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Anotacija

Acilkarnitini ir nozimigi taukskabju metaboliti, kas nodrosina taukskabju transportu
mitohondrijos talakai oksidacijai. IepriekS€jos péetijumos ir aprakstits, ka paaugstinata
garkézu acilkarnitinu koncentracija izraisa mitohondriju bojajumus un insulina rezistenci.
Ieprieks ar1 paradits, ka garkézu acilkarnitini akumulg&jas sirds mitohondrijos i$€mijas laika,
izraisa mitohondriju funkcionalos trauc€jumus un palielina i§€mijas-reperfiizijas izraisito
sirds audu bojajumu. Farmakologiski novérSot acilkarnitinu uzkraSanos, samazinas ari
infarkta izmérs. Lai gan paaugstinats garkézu acilkarnitinu limenis tiek saistits ar insulina
rezistenci, tomér trikst eksperimentalu datu, kas ilustrétu audu un organu ieguldijumu
plazmas acilkarnitinu profila veidoSana. Darba meérkis ir identificét garkézu acilkarnitinu
izraisitas insulina rezistences molekularos mehanismus, un noveértét diagnostikas potencialu
garkézu acilkarnitinu mérfjumiem plazma. Saja darba ir aprakstita garkézu acilkarnitinu
iesaiste energijas metabolisma regulacija un insulina rezistences patogenéz& S$tnu Iiment,
izmantojot S$tinu kulturas. Papildus tam sniegts ieskats par acilkarnitinu ItTmena veidoSanas
mehanismiem fiziologiskos apstaklos, identificgjot audus, kas nosaka cirkulgjoso
acilkarnitinu Itmeni dzivnieku modelos. Insulina rezistences un 2. tipa diab&ta dzivnieku
modelos tika izveértéta acilkarnitinu meérjjumu izmanto$ana audu Specifiskas insulina
rezistences diagnostika. Rezultati liecina, ka palmitoilkarnitins, viens no izplatitakajiem
garkeéZu acilkarnitiniem, samazinot insulina receptora un proteinkinazes B fosforilaciju, kave
insulina signala parnesi, tadgadi, jau Sinu [imeni izraisot trauc€umus insulina jutiba.
Petijuma rezultati parada, ka vidéjo un garkézu acilkarnitinu plazmas profilu organisma
galvenokart nosaka sirds, reag€jot uz cirkul&joso energijas substratu pieejamibu. Tadgjadi péc
plazmas garkéZu acilkarnitinu profila var spriest par sirds metabolisma sp&ju pielagoties
energijas substratu pieejamibai. leghtie dati norada, ka nesp&a samazinat garkézu
acilkarnitinu koncentraciju plazma péc glikozes ievadiSanas ir saistita ar muskulu un sirds
insulina rezistenci. Lidzigi, nesp€ja apturét brivo taukskabju veidoSanos péc glikozes
ievadiSanas liecina par trauc€jumiem taukaudu insulina jutiba. Petijuma ir ilustréta garkézu
acilkarnitinu loma insulina rezistences molekularo mehanismu noris€s Stinas Itmeni, ka ar1
paraditas acilkarnitinu un taukskabju meérjjumu izmantoSanas iesp&jas audu specifiskas

insulina rezistences diagnostika.



Abstract

Acylcarnitines (AC) are metabolites essential for beta oxidation of fatty acids.
Previously, it has been described that increased levels of long-chain acylcarnitines (LCAC)
lead to mitochondrial damage and insulin resistance. LCAC accumulation in the cardiac
tissues during ischemia has been shown to result in damage to the mitochondria and
aggravate cardiac ischemia-reperfusion injury. Furthermore, pharmacological inhibition of
acylcarnitine accumulation reduces the size of the infarction. Although elevated levels of
LCAC have been associated with the insulin resistance, there is a lack of experimental data
on tissue/organ-specific contribution to the plasma pool of LCAC. This study aimed to
investigate the molecular mechanisms of the LCAC-induced insulin resistance and to assess
the diagnostic potential of LCAC levels measurements in plasma. In this study, we used cell
culture experiments to describe the regulatory and pathophysiological functions of LCAC at
the cellular level. In addition, the mechanisms that determine physiological AC levels were
studied and the tissues responsible for the circulating AC profile in animal models were
identified. The potential of the measuring of LCAC concentrations in plasma as a diagnostic
marker of tissue insulin insensitivity was demonstrated using mice models of the insulin
resistance and type 2 diabetes. The results show that palmitoylcarnitine, one of the most
abundant members of LCAC, affects the insulin signaling pathway by inducing the
dephosphorylation of the insulin receptor and protein kinase B, thereby impairing insulin
sensitivity at the cellular level. Experimental results also indicate that the heart determines the
medium- and long-chain AC profiles in plasma as a result of a rapid response to the
availability of circulating energy substrates. Therefore, plasma LCAC profile can be used as
an indicator of metabolic flexibility in cardiac tissues. The obtained data indicate that the
inability to lower LCAC levels after glucose administration is associated with muscle and
heart insulin resistance. Meanwhile, the inability to decrease free fatty acid production (FFA)
after glucose administration suggests insulin insensitivity of adipose tissue. In general, we
have illustrated the cellular origins of LCAC-induced insulin resistance and showed that
measurements of plasma LCAC and FFA concentrations can be used as indicators of tissue-

specific insulin resistance.
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1. levads

Darba meérkis ir identificet garkézu acilkarnitinu izraisitds insulina rezistences
molekularos mehanismus un izveértét garkézu acilkarnitinu mérijjumu diagnostisko potencialu.

Lai So meérki sasniegtu, izvirziti $adi uzdevumi:

1. Noskaidrot garkézu acilkarnitinu ietekmi uz galvenajiem insulina signalcela
komponentiem insulina receptoru un proteinkinazi B;

2. Identificet audus, kas nosaka plazmas garkézu acilkarnitinu Itmeni fiziologiskos
apstaklos (tuksa dasa, postprandiala stavokl);

3. Novertét plazmas acilkarnitinu mérijumu pielietojumu audu specifiskas insulina

rezistences diagnostika eksperimentalajos dzivnieku modelos.



2. Darba lietotie saisinajumi

[*H]-DOG — 2-[**3H]-dezoksi-D-glikoze
ACC — acetil-KoA karboksilaze

AEBSF -  2-aminoetil-benzénsulfonil
fluorids

AK — acilkarnitini

Akt — proteinkinaze B

AMPK — AMP-aktivéta proteinkinaze
ATF — adenozina trifosfats

BMOV - bis-(maltolato)-oksvanadijs (1V)

CACT -
translokaze

karnitina-acilkarnitina

CPT — Karnitina palmitoiltransferaze
DAG — diacilgliceridi

DMEM- Dulbeko modificéta Igla (Eagle)
barotne

ELISA — enzimu saistitais imunsorbenta
tests

GLUT — glikozes transportproteins
GTT — glikozes tolerances tests
HbAlc — glikétais hemoglobins
HFD — augsta tauku satura di€ta
InsR — insulina receptors

IRS — insulina receptora substrats

KH — Krebsa-Henseleita buferskidums

KoA - koenzims A

LAR — leikocttu antigénu saistita proteinu
tirozina fosfataze

LG — zems glikozes saturs

PI3K — fosfoinozida 3-kinaze

PIP, — fosfatidil-4, 5-difosfats

PIP3 — fosfatidil-3, 4, 5-trifosfats
PK — palmitoilkarnitins

PKC — proteinkinaze C

PP2A — proteinu fosfataze 2A
PTEN — proteinu tensina homologs
PTP1B — proteinu tirozina fosfataze 1B
PVDF — poli-vinilidéna difluorids
RER — elposanas koeficients

SDS PAGE - natrija dodecilsulfata
poliakrilamida gela elektroforéze

SEM - vidgjas aritméetiskas vertibas
standartklida

SHP-2 — SH2 doménu saturoSa tirozina
fosfataze 2

TC-PTP — T-$tnu protetnu tirozina
fosfataze



3. Teorétiskais pamatojums

3.1. Acilkarnifini

Acilkarnitini (AK) ir taukskabju metabolisma starpprodukti, kas organisma rodas
taukskabju un karnitina esterifikacijas rezultata. AK veidojas mitohondrijos, lai nodroSinatu
garkézu taukskabju transportu cauri mitohondriju iek§€jai membranai talakai f-oksidacijai
(Sharma and Black, 2009; Reuter and Evans, 2012). ST iemesla dél AK galvenokart tiek
uzskatiti par transporta formu taukskabém (oglekla kedes garums C2-C26), kas tiek oksidétas
mitohondrijos adenozina trifosfata (ATF) raZoSanai, vai izmantotas endogéno molekulu
sintézei. Atkariba no taukskabju oglekla kédes garuma AK nosaciti iedala 1skezu (C2-C5),
vidgjo kézu (C6-C12), garkezu (C14-C18) ka ar loti garo kézu (C20-C26) AK (Attels 1).
Atkariba no taukskabes 1paSibam AK var iedalit arT piesatinatos, nepiesatinatos hidroksil- un
dikarbonskabju AK. Pretstata iskézu AK, kas var veidoties glikozes, aminoskabju un
taukskabju degradacijas procesa, videja garuma, garkézu un loti garo kézu AK veidojas tikai
taukskabju metabolisma rezultata. AK var veidoties ari sazaroto k&zu aminoskabju

metabolisma, taukskabju peroksidacijas un ketonvielu biogenézes procesos (Li et al., 2019).

- . o) —
Iskézu C2-C4 U [Karnltms ]

- —y o
Vidéeja garuma kézu C6-C12 - . J |Karnitins ‘

Garkézu C14-C18:2 I Karnitins |

o

Attels 1. Acilkarnitinu nosacitais iedalijums péc taukskabes oglekla kédes
garuma

3.2. Garkezu acilkarnifinu veidoSands

Garkézu AK sintéze notiek mitohondrijos un peroksisomas, piedaloties karnitina
aciltransferazém (Kerner and Hoppel, 2000; Violante et al., 2013). Garkézu AK veidosanas
shematiski att€lota 2. attéla. Acil-koenzima A sintaze (ACS) taukskabém pievieno koenzimu
A (KoA). P&c tam karnitina palmitoiltransferaze 1 (CPT1), kas atrodas uz mitohondriju argjas

membranas, nomaina KoA grupu pret karnitinu, veidojot AK. Talak garkezu AK Skérso
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mitohondriju aréjo membranu, noklistot starpmembranu telpa, no kuras to transportu caur
mitohondriju iek$&jo membranu nodroSina karnitina-acilkarnitina translokaze (CACT).
CACT garkézu AK transportg, veicot AK apmainu pret briva karnitina molekulu (Att€ls 2).
Noslédzosais posms AK transporta k&dg ir karnitina palmitoiltransferazes 2 (CPT2) reakcija,
kas no AK atbrivo karnitina molekulu un ta vieta atkal piesaista KoA, veidojot attiecigas

taukskabes KOA, kas mitohondriju matriksa iesaistas -oksidacijas norisg.

No CPT1 atkariga garkézu AK sintéze tiesi ietekmé taukskabju energijas metabolisma
atrumu (Shriver and Manchester, 2011), savukart, CPT1 aktivitati regulé malonil-koenzima A
(malonil-KoA) Iimenis $tnas. Malonil-KoA tiesi kave CPT1 aktivitati, ka rezultata
taukskabes vairak tiek parveidotas par trigliceridiem un diacilgliceridiem (DAG), nevis
izmantotas PB-oksidacija (Ruderman et al., 2003; Foster, 2004). Malonