomas TCA ir lipidy apykaita, kaupiasi sukcinatas ir citratas, pieno rtgstis, kurie
yra uzdegimg skatinantys mediatoriai. Pieno rugstis gali aktyvuoti j Toll panasy 4
receptoriy (TLR4) ir skatinti branduolinio faktoriaus-kappa B (NF-kB) aktyvacijg bei

tolesnj uzdegimo mediatoriy iSsiskyrima.

Tyrimai parodé DCA poveikj — pieno rigsties kiekio sumazinimas ankstyvojoje
sepsio stadijoje — sumazinantj organy disfunkcijos mastg, fibrozés progresavimg ir
sumazinimas ankstyvojoje sepsio stadijoje pagerina ligos eigos prognoze. Gydant
sepsj DCA galima kontroliuoti uzdegima. Pieno ragstis aktyvina jgimtg imuninj atsakg
per TLR tarpininkaujamg NF-kB transkripcijos aktyvumo ir prouzdegiminiy geny
raiSkos stiprinimg makrofaguose. DCA slopina monocity, dendritiniy lgsteliy ir
makrofagy aktyvacijg. Pieno rugstis, kaip prouzdegiminis metabolitas, veikia
makrofagy poliarizacijg, didina prouzdegiminiy veiksniy gamyba, skatina kraujagysliy
endotelio augimo faktoriaus raiSkg, o pieno rugsties gamybos slopinimas blokuoja
TLR4 signalus ir susilpnina prouzdegiminiy veiksniy gamybg. PDK1 iSjungimas slopino
LPS sukeltg sepsiniy peliy kauly Ciulpy makrofagy poliarizacijg i§ M2 j M1 fenotipa,
todél sumazéjo uzdegimo mediatoriy interleukino IL-6, IL-12 ir IL-1B kiekis. Gydymo
DCA poveikio pasékoje M1 makrofagai gali bati poliarizuoti | M2 fenotipg ir taip
sumazéja uzdegimo mediatoriy sekrecija. PDK1 reikalinga makrofagy M1
poliarizacijai, TNFa, IL-1B ir IL-6 produkcijai. PDK slopinimas suaktyvino AMPKa1
makrofaguose. AMPK yra medziagy apykaitos signaliné molekulé, dalyvaujanti
formuojant M2 makrofagy fenotipg, didina Akt ir CREB aktyvuma, slopina NF-kB
aktyvumg. Vienas iS mechanizmy, lemianCiy uzdegimo padidéjimg, yra

prouzdegiminiai mediatoriai, tokie kaip interferonas gama (IFN-y).
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Palyginti su kontroliniais sepsiniais gyvunais, infuzuojant DCA, pieno rugsties
koncentracija plazmoje ir glikolizés aktyvumas sumazéja. Intraveninis DCA buvo

saugiai naudojamas kritiniy bkliy ligoniams.

Per uzdegimine anaboline sepsio faze nuolat didéja piruvato dehidrogenazés
kinazés 1 (PDK1) ekspresija ir aktyvumas. Tai lemia sepsio metu stebimg
mitochondrijy kvépavimo ir Igsteliy bioenergetikos disfunkcijg. Todél PDK yra

potencialus terapijos taikinys.

Transkripcijos faktoriaus peroksisomy proliferatoriaus aktyvinimo alfa
receptorius (PPARa) laikomas vienu i§ pagrindiniy riebiyjy ragsciy oksidacijos
reguliatoriumi. Sepsio metu pakinta PPARa raiSka. PPARa biologinis aktyvumas
|gstelése yra gerokai sumazeéjes polimikrobinio sepsio modelyje. PPARa aktyvinimas
pagerino kepeny lipidy apykaitg ir iSgyvenamumg sepsio metu, o tai rodo apsauginj

Sio kelio pobudj sepsio metu.

PDK sukuria medziagy apykaitos profilj aktyvuojantj Th17 Igsteles. DCA
sumazina prouzdegiminiy citokiny gamybg ziurkiy artrito, kolito ir encefalomielito
modeliuose daugiausia slopinant Th17 Igsteliy proliferacijg ir skatinant reguliuojanciyjy

T Igsteliy diferenciacija.

DCA yra perspektyvus vaistinis preparatas jvairiy infekcijy gydymui.
Mycobacteroides massiliense replikacija makrofaguose priklauso nuo Seimininko PDK
aktyvumo. M. massiliense infekcija sukélé makrofagy metabolinj pokytj — padidéjo
glikolizé ir sumazéjo oksidacinis fosforilinimas, o gydymas DCA pakeité §j M.
massiliense uzkrésty makrofagy metabolinj perprogravimg ir apribojo vidulgsteline
bakterijy replikacija, skatino autofagija, slopino bakterijy dauginimasi fagolizosomose.
DCA farmakologinis poveikis — gali bati nauja gydymo strategija kontroliuojant
virulentiSkas M. massiliense infekcijas. DCA slopina enteroviruso A71 infekcijos
progresavimg. Molekulinio dokinimo rezultatai rodo, kad antiseptiniai-antobakteriniai
tirpalai, kuriy sudétyje yra dichloroacetato anijonas, labiausiai slopino Escherichia colli;
Klebsiella aerogene/Enterobacter aerogenes; Klebsiella pneumoniae; Proteus
vulgaris; Pseudomonas aeruginosa, Streptococcus pyogenes ir Streptococcus
pneumoniae bakterijas, sukelianias odos ir minkStyjy audiniy infekcijas. Diabetu
serganciy pacienty i$ inksty biopsijy iSskirtos Igstelés buvo SARS-CoV-2 infekuotos
dazniau, palyginti su neserganciy diabetu Igstelémis, o DCA SARS-CoV-2 infekcijg
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sumazino diabetiniy inksty Igstelése. DCA gali bati perspektyvus naujas junginys,
skirtas Salmonella enterica serovar Typhimurium infekcijai gydyti. Sezoninio A gripo
virusas A/WSN/33 (H1N1) peléms po 6 dieny lemia sunky kvépavimo distreso
sindromg, o gydymas DCA slopino Sios patologijos raidg. DCA reguliuoja T. gondii
piruvato metabolizmo aktyvumg, todél manoma, kad DCA galéty bati taikomas
toksloplazmozei gydyti. Sergant maliarija, pieno ragsties acidoze galima saugiai gydyti
DCA. Sis papildomas sunkios maliarijos hiperlaktemijos gydymas laikomas bidu
pagerinti iSgyvenamumg, "laimint laiko" kol pradés veikti antimaliariniai vaistai.
Sunkios maliarijos poZymis — pieno rugsties acidozé yra nepriklausomas mirties
prognozés rodiklis. Uzsitesusi hiperlaktatemija lemia aritmijg, inksty pazeidimus,
kvépavimo nepakankamumg, centrinés nervy sistemos disfunkcijg ir kity organy

pazeidimus.
Valpro rugsties prieSuzdegiminis ir imuniteto reguliacinis poveikis

Naujausi bioinformaciniai metodai jgalina zinomus vaistus pritaikyti naujoms
terapinéms indikacijoms, pvz., COVID-19. Vienas iS$ tokiy vaisty yra valpro ragstis (2-
n- propil-pentano ragstis; VPA). VPA yra histony deacetilaziy (HDAC) inhibitorius. VPA
yra antiepilepsinis vaistas, kuris taip pat tiriamas kaip imuniteto moduliatorius. VPA
klinikinéje praktikoje vartojamas jau keletg deSimtmeciy, jo terapiné koncentracija
kraujo serume, saugumo profilis gerai zinomi, todél yra patrauklus vaistas tirti
neregistruotoms terapinéms indikacijoms. VPA yra tirtas gydant jvairias virusines

infekcijas.

VPA metabolitas 4-en-VPA-CoA sudaro stabilig sgveikg su SARS-CoV2 RNR
polimeraze nsP12 ir gali specifiSkai slopinti taikinj. SARS-CoV-2 viruso baltymas —
centriné proteazé Mpro, (3CLpro) yra taikinys antivirusiniams vaistams, sukurtiems
kaip viruso 3CLpro inhibitorius. HDAC inhibitoriai glaudZiai prisijungia prie
kristalografinés viruso Mpro struktiiros aktyviosios dalies. HDAC2 aktyvumas gali bati
moduliuojamas VPA selektyviai prisijungiant prie katalitinio centro. VPA sumazino
HDAC2 kiekj ziurkiy patiny priekinés smegeny Zievés audinyje. SARS-CoV-2 proteazé
NSP5 gali paveikti mitochondrijas sgveikaudama su HDAC2. HDAC inhibitoriai gali buti
prieSuzdegiminiai vaistai.

SARS-CoV-2 patekimui | Igstele batina ACE2 ir transmembraninés serino
proteazés 2 (TMPRSS2) receptoriy ekspresija. Zmogaus plaudiy audinys, | ir Il tipo
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alveoliy epitelio Igstelés, arterijy ir veny endotelio Igstelés, kardiomiocitai, arterijy
lygiyjy raumeny lgstelés, ekspresuoja ACE2, yra SARS-CoV-2 viruso taikiniai. VPA
mazina ACE2 kiekj endotelio Igsteléese. TMPRSS2 yra gerai iSreikStas plauciy audinio
Igstelése. TMPRSS2 yra perspektyvus COVID-19 terapijos taikinys. VPA mazina
TMPRSS2 raiskg Igstelése.

VPA - daugiafunkcinis jgimtosios ir adaptyviosios imuninés sistemos Igsteliy
reguliatorius, mazina makrofagy infiltracijg jvairiuose uzdegimo modeliuose. VPA
reikSmingai silpnino profibroziniy ir prouzdegiminiy geny reguliacijg, makrofagy
infiltracijg inkstuose, reikSmingai sumazino cigareciy dumy sukeltg neutrofily antpltdi
Balb/c peliy pateliy plauc€iy uzdegimo modelyje, veikdamas kaip endopeptidazés
inhibitorius ir potencialiai galintis pasitarnauti kaip vaistas sergant uzdegiminémis
plauciy ligomis, nes sukelia neutrofily infiltracijos bronchoalveoliniame skystyje
sumazeéjima.

VPA susilpnino M1 makrofagy proliferacijg, skatino M2 makrofagy kaupimasi
Wistar Ziurkiy patiny plau€iy pazeidimo modelyje, sumaZzino uzdegimg ir pagerino
audiniy atsistatymg. VPA gali susilpninti tminj MAP kinazés aktyvavimg plauciuose
subletaliame hemoraginio Soko modelyje, sumazina plauciy neutrofily infiltracija.
BALB/c peliy pateliy LPS aktyvuotose dendritinése lgstelése dél VPA poveikio
sumazéjo TNF-qa, IL-1q, IL-1B, IL- 1RA, IL-6, IL-7, IL-10, IL-12p40, IL-12p70, IFN-
y ir TGF-a gamyba. Po VPA gydymo nustatytas sumazéjes imuniniy Igsteliy
gebéjimas sukelti prouzdegiminj atsaka, tai rodo naujy terapijos galimybiy sepsiniam
Sokui valdyti. VPA susilpnino klinikinj Coxsackie B3 viruso (CVB3) sukelto miokardito
progresavimg ir BALB/c peliy patiny mirtingumg nuo CVB3 sukelto miokardito,
sumazino bluznies Th17 Igsteliy procenta, padidino Treg Igsteliy kiekj, sumazino IL-
17A raiSkg, padidino IL-10 koncentracijg CVB3 infekuoty peliy kraujo serume ir

Sirdies audiny, slopino Th17 Igsteliy diferenciacijg, skatino Treg Igsteliy diferenciacija.

Peliy NIH3T3/BL6 pooperacinio junginés randy uzdegimo modelyje VPA
slopino CXCLA1, IL-5, IL-6 ir audiniy NF-kB2 p100 baltymy susidarymg. VPA mazino
makrofagy infiltracijg, apoptozine Igsteliy zatj ir kaspazés 3 aktyvacijg, mazino audinio
pazeidimo tarj, gerino aktyvy atsigavimg po Ziurkiy patiny nugaros smegeny
pazeidimo, slopindamas MMP- aktyvumag. Tiriant Ominio kolito modeliu, ligos
pageréjimas susijes su VPA lemtu histologiniy uzdegimo poZymiy sumaZzéjimu,

prouzdegiminiy citokiny IFN-y ir IL-6 slopinimu. C57BL/6 peliy pateliy modelyje VPA



10
LT 7129 B

sumazino CD4+ T-limfocity infiltratus, o tai buvo susije su kaspazés 3 medijuota

apoptoze.

VPA sumazino uzdegiminiy citokiny ir reaktyviy deguonies formy kiekj ir
susvelnino ziurkiy organy paZzeidimus, kuriuos sukélé LPS sukeltas sepsinis Sokas,
sumazéjus TNF-a bei mieloperoksidazés kiekiui ziurkiy patiny plauciy audinyje.
Gydymas VPA pagerino ankstyvgjj iSgyvenamumg, plauciy, kepeny ir smegeny
funkcijg politraumy ir Ziurkiy patiny hemoraginio Soko modeliuose. VPA 92 % slopino
leukocity migracijg j pilvaplévés ertme Ziurkiy patiny peritonito sukeltame modelyje,
mazindamas TNF-a, IL-18, IL-6 kiekj ir reaktyviy deguonies formy (ROS) susidaryma,
o poveikis buvo panasus j indometacino. Ziurkiy ieminio inksty/reperfuzijos pazeidimo
modelio VPA gydytiems Ziurkiy patinams nustatytas reikSmingas IL-10 ir TGF- mRNA
kiekio kraujyje padidéjimas, tiesioginé koreliacija tarp IL-1B ir TNF-a mRNA raiskos ir
IL-10 su TGF-( kiekiu, rodanti prieSuzdegiminj VPA poveikj. Histopatologiniai tyrimai
parodé sumazejusius inksty iSeminius pokycCius ir sumazejusj kreatinino kiekj VPA

gydomy gyviny kraujo serume.

VPA reikSmingai slopino virusy su apvalkalu dauginimasi, slopino RNR ir
viruso baltymo sinteze, o tai rodo, kad VPA gali trikdyti viruso ciklg jvairiuose viruso
infekcijos etapuose. VPA slopino vezikulinio stomatito viruso infekcijg, mazino TNF-q,
IL-6 gamybg BALB/c peliy pateliy kauly Ciulpy makrofaguose. VPA poliarizuoja peliy
makrofagy lgsteliy linijjos RAW264.7 ir pirminius peliy C57BL/6 ir BALB/c peliy pateliy
kauly Ciulpy makrofagus (BMM) i$§ prouzdegiminio M1 j prieSuzdegiminj M2 fenotipa.

Tiriant LPS sukeltos makrofagy aktyvacijos modeliu, VPA slopino makrofagy
T helperiy 1 (Th1) efektoriy, stiprino Th2 efektoriniy Igsteliy aktyvavimg, veiké
makrofagy funkcijg slopinant IL-12 ir TNF-a gamybg, skatino IL-10 raiSkg. VPA
poveikis LPS sukeltam uzdegiminiam atsakui peliy RAW 264.7 makrofagy tipo
Igstelése rodo, kad VPA mazina LPS sukeltg NF-kB priklausomg transkripcijos
aktyvuma per susilpnéjusig PI3K/Akt/MDM2 aktyvacijg ir slopintg p53 raiska.

Gydytuose VPA fibroblastuose sumazéjo CCL2, VEGF-A, IL-15 kiekis, 0 esant
TNF- a, VPA slopino CCL5 ir VEGF-A indukcijg bei NF-kB2 p100 kiekj. VPA Dengés
virusu (DENV) uzkréstuose zmogaus monocity makrofaguose sumazino IL-8, IL-1b,
IL-6, TNF-a ir IL-10 sekrecijg. Tyrimai rodo, kad VPA moduliuoja citokiny audra,
susijusig su DENV liga, ir uzkerta kelig sunkiai ligos eigai. VPA gydyty sveiky kraujo
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donory T CD8+ limfocity Igsteliy proliferacija sumazéjo.

Virusy dauginimasis ir iSgyvenamumas priklauso nuo Igstelés mitochondrijy
gaminamos energijos, todél antivirusiné terapija gali apimti vaistus, kurie keiCia
mitochondrijy energijos mechanizmg. Mitochondrijos atlieka funkcijas aktyvuojant
antivirusinius ir prieSuzdegiminius mechanizmus. VPA maZzina oksidacinj stresg
stiprindamas fermentine antioksidacine sistemg. VPA gali aktyvuoti SLC5A8 geng, per
DNR metilinimo reguliavima, padidinti jo raiSkg Igstelése. SLC5A8 atlieka fiziologine
funkcijg transportuodamas trumpos grandineés riebalines ragstis j Igstele ir reguliuoja
mitochondrijy metabolizmg, SLC5A8 yra DCA perneséjas j Igstele. SLC5A8 aktyvumas
pasizymi imunomoduliuojancCiu poveikiu, nes blokuoja dendritiniy Igsteliy raida, todeél
SLC5A8 yra batinas imuninei homeostazei, iSlaisvinant citokinus. SLC5A8 sukelia
Igsteliy apoptoze slopindamas nuo piruvato priklausomas HDAC. SLC5A8 geno
slopinimas yra susijes su DNR metilinimu, o gydant DNR demetilinaniomis
medziagomis, kaip VPA, padidéja SLC5A8 geno raiska. VPA per mitochondrijas gali
poliarizuoti prouzdegiminj M1 makrofagy fenotipg j prieSuzdegiminj M2, kuris negali
paskatinti naiviy T CD4+ diferenciacijos j Th1 profilj, pirmenybe teikdamas Th2
fenotipui. SLC5A8, dalyvaudamas mitochondrijy B- oksidacijos kelyje, reguliuoja

mitochondrijy metabolizma.

Prouzdegiminés-imuninés Igstelés didZigjg dalj energijos gauna i$ aerobinés
glikolizés. Greitam virusy aktyvuoty T Igsteliy augimui ir dauginimuisi batinas gliukozés
pasisavinimas ir glikolizé. Padidéjes gliukozés kiekis sudaro palankias sglygas SARS-
CoV- 2 infekcijos progresavimui. VPA mazina gliukozés kiekj gyviany ir Zmoniy

kraujyje.

VPA turi antitrombocitinj ir antitrombozinj poveikj. Klinikinis VPA vartojimas
gydant epilepsijg siejamas su mazesne trombozés, miokardo infarkto ir insulto rizika.
Taigi VPA galéty buti potenciali alternatyva tromboziniy reiSkiniy prevencijai sunkiy
infekcijy metu, pagrjsta pageréjusia endogenine fibrinolize. VPA antitrombozinis

poveikis gali bati reikSmingai susijes su jo poveikiu imuninio atsako slopinimui.

DCA ir VPA drusky deriniy saveikos misiniuose ar tirpaluose

charakteristika

Natrio dicholroacetatas (NaDCA) yra elektrolitas ir vandeniniame tirpale

visiSkai jonizuojasi. Tai stipriosios rugsties (Cl2HCOOH) ir stipriosios bazés (NaOH)
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druska, todél jony hidrolizé vandeniniame tirpale nevyksta, terpé iSlieka neutrali,
nesusiformuoja nauiji joniniai rySiai. Teoriniai skaiCiavimai, susije su jony aktyvumu
tirpale, rodo, kad tarp drusky deriniy sgveikos néra, o tai neturi jtakos anijony

biologiniam efektyvumui. Pastarasis priklauso tik nuo anijony koncentracijos terpéje.

Auksgiau minéta charakteristika taip pat taikoma natrio valproato tirpalui. Sj
tirpalg sudaro silpna valproinés ragsties druska (C3sH7)2CHOOH ir stipri bazé (NaOH).
Sisteminis VPA pavadinimas yra 2-propilpentano rugstis, o anijono hidrolizé vyksta

atitinkamai:
(C3H7)2CHCOO (aq) + H20(s) «<» (C3H7)2CHCOOH(aq) + OH-(aq) | formulé

Hidrolizés sukeltas anijony koncentracijos sumazeéjimas yra nereikSmingas ir
visiSkai nejtakoja biologinio aktyvumo. Natrio dichloroacetato ir natrio valproato derinio
gautas vandeninis tirpalas yra vienalytis jony misinys. Siame miSinyje cheminé
sgveika tarp jony yra nedidelé, panasSiai, kaip druskos yra atskiruose tirpaluose.
Misinyje esanciy anijony sgveikos biologiniam aktyvumui jokios jtakos neturi, t. .
biologinj aktyvumg lemia tik Siy koncentracija. Kambario temperataroje pastebéta, kad
auksciau paminétuose kietyjy susmulkinty drusky deriniuose néra kietosios fazés
interjoniniy virsmy. Sie miSiniai, kuriuos sudaro katijonai ir anijonai, pasizymi biologiniu
aktyvumu, kurj jtakoja tik sumaisyty drusky santykis. Tai rodo, kad naudojant Siuos
druskos derinius galima sukurti farmacine formg. Tiek kietose miSiniuose, tiek
vandeniniuose tirpaluose valpro rugsties magnio drusky tirpumas yra mazesnis,
lyginant atitinkamas valproinés ragsties natrio druskas. Taciau tik magnio drusky
tirpaluose, kurie gaunami i$ silpny baziy ir silpny ragsciy, drusky jony hidrolizés
procesai yra Siek tiek labiau pastebimi. Skai€iavimai rodo, kad $i hidrolizé turi minimaly
poveikj pradiniy jony koncentracijai ir reikSmingai nekeiCia esamy anijony
koncentracijy ar jy biologinio aktyvumo. Siuo metu jau yra keletg registruoty natrio ir

magnio valproato tirpaly ir drusky farmaciniy formy.

Su uzdegimu ir imuniniu atsaku susijusiy geny sekoskaitos peliy

timocituose ir suaugusiy vyry T limfocituose tyrimas

Sekoskaitos geny duomeny kokybé jvertinta naudojant MultiQC v1.13.
Adapteriy 3' nukleotidy sekos bei sekos, kuriy ilgis mazesnis nei 15 nukleotidy, o
kokybés balas mazesnis nei 25, pasalintos naudojant Cutadapt v1.9.1. Zmogaus

genomas (GRCh38.p13) parsisiystas i§ Ensembl duomeny bazés. Likusios sekos
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sulygintos su Zmogaus genomu STAR 2.1.3 jrankiu. Geny raiSkos matrica gauta,
naudojant FeatureCounts v3.15. Seky raiSka normalizuota virSutinio kvartilio metodu,
pasalinti genai, kuriy suminé raiSka tarp méginiy mazesné nei 50. Diferencialiné geny
raiSkos analize atlikta su DESeq2 v3.15, p- reikSmés koreguotos naudojant Benjamin-
Hochberg metodg. Raiskos biologiniy keliy praturtinimo analizé atlikta naudojantis
DAVID serveri.

Suaugusiy sveiky pacienty T limfocity, gydyty DCA-VPA, su uzdegimu

ir imuniniu atsaku susijusiy geny praturtinamoji analizé

Astuoniy sveiky vyry T limfocitai 24 valandas in vitro buvo veikiami 2 mM VPA
ir 5 mM DCA deriniu. Duomenys palyginti su kontroliniais (negydytais T limfocitais).
Geny raiSkos duomenys i$ gydyty ir kontrolés sglygy buvo normalizuoti ir logaritmiskai

transformuoti.

Geny rinkiniy praturtinimo analizés (Gene Set Enrichment Analysis; GSEA)
rezultatams analizuoti buvo naudojami Enrichplot v1.2 ir ClusterProfiler v4.8.2 R
paketai. GSEA buvo atlikta taikant nustatytus algoritmus, pagal kuriuos apskaiciuoti
kiekvieno dominancio kelio ar geny rinkinio praturtinimo balai ir p vertés. Geny rinkiniy
anotacijos buvo gautos i§ Geny ontologijos (Gene Ontology; GO), KEGG ir Reactome
duomeny baziy. DCA- VPA poveikio T limfocity su uzdegimu ir imuniniu atsaku
susijusiy geny raiskai virusiniy ir bakteriniy infekcijy biologiniuose KEGG keliuose

pavyzdZiai pateikti 1 lentelgje.

1 lentelé. Sekoskaitos tyrimo DCA-VPA poveikio vyry T limfocity su uzdegimu

ir imuniniu atsaku susijusiy geny poveikio raiSkai praturtinancioji analizés duomenys

Kelio Paveikty geny o Kelio
pavadinimas [Skai€ius DCA-VPA preparato poveikis geny raiskai praturtinimas
: Kodas reikSmeé kartais
Gynybinis 4,62E-10 |Padidina: CCL20, CEBPB, IRF8, IRGM, MICA, PPBF
atsakas i

! Sumazina: CLEC4E, CXCL13, FCGR1A, IL10,
bakterijas: 21 ISG15, LYZ, MYD88, NOD1, NOD2, OAS1, 593
GO:0042742 OAS2, LC11A1, SYK, TLR4, TNFRSF1A

Gynybinis Padidina: TNF

atsakas i Sumazina: C5AR1, HAVCR2, IL12A, IL17A, IL17F,
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gram IL7R, IL18, IL27RA, IL6R, LYZ, MYD88, NOD1,
INOD2, TLR2, TNFRSF14
teigiamas 16 1,00E-09 8,23
bakterijas:
GO:0050830
Gynybinis
atsakas i Padidina: /IL23A, IRGM
gram
neigiamas 12 1,66E-07 [Sumazina: CASP1, CD4, IL17A, IL17F, IL23R, 8,47
bakterijas: IL6R, LYZ, SLC11A1, TLR4, TNFRSF14
GO:0050829
Viruso 2,37E-05 |Padidina: CD81
tori
receptorit Sumazina: CCR5, CD209, CD4, CD80, CD86,
aktyvumas: 9 7,58
ICAM1, TNFRSF4, TNFRSF14
GO0:0001618
Padidina: CCL20, CCR10, IL18R1, IL20,
IL20RB, PPBP, TNF, TNFRSF10A

Viruso 'Sumazina: ACKR3, CCL2, CCL5, CCL7,
baltymo
saveika CCL13, CCL18, CCL19, CCL22, CCL23,

s
u
citokinu ir CCL24, CCL28, CCR1, CCR2, CCR3, CCR5,

16,39
citokino 49 1,13E-47 CCR6, CCRS, CSF1, CSF1R, CX3CR1,
receptoriumi CXCL1, CXCL2, CXCL3, CXCL5, CXCL9,
hsa04061 CXCL10, CXCL11, CXCL12, CXCL13, CXCR?2,

CXCRS3, IL2, IL2RA, IL2RB, IL6R, IL10, IL18,
IL18RAP, TNFRSF1A, TNFSF10, TNFRSF14
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Sumazina: BLNK, BTK, CXCL10, EIF2AK2, FAS,
FCER2, HLA-DMA, HLA-DPA1, ICAMI,

Uzdegiminé 10E-27  |Padidina: IFNG, IL18R1, IL23A, JUN, NFATCT,
arnyno liga: RELA, RORA, RORC, STAT3, STAT4, TGFB1, TNF
hsa05321 ..
Sumazina: HLA-DMA, HLA-DPA1, IFNGR2, IL10,
IL12A, IL12RB1, IL13, IL17A, IL17F, IL18, IL18RAP,
30 IL2, 1122, IL23R, IL4, NOD2, TLR2, TLR4 15,44
Tymai: 187E-23  |Padidina: CBLB, CD28, CDK2, CHUK, FADD, IFNB1,
IKBKB, IRF3, JAK1, JUN, MAP3K7, MAPKS, RELA,
hsa05162
STAT3, TRAF6, TYK2
Sumazina: CD209, EIF2AK2, FAS, IFIH1, IL12A,
S L2, IL2RA, IL2RB, IRF7, IRF9, JAK3, MX1, MX2, 8,67
MYD88, OAS1, OAS2, TLR2, TLR4,
TLR7, TP53
Gripas 2.86E-22 |Padidina: CHUK, FADD, IFNB1, IFNG, IKBKB, IRF3,
A UAK1, MAPK1, RELA, TNF, TNFRSF10A, TYK2
Sumazina: CASP1, CCL2, CCL5, CIITA, CXCL10,
hsa05164 EIF2AK2, FAS, HLA-DMA, HLA- DPA1, ICAM1, IFIH1,
-8 IFNGR2, IL12A, IL18, IRF7, IRF9, MX1, MX2, MYD88, T
NLRP3, OAS1, OAS2, TLR4, TLR7, TNFRSF1A, '
TNFSF10
Epsteino- 1,55E-21  [Padidina: CDK2, CHUK, FADD, HLA-G, IFNB1,
Barro viruso IKBKB, IRF3, JAK1, JUN, MAP2K3, MAP3K?,
infekcija: \MAPKS, NFKB2, RELA, RUNX3, STAT3, TNF,
hsa05169 40 TRAF6, TYK2 6.63

IRF7, IRF9, ISG15, JAK3, LYN, MYC, MYDB88,
OAS1, OAS2, SYK, TLR2, TP53
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Koronavirus
o liga
COVID-19:

hsa05171

42

4,21E-21

Padidina: C3, CHUK, CSF3, IFNB1, IKBKB, IRF3,
JAK1, JUN, MAP3K7, MAPK1, MAPKS8, PRKCG,
RELA, STAT3, TNF, TYK2

Sumazina: C3AR1, C5AR1, CASP1, CCL2, CXCL10,
EIF2AK2, IFIH1, IL12A, IL2, IL6R, IRF9, ISG15, MX1,
IMX2, MYD88, NLRP3, OAS1, 0OAS2, STINGT,
SYK, TLR2, TLR4, TLR7, TLRS8, TNFRSF1A,
TRAF6

6,06

Tuberkuliozé

hsa05152

37

1,83E-20

Padidina: C3, CEBPB, FADD, HSPD1, IFNB1, IFNG,
IL23A, IRAK2, JAK1, MAPK1, MAPK8, RELA, TGFBT1,
TNF, TRAF6

Sumazina: CD14, CD209, CD74, CIITA, CLEC4E,
CLEC7A, FCGRI1A, HLA-DMA, HLA-DPA1,
IFNGR2, IL10, IL12A, IL18, ITGAM, ITGB2, MYD88,
INOD2, SYK, TLR1, TLR2, TLR4, TNFRSF1A

6,88

Hepatitas

hsa05161

34

4,45E-19

Padidina: CDK2, CHUK, EGR3, ELK1, FADD, IFNB1,
IKBKB, IRF3, JAK1, JUN, MAP2K3, MAP3K?,
IMAPK1, MAPKS8, NFATC1, NFATC3, PRKCG, RELA,
STAT3, STAT4, TGFB1, TNF, TRAF6, TYK2

Sumazina: FAS, IFIH1, IRF7, JAK3, MMP9, MYC,
MYD88, TLR2, TLR4, TP53

7,02

Toksoplazm

ozé:

hsa05145

28

9,28E-18

Padidina: CHUK, IFNG, IKBKB, IRGM, JAK1,
IMAP2K3, MAP3K7, MAPK1, MAPKS, RELA,
STAT3, TGFB1, TNF, TYK2

8,36

Sumazina: CCR5, CD40LG, CIITA, HLA-DMA, HLA
DPA1, IFNGR2, IL10, IL12A, LY96,
MYD88, TLR2, TLR4, TNFRSF1A, TRAF6

LeiSmaniozé:

hsa05140

24

1,53E-17

Padidina: C3, ELK1,
JAKT, JUN,
PTGS2, RELA, TGFB1, TNF

IFNG,

MAP3K7,  MAPK1,

Sumazina: FCGR1A, HLA-DMA, HLA-DPAT,
IFNGR2, IL10, IL12A, IL4, ITGAM, ITGB2, MYD88,

TLR2, TLR4, TRAF6

10,43
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Kokliusas: 2,59E-15 Padidina: C3, IL23A, IRF3, IRFS8,
JUN, MAPK1, MAPK8, RELA, TNF
hsa05133
22 Sumazina: CASP1, CD14, CXCLS5, IL10, 9,69
IL12A, ITGAM, ITGB2, LY96, MYD88, NLRP3,
INOD1, TLR4, TRAF6
Hepatitas 1,03E-14 Padidina: TNF, RELA, MAPK1, JAK1, IKBKB, CHUK,
Cc IRF3, CD81, FADD, IFNB1, STAT3, TYK2, IFNG,
CDK2, PPARA
hsa05160 29 Sumazina: MX1, EIF2AK2, MX2, TNFRSF1A, 6,18
OAS2, TP53, OAS1, TRAF®6, IFIT1, MYC, CXCL10,
IRF7, FAS, IRF9
Cagaso liga: 1,44E-14 Padidina: C3, CHUK, FADD, IFNB1, IFNG, IKBKB,
JUN, MAPK1, MAPKS8, RELA, TGFB1, TNF
hsa05142
ISumazina: CCL2, CCL5, FAS, IFNGR2, IL10, IL12A,
24 IL2, MYD88, TLR2, TLR4, TNFRSF1A, TRAF6 7,87
Malarija: 2,66E-14 Padidina: CD81, CSF3, IFNG, MET, TGFB1, TNF
18 12,05
hsa05144
Sumazina: CCL2, CD40LG, ICAM1, IL10,IL12A,
IL18, ITGB2, MYD88, THBS1, TLR2, TLR4, VCAM1
Zmogaus 3,13E-12 Padidina: CHUK, ELK1, FADD, HLA-G, IFNBT1,
citomegalovi IKBKB, IRF3, JAK1, MAPK1, NFATC1, NFATCS,
- ruso PRKCG, PTGS2, RELA, STAT3, TNF, VEGFA
infekcija: -
Sumazina: CCL2, CCL5, CCR1, CCR3, CCR5,
hsa05163 31 4,61
CXCL12, CXCR2, FAS, IL1R1, IL6R, MYC, STING1,
TNFRSF1A, TP53
Legionellozé 4,53E-12 Padidina: C3, HSPD1, NFKB2, RELA, TNF
Sumazina: CASP1, CD14, CXCL1, CXCL2,
17 CXCL3, IL12A, IL18, ITGAM, ITGB2, MYDS8S, 9,98
hsa05134
TLR2, TLR4
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Jersinia 1,05E-11  [Padidina: CDC42, CHUK, IFNB1, IKBKB, IRF3, JUN,
infekcija: MAP2K3, MAP3K7, MAPK1, MAPKS, NFATCT,
hsa05135 NFATC3, RELA, TNF, TRAF6
24 5,86
Sumagina: CASP1, CCL2, CD4, IL10, IL18, IL2,
MYD88, NLRP3, TLR4
Amoebiazé: 110E-10  |Padidina: IFNG, PRKCG, RELA, TGFB1, TNF
Sumagina: CD14, CD1B, CD1C, CD1D, CXCL1,
hsa05146
20 CXCL2, CXCL3, IL10, IL12A, IL1RT, IL1R2, ITGAM, 6,56
ITGB2, TLR2, TLR4
Zmogaus 150E-08  [Padidina: CHUK,  FADD,  HLA-G, IFNB1,
imunodeficit IKBKB, IRF3, JUN, MAP2K3, MAP3K7, MAPKI,
o viruso 1 \MAPKS, NFATC1, NFATC3, PRKCG, RELA, TNF,
TRAF6
infekcija: 25 3,95
Sumazina: CCR5, CD4, FAS, MYD8S8,
hsa05170
STING1, TLR2, TLR4,
TNFRSF1A
Sigeliozé: 7.03E-08 |Padidina: C3, CDC42, CHUK, IFNB1, IKBKB, IRF3,
JUN, MAP3K?, MAPK1,  MAPKS, RELA,
hsa05131
TNF, TRAF6, UBE2N
Sumagina: CASP1, CCL5, CD14, IL18, IL1RT,
26 MYD8S, NLRP3, NOD1,  STING1, TLR4, 3,52
TNFRSF1A, TP53
Afrikiné 7.79E-08 Padidina: IFNG, PRKCG, TNF
tripanozomia ..
N » Sumazina: FAS, ICAM1, IDO1, IL10, IL12A, IL18, 005
=e* MYD88, VCAM1
hsa05143
Salmonella 8.24E-08  |Padidina: CDC42, CHUK, FADD, IKBKB, JUN,
infekcija: MAP2K3, MAP3K7, MAPK1, MAPKS, RELA, TNF,
hsa05132 TNFRSF10A, TRAF6
26 Sumagina: CASP1, CD14, IL18, L Y96, MYC, MYDSS, 3,49
NLRP3, NOD1, PTPRC, TLR2, TLR4, TNFRSF1A,
TNFSF10
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Helicobacter 1,10E-07 Padidina: CDC42,  CHUK, IKBKB, JUN,
loylori IMAPKS, MET, RELA
ok
ekeos Sumazina: CCL5, CXCL1, CXCL2, CXCL3,
iteli
epiielio 14 CXCR2, LYN, NOD1 6,69
lasteliy
signalizacija:
hsa05120
Patogeniné 1,46E-06 Padidina: CDC42, CHUK, FADD, IKBKB, JUN,
[Escherichia IMAP3K7, MAPK1, MAPK8, RELA, TNF, TNFRSF10A,
coli infekcija: TRAF6
hsa05130 ..
21 Sumazina: CASP1, FAS, IL18, IL1R1, MYDSS, 3,57
INLRP3, TLR4, TNFRSF1A, TNFSF10
Herpes 3,55E-06 Padidina: C3, CHUK, FADD, HLA-G, IFNB1, IFNG,
simplex IKBKB, IRF3, JAK1, MAP3K7, RELA, TNF, TYK2
viruso 1 Sumazina: CCL2, CCL5, CD74, EIF2AK2, FAS,
infekcija: HLA-DMA, HLA-DPA1, IFIH1, IFNGR2, IL12A, IRF7,
IRF9, MYD88, OAS1, OAS2, STING1, SYK, TLR2,
hsa05168 35 2,37
TNFRSF14, TNFRSF1A, TP53, TRAF6
Virusinis 9,24E-06 Padidina: CAV1, CD28, HLA-G
myokarditas: ..
11 Sumazina: CD40LG, CD80, CD86, HLA-DMA, HLA- 6,13
hsa05416 DPA1, ICAM1, ITGB2, PRF1
Zmogaus 1,58E-05 Padidina: CDC42, CDK2, CHUK, FADD, HLA- G,
papilomaviru IFNB1, IKBKB, IRF3, JAK1,  MAPKI,
so infekcija: PRKCZ, PTGS2, RELA, TNF, TYK2, VEGFA
26 2,63
h 1 ’
sa05165 Sumazina: EIF2AK2, FAS, IRF9, ISG15, MX1, MX2,
SPP1, THBS1, TNFRSF1A, TP53
Staphylococ 0,00058 Padidina: C3
cus aureus| ..
Sumazina: /L70, HLA-DMA, HLA-DPA1,
infekcija: 11 3,83
hsa05150 ICAM1, ITGAM, C5AR1, ITGB2, FPR1, C3AR1,
FCGR1A

DCA-VPA poveikio

bakteriniy ar virusiniy infekcijy biologiniuose keliuose konkreCiy geny, susijusiy su

praturtinimo analizé parodé, kad gydant DCA-VPA
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uzdegimu ar imuniniu atsaku, raiSka padidéja arba slopinama (1 lentele).

Gydymas DCA-VPA padidino C3, CAV1, CBLB, CCL20, CCR10, CD28,
CD81, CDC42, CDK2, CEBPB, CHUK, CSF3, EGR3, ELK1, FADD, HLA-G, HSPD1,
IFNB1, IFNG, IKBKB, IL18R1, IL20, IL20RB, IL23A, IRAKZ2, IRF3, IRF8, IRGM, JAK1,
JUN, MAP2K3, MAP3K7, MAPK1, MAPKS8, MET, MICA, NFATC1, NFATCS3,
NFKB2, PPARA, PPBP, PRKCG, PRKCZ, PTGS2, RELA, RORA, RORC, RUNXS,
STAT3, STAT4, TGFB1, TNF, TNFRSF10A, TRAF6, TYK2, UBE2N, VEGFA geny

raiSka.

Genai, kuriy raiSkg DCA-VPA slopina, yra ACKR3, BLNK, BTK, C3AR1,
C5AR1, CASP1, CCL13, CCL18, CCL19, CCL2, CCL22, CCL23, CCL24, CCL28,
CCL5, CCL7, CCR1, CCR2, CCR3, CCR5, CCR6, CCRS8, CD14, CD1B, CD1C,
CD1D, CD209, CD4, CD40LG, CD74, CD80, CD86, CIITA, CLEC4E, CLEC7A, CSF1,
CSF1R, CX3CR1, CXCL1, CXCL10, CXCL11, CXCL12, CXCL13, CXCL2, CXCL3,
CXCL5, CXCLY9, CXCR2, CXCRS3, EIF2AK2, FAS, FCER2, FCGR1A, FPR1, HAVCR?2,
HLA-DMA, HLA-DPA1, ICAM1, IDO1, IFIH1, IFNGR2, IFNGR2, IL10, IL12A, IL12RB1,
IL13, IL17A, IL17F, IL18, IL18RAP, IL1R1, IL1R2, IL2, IL22, IL23R, IL27RA, IL2RA,
IL2RB, IL4, IL6R, IL6R, IL7R, IRF7, IRF9, ISG15, ISG15, ITGAM, ITGB2, JAKS,
LC11A1, LY96, LYN, LYZ, MYC, MYD88, MMP9, MX1, MX2, NLRP3, NOD1, NOD2,
OAS1, OAS2, PRF1, PTPRC, SYK, SLC11A1, SPP1, STING1, THBS1, TLR1, TLR2,
TLR4, TLR7, TLR8, TNFRSF14, TNFRSF1A, TNFRSF4, TNFSF10, TP53, TRAF®6,
VCAM1.

GSEA analizés rezultatai rodo reikSmingg gydymo DCA-VPA poveikj su
uzdegimu ir imunitetu susijusiy geny raiskai ir keliy reguliavimui, preparato terapinj
poveikj svarbiems, susijusiems su virusinés ar bakterinés infekcijos sukeltu uzdegimu,
Igsteliy procesams. Nustatyti T limfocity geny raiSkos pokyciai leidZia teigti, kad
gydymas DCA-VPA gali moduliuoti uzdegimg ir imuninj atsakg, o terapinis poveikis

gali pagerinti infekcijos eiga.

DCA-VPA derinys, iSradime yra skirtas panaudoti virusinéms arba
bakterinéms infekcijoms arba uzdegiminéms ligoms, susidedancioms i$ grupés, kurig
sudaro viduriy Siltiné ir paratifai (tarptautinis ligy klasifikacijos kodas — A01), kitos
salmoneliy sukeltos infekcijos (A02), Sigeliozé (A03), kitos bakterijy sukeltos zarnyno
infekcijos (A04), patogeniny Escherichia coli sukeltos infekcijos (A04.0—-A04.4),
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Clostridium difficile sukeltas enterokolitas (A04.7), amebiazé (A06), tuberkuliozé (A15—
A19), ne zarnyno jersinijozé (A28.2), kokliusas (A37), meningokokiné infekcija (A39),
streptokokinis sepsis (A40), kitas sepsis (A41), legioneliozé (A48.1), stafilokoky
sukelta infekcija (A49.0), Laimo liga (A69.2), netipinés virusy sukeltos centrinés nervy
sistemos infekcijos (A81), moskity platinamas virusinis encefalitas (A83), erkiy
platinamas virusinis encefalitas (A84), puslelinés virusy (herpes simplex) sukeltos
infekcijos (B00), juostiné pusleliné (B02), tymai (B0S), iminis hepatitas (B16), Gminis
hepatitas C (B17.1), létinis virusinis hepatitas (B18), Zmogaus imunodeficito viruso
(ZIV) sukelta liga (B20-B24), citomegalo viruso sukelta liga (B25), infekciné
mononukleozé (B27), maliarija (B50—-B54), leiSmaniozé (B55), afrikiné tripanosomozé
(B56), Cagaso liga (B57), toksoplazmozé (B58), gripas ir pneumonija (J09-J18),
COVID liga (U07.1), Helicobacter pylori infekcija (B96.81), Zmogaus papilomavirusiné
infekcija, SARS, MERS infekcijos, gramteigiamy bakterijy sukeltos infekcijos,

gramneigiamy bakterijy sukeltos infekcijos, uzdegiminés zarnyno ligos.

Sinergistinis DCA ir VPA poveikis pernesant dichloroacetato anijong j

Iastele

1 paveiksle pavaizduotas DCA-VPA gydymo poveikis S/icba8 geno raiSkai Mus
Musculus peliy patiny timocituose in vivo. Tirta 11 peliy (6—7 savaiCiy amziaus, 6-ios
— kontrolé ir 5-ios —gydytos deriniu). Pelés girdytos DCA-VPA derinio vandeniniu tirpalu
(DCA 100 mg/kg ir VPA 150 mg/kg/parai) dvi savaites. Palyginus su kontrole, gydymas
deriniu statistiS8kai reikSmingai padidino Sicba8 raiSkg peliy timocituose. Statistinis
reikSmingumas apskaiciuotas pagal Mann-Whitney U kriterijy. SLC5A8 yra nuo natrio
ir chlorido jony priklausomas monokarboksilaty nesSiklis, perneSantis j Igsteles
dichloroacetato anijong. SLC5A8 geno slopinimas yra susijes su DNR metilinimu, o
VPA slopina HDAC aktyvumg, sukeldamas DNR demetilinimg didina S/cba8 raiskg
lgstelése. Sis poveikis yra sinergistinis, VPA gerinant DCA pernes$ima j Iasteles ir taip
stiprinant DCA farmakologinj poveikj.

DCA-VPA poveikis ziurkiy timocity CD4*_IL17 ir CD4*_CD27-_IFNy* *
populiacijy kiekiui

2 ir 3 paveiksluose yra pateikti Ziurkiy patiny timocity tékmeés citometrijos
tyrimy duomenys — DCA-VPA poveikis ziurkiy patiny timocitams, CD4*_IL17*, ir
CD4*_CD27-_IFNy* populiacijy kiekiui. Tirti timocitai Siy ziurkiy grupiy: kontrolés grupé
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(n =7), gydyty DCA-VPA grupé (n = 7). Ziurkés girdytos DCA-VPA derinio vandeniniu
tirpalu (DCA 100 mg/kg ir VPA 150 mg/kg/parai) dvi savaites.

Palyginus su atitinkama kontrole, Ziurkiy patiny, dvi savaites gydyty DCA-VPA,
CD4*_IL17, timocity kiekis buvo statistiS8kai reikSmingai sumazeéjes (2 paveikslas).
Th17 limfocitai, NK, CD8* ir y&T lgstelés gali iSskirti IL-17. IL-17 skatina neutrofily
prouzdegimines reakcijas uzdegiminiy ligy metu, sukelia keletg prouzdegiminiy ligy,
nes sutrinka IL-17 ir IL-22 reguliacija. Todél Th17 medijuojamo prouzdegiminio atsako
slopinimas gali bati veiksminga citokiny audros gydymo strategija. Fedratinibas,
taikomas slopinti Th17 Igsteles ir IL-17 raiSkg Ziurkiy modeliuose. Su Th17 susijusiy
prouzdegiminiy citokiny IL-17, IL-15, IL-6, TNF ir IFN koncentracija yra reikSmingai
padidéjusi SARS-CoV-2 infekcijos metu, ir tai susije su COVID-19 sunkumu. IL-17
kiekis SARS-CoV-2 ar Vidurio Ryty respiraciniu sindromu (MERS) infekcija serganciy
pacienty, kai yra Gmus kvépavimo taky distreso sindromas (ARDS), yra didesnis nei

jprastai uzsikretusiems pacientams.

Palyginus su atitinkama kontrole, dvi savaites gydyty DCA-VPA Ziurkiy
CD4*_CD27-_IFN-y* timocity, iSskirianCiy IFN-y, populiacijos kiekis buvo statistiSkai
reikSmingai mazesnis (3 paveikslas). IFN-y yra vienintelis Il tipo IFN, kurj gamina
jvairios limfocity Igstelés, jskaitant CD4+ ir CD8* T Igsteles, B Igsteles ir NK Igsteles.
IFN-y gali sintetinti ir kitos imuninés Igstelés, pavyzdziui, monocitai, makrofagai, DC ir
neutrofily granulocitai. TaCiau T Igstelés ir NK Igstelés yra pagrindiniai Sio citokino
Saltiniai. Dél savo jvairialypés ir jvairialypés veiklos IFN-y sunku priskirti pro- arba
prieSuzdegiminiam citokinui. COVID-19 pacientai turi padidéjusj IFN-y kiekj serume,
kuris yra panasSus | SARS-CoV ir MERS infekcijy lygj, bet nenustatyta reikSmingy
IFN-y kiekio skirtumy tarp sunkiy ir lengvy COVID-19 pacienty. Nustatyta, kad sunkiy
simptomy turin€iy asmeny CD4* T lgstelés iSskiria mazesnj IFN-y kiekj, palyginti su
lengvy simptomy turin€iais asmenimis, o tai rodo, kad SARS-CoV-2 infekcija gali turéti
svarbig reikSme IFN-y sekrecijai ir T Igsteliy funkcijai.

DCA-VPA poveikis peliy timocity su uzdegimu ir imuniniu atsaku
susijusiy geny raiskai

4 pavaizduotas pateikta DCA-VPA gydymo poveikis su uzdegimu ir imuniniu

atsaku susijusiy geny raiSkai Mus Musculus peliy patiny timocituose in vivo. Tirta 11

peliy (6—7 savaiCiy amziaus, 6-ios — kontrolé ir 5-ios — gydytos deriniu). Peléms buvo



23
LT 7129 B

skiriamas DCA- VPA derinio vandeninis tirpalas (DCA 100 mg/kg ir VPA 150
mg/kg/parai) dvi savaites. DCA- VPA gydymo poveikis apskai€iuotas palyginant gydyty
ir kontrolés peliy geno raiskg. Zemiau pateikti nustatyty geny raiSkos reikdmingi

pokyciai, kai p < 0,05.

Gydymas DCA-VPA reikSmingai padidino su uzdegimu ir imuniniu atsaku
susijusiy geny raisSkg: Acad11, Ackr4, Adad1, Art3, Bmp4, Bmp7, C3, Ccl19, Ccl25,
Cebpa, Ciita, Cmkir1, Crp, Cx3cl1, Cxcl11, Cxcl12, Cxcl13, Dexi, Egfr, Egr3, Glce,
Ifitm3, 112, 1121, 1123a, 1127, 1133, 117, Irf6. Lep, Lyz1, Lrp1, Nos2, Pparg, Rnf128, Socs1.

Gydymas DCA-VPA reikSmingai sumazino su uzdegimu ir imuniniu atsaku
susijusiy geny raiska: Ccl2, Ccl3, Ccrb, Cdkn1a, Cebpb, Clec4e, Csf3, Ctla4, Cxcl1,
Cxcl2, Cxcl3, Gzmb, H2-Q7, Icos, II17f, 1118r1, ll1rl1, 116, Nr4a3, Ptgs2, Rel, Rn18s,
Rora, Spp1, Thbs1, Tnfsf11, Vegfa. Peliy geny sekoskaitos tyrimy duomenys rodo,
kad gydymas DCA-VPA pasizymi prieSuzdegiminiu poveikiu.

DCA-VPA preparato slopinantis poveikis IL-17 signalo perdavimo kelio

peliy timocituose

Peliy su uzdegimu ir imuniniu atsaku susijusiy genu sekoskaitos tyrimas
parodé, kad gydymas DCA-VPA slopina IL-17 signalo perdavimo biologinj kelig,
slopindamas IL-17F ir IL-17RC geny, chemokiny CXCL1, CXCL2, CCL2 geny ir
citokiny IL-6, COX2 ir G-CSF geny raiSka (5 paveikslas).

DCA-VPA slopina IL-17 signalo perdavimo kelyje IL-17RC ir IL-RC grandines
(5 paveikslas). IL-17 receptoriy (IL-17R) sudaro specifiné IL-17RC ir bendroji IL-17RA
grandinés kaip homodimeras arba IL-17A/F kaip heterodimeras. IL-17F homodimerai
jungiasi prie to paties receptoriaus. Zmogaus Igstelés turi IL-17RA/C ir reaguoja j IL-

17A ar IL-F panaSia uzdegiminiy geny indukcija.

Infekcijos metu gaminami prouzdegiminiai citokinai ar chemokinai, pavyzdziui,
TNF, IL-6, 1 tipo IFN, chemokino ligandas CCL2, o tai iSSaukia T limfocity, monocity ir
makrofagy migracijg j infekcijos vietg. CCL2 taip pat iSsiskiria virusiniy infekcijy metu,
kai gaminami IL- 1 ir TNF-a. Tai sustiprina uzdegimg ir pritraukia NK ir T Igsteles,
kurios iSskiria IFN-y j uzdegimo vietg. ACE2-Ang Il aSis, kuri lemia makrofagy
infiltracijg ir citokiny IL-6, CCL2 iSsiskyrima, yra susijusi su endotelio disfunkcija,
trombino susidarymu ir prasta fibrinolize. SARS-CoV-2 reikSmingai didina CXCLA1,
CXCL2, CCL2, IL-1, TNF-a ir IL-2 raiSkg lgstelése. DCA-VPA reikSmingai slopina
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citokino granulocity kolonijas stimuliuojantj faktoriaus geno (G-CSF) raiska.
Intensyviosios terapijos skyriuose gydomy COVID-19 pacienty G-CSF ir chemokino
CCL2 kiekis buvo reikSmingai didesnis nei nehospitalizuoty.

DCA-VPA slopina ciklo-oksigenazés-2 (COX-2) geno raiSka. Indukuojamasis
COX-2 fermentas virusiniy infekcijy metu reguliuoja daugelio serumo baltymy, jskaitant
prouzdegiminius citokiny raiSkos lygj. COX-2 hiperekspresija apraSyta pacientams,
mirusiems nuo H5N1 infekcijos ir jis yra susijes su bloga virusiniy infekcijy klinikine
baigtimi. COX-2 metabolity gamyba gali sukelti koagulopatijg ir hiperuzdegimag
sergantiems sunkia COVID-19 forma. SARS-CoV-2 jvairiose Zmogaus ir peliy Igsteliy
kultdry sistemose sukelia COX-2 pokycius, kurie gali bati susije su plauciy uzdegimu
ir ligos sunkumu. COX-2 susijusi su padidintu COVID-19 serganciy pacienty
mirtingumu. Dél didelio COX-2 kiekio sumazéja endogeninio antivirusinio junginio

arachidono ragsties, todél ligoniai tampa jautresni COVID- 19.

DCA-VPA poveikis COVID-19 biologiniam keliui, kei¢iant su uzdegimu

ir imuniniu atsaku susijusiy geny raiska peliy timocituose

DCA-VPA slopino IL-6 ir CCL2 (MCP-1) uzdegimo citokiny geny raiskg T
limfocituose ir taip pat citokiny IL-6, G-CSF, MCP-1, kurie svarbis citokiny audros
patogenezei (6 paveikslas). IL-6 yra svarbus kontroliuojant uzdegimo Gmios fazés
baltymy atsaka, indukuoja IL-1 ir TNF-a ir IL-6 iSskyrima, reguliuoja STAT3 aktyvacija,
skatina T Igsteliy augima ir palaiko T Igsteliy funkcijg, kartu su TGF-B ir IL-21 skatina
Th17 susidaryma Igstelése. Padidéjes IL-6 kiekis didina kraujagysliy pralaiduma, todél
uzdegimas greitai plinta. IL-6 disreguliacija siejama su audiniy Igsteliy apoptoze ir
nekroze. IL-6 reguliuoja limfocity iSsekimg, nekroze ir neutrofily chemotaksj, kurie yra
labai svarbls COVID-19 patofiziologijai. SARS-CoV-2 aktyvina makrofagus,
skatinancius limfocity nekroze, gaminancius IL-6, o ne TNF-a ar IL-1. Sisteminiy
apzvalgy ir meta analiziy duomenimis, daugiau kaip 50% COVID-19 serganc€iy
pacienty buvo padidéjes IL-6 kiekis. Palyginus su sveikyjy kontrole, IL-6 kiekis buvo
didesnis pacienty, kuriems buvo citokiny audra ar amus kvépavimo taky distreso
sindromas. Sergant COVID-19 ir esant daugybinéms sisteminéms ir

ekstrapulmoninéms ligoms IL-6 kiekis buvo keturgubai padidéjes.

DCA-VPA reikSmingai slopina chemokino ligando 2 (CCL2), dar vadinamo
MCP-1, raiSkg. CCL2 kontroliuoja monocity chemotaksj, jy migracijg j kraujagysliy
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endotelj, infiltracijg ir diferenciacijg j makrofagus, yra daugelio uzdegiminiy sutrikimy
veiksnys, kaip COVID-19, iSeminé Sirdies liga, insultas. Jo kiekis yra padidéjes SARS-
CoV-2 infekcijos metu ir yra susijes su kvépavimo nepakankamumu, insultu,
siejamas su padidéjusiu IL-1, IL-6, TNF-a ir tarplgstelinés adhezijos molekulés-1
kiekiu. Tarp sunkiy COVID-19 pacienty, kuriems buvo padidéjusi CCL2 raiSka, buvo
didesné inksty nepakankamumo tikimybé ir blogesné prognozé nei ty, kuriy CCL2

kiekis buvo mazesnis.

DCA-VPA slopina matrikso metaloproteinazés-9 (MMP-9) geno raiska.
COVID-19 pacienty plauciy audinio MMP-9 geno raiSka buvo padidéjusi. IS neutrofily
iSsiskiriantis MMP-9 skatina uzdegimg ir alveolinio-kapiliarinio barjero irimg, skatina
uzdegimo lIgsteliy migracijg j plau€iy audinj ir jo destrukcijg. MMP-9 koncentracija
plazmoje yra tiesiogiai proporcinga kvepavimo nepakankamumo rizikai, yra susijusi su
COVID-19 pacienty mirtingumu. Sunki COVID-19 forma turi daug panasiy | sepsj

pozymiy, o MMP-9 laikoma sepsio pacienty biozymeniu.

DCA-VPA gydymo poveikis sveiky pacienty T limfocity uzdegimo ir

imuninio atsako patofiziologiniams mechanizmams

7 paveiksle yra parodyta DCA-VPA gydymo poveikis sveiky pacienty T
limfocity uzdegimo ir imuninio atsako patofiziologiniams mechanizmams, susijusiems
su uzdegimo ir imuninio atsako genais. DCA-VPA, sukeldamas su uzdegimu ar
imuniniu atsaku susijusiy geny raiSkos pokycius, reikSmingai slopino Igstelinio atsako
] chemokinus, bendrojo atsako j chemokinus, chemokiny sukeltus signalo perdavimo
kelius, monocity chemotaksio, limfocity chemotaksio biologinius mechanizmus,
imuninés sistemos procesy ir imuninio atsako patofiziologinius mechanizmus. Tirtos 5-
iy sveiky vyry kontrolés ir 24 valandas gydyty 2 mM VPA ir 5 mM DCA deriniu T
limfocitai. Gydymo poveikis vertintas palyginus kontrolés geny raiskg su DCA-VPA
gydyty T limfocity geny raiSka. Taikytas analizés metodas. Geny rinkiniy/biologiniy
keliy praturtinimo diagrama nupiesSta R enrichplot v1.2 programiniu paketu. Jvesties
duomenis gauti nuo statistiS8kai reikSmingai iSreiksty geny sgraso, gauto atlikus
diferencialine geny raiSkos analize. Diagramoje (7 paveikslas) kiekvienas biologinis
kelias pavaizduotas y asSyje, 0 x asyje rodomas praturtinimo balas. Biologiniai keliali,

kuriy praturtinimo balas < 0 — slopinami, o kuriy > 0 — aktyvinami.

DCA-VPA gydymo poveikis sveiky pacienty stimuliuoty T limfocity
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uzdegimo ir imuninio atsako patofiziologiniams mechanizmams, susijusiems su

geny raiSkos pokyciais

Buvo palyginta stimuliuoty sveiky vyry T limfocity grupés: 1) kontrolés ir 2)
stimuliuoty ir 24 valandas gydyty DCA-VPA deriniu. T limfocitai 24 valandas buvo
stimuliuoti kalcio jonoforu (kalcio jonoforo A23187 hemikalcio druska, (C9275); dozé —
500 ng/ml; gamintojas Sigma-Aldrich) ir PMA (forbolio 12-miristato 13-acetatu (P8139);
doze — 50 ng/ml; gamintojas Sigma-Aldrich). Stimuliuoty gydyty T limfocity grupés
Igstelés buvo gydytos 2 mm VPA ir 5 mM DCA deriniu. Kontrolés (n = 6) ir gydyty
sveiky vyry (n =6) T limfocitai buvo tirti sekoskaitos metodu nustatant su uzdegimu ir
imuniniu atsaku susijusiy geny raiSkg bei analizuojant DCA-VPA poveikj biologiniams

uzdegimo mechanizmams ir keliams.

PMA tiesiogiai aktyvuoja baltymy kinaze C, stipriai indukuoja ekstralgstelinj ir
intralgstelinj ROS ir sukelia citokiny ir chemokiny iSlaisvinimg. A23187 didina
vidulgsteline Ca?* koncentracijg, tiesiogiai palengvindamas Ca?* perneSimg per
plazmine membrang. Zmogaus imuniniy Igsteliy stimuliavimas A23187 ir PMA gali
sukelti citokiny ir chemokiny kiekio prouzdegiminius pokyc€ius, ir toks Igsteliy
stimuliavimas naudojamas uzdegimo modeliu, o stimuliuoty Igsteliy slopinimas

vaistiniais preparatais gali apsaugoti nuo uzdegiminiy pazeidimy.

Sekoskaitos duomeny analizé parodé, kad gydymas DCA-VPA slopino
sgveikg su citokiny receptoriais, citokiny aktyvuma, lgstelinj atsakg j chemokinus,

atsakg j chemokinus, chemokiny sukeltg signalo perdavimo kelig (8 paveikslas).

DCA-VPA poveikis COVID-19 serganciy suaugusiy pacienty

patogenezés biologiniams mechanizmams

Geny rinkiniy/biologiniy keliy praturtinimo taskineje diagramoje (9 paveikslas)
parodyta R Enrichplot v1.2 programiniu paketu atlikta DCA-VPA poveikio analizé
sunkia COVID-19 forma serganciy vyry (n = 3) T limfocitams. Jvesties duomenys gauti
nuo statistiSkai reikSmingai iSreikSty geny sgraso, gauto atlikus diferencialine geny
raiskos analize. Sioje diagramoje kiekvienas biologinis kelias pavaizduotas y asyje, o
x asyje vaizduojamas skirtingai iSreikSty geny skaiciaus geny rinkinyje ir bendro geny
skaiCiaus tame geny rinkinyje santykis. Legendoje pazymétos statistinio
reikSmingumo vertés, atitinkamai pagal taSky monochrominés spalvos intensyvuma.

Analizuoti COVID-19 pacienty T limfocity tyrimy duomenys grupése: 1) COVID-19
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ligoniy T limfocity kontrolé (n=3), 2) ty paciy kaip kontrolés COVID-19 ligoniy T
limfocitai, gydyti DCA-VPA (n =3). Gydyty Igsteliy duomenys palyginti su negydyty
Igsteliy. Lastelés gydytos 24 valandas 2 mM VPA ir 5 mM DCA miSiniu. Nustatytas
reikSmingas su uzdegimu ir imuniniu atsaku susijusiy geny rinkiniy praturtéjimas Siy
biologiniy patofiziologiniy keliy: granuliocity chemotaksis, imuninis atsakas, imuninés
sistemos procesai, granuliocity migracija, makrofagy chemotaksis, mieloidiniy Igsteliy
migracija. Su uzdegimu ir imuniniu atsaku susijusiy geny rinkiniy praturtinimo
pasiskirstymas svyravo nuo -10 iki -0,1, o tai rodo, kad gydyty lagsteliy grupéje
prozdegiminiy veiksniy buvo reikSmingai maziau, jie buvo slopinti ar gydymas padidino
prieSuzdegiminiy geny poveikj, padidéjus uzdegimg slopinanciy geny raiskai. Tyrimas
parodé reikSmingg DCA-VPA poveikj slopinant uzdegimag ir su juo susijusio imuninio
atsako mechanizmus.

7, 8 ir 9 paveiksluose nurodyti keliai gauti geny rinkiniy/biologiniy keliy

praturtinimo analizés metodu (Gene Set Enrichment Analysis; GSEA), naudojant

Enrichplot v1.2 ir ClusterProfiler v4.8.2 R programinius paketus.
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ISRADIMO APIBREZTIS

1. Farmacinis derinys, apimantis (a) natrio dichloroacetato (DCA) ir (b) valpro
rugsties (VPA) arba jos farmaciniu poZzitriu priimtinos druskos veiksmingg kiekj, skirtas

panaudoti virusinéms arba bakterinéms infekcijoms arba uzdegiminéms ligoms gydyti.

2. Farmacinis derinys, skirtas panaudoti pagal 1 punktg, besiskiriantis
tuo, kad (a) dichloroacetato farmaciniu poziariu priimtina druska yra natrio

dichloroacetatas.

3. Farmacinis derinys, skirtas panaudoti pagal 1 punktg, besiskiriantis
tuo, kad (b) valpro ragsties farmaciniu pozidriu priimtina druska yra natrio valproatas

arba magnio valproatas.

4. Farmacinis derinys, skirtas panaudoti pagal bet kurj i§ 1-3
punkty, besiskiriantis tuo, kad minétas derinys turi farmaciniu pozitriu priimtiny

pagalbiniy medziagy.

5. Farmacinis derinys, skirtas panaudoti pagal bet kurj 5§ 1-4
punkty, besiskiriantis tuo, kad paruostas preparatas yra bet kurios farmacinés

formos, tokios kaip kapsulé, tableté arba tirpalas.

6. Farmacinis derinys, skirtas panaudoti pagal bet kurj 5§ 1-4
punkty, besiskiriantis tuo, kad dichloroacetatas (DCA) ir (b) valpro ragstis (VPA)
arba jos farmaciniu poZidriu priimtina druska yra skiriami kaip sudétinis preparatas

arba skiriami vienu metu kaip atskiri vaistiniai preparatai.

7. Farmacinis derinys, skirtas panaudoti pagal bet kurj i§ 1-6
punkty, besiskiriantis tuo, kad minétos virusinés arba bakterinés infekcijos
arba uzdegiminé liga yra parinkti i$ grupés, kurig sudaro: viduriy Siltiné ir paratifai, kitos

salmoneliy sukeltos infekcijos, Sigeliozé, kitos bakterijy sukeltos zarnyno infekcijos,
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patogeniny Escherichia coli sukeltos infekcijos, Clostridium difficile sukeltas
enterokolitas, amebiazé, tuberkuliozé, ne zarnyno jersinijozé, Kkokliusas,
meningokokiné infekcija, streptokokinis sepsis, kitas sepsis, legionelioze, stafilokoky
sukelta infekcija, Laimo liga, netipinés virusy sukeltos centrinés nervy sistemos
infekcijos, moskity platinamas virusinis encefalitas, erkiy platinamas virusinis
encefalitas, pUslelinés virusy (herpes simplex) sukeltos infekcijos, juostiné pusleling,
tymai, Uminis hepatitas, Uminis hepatitas C, létinis virusinis hepatitas, Zmogaus
imunodeficito viruso (ZIV) sukelta liga, citomegalo viruso sukelta liga, infekciné
mononukleozé, maliarija, leidmaniozé, afrikiné tripanosomozé, Cagaso liga,
toksoplazmozé, gripas ir pneumonija, COVID liga, Helicobacter pylori infekcija,
Zmogaus papilomavirusiné infekcija, SARS, MERS infekcijos, gramteigiamy bakterijy
sukeltos infekcijos, gramneigiamy bakterijy sukeltos infekcijos, uzdegiminés Zzarnyno

ligos.

8. Farmacinis derinys, skirtas panaudoti pagal bet kurj i 1-7
punkty, besiskiriantis tuo, kad minétas derinys skiriamas kaip papildomas

gydymas kartu su Zzinoma infekcijos ar jos sukelto uzdegimo specifine terapija.
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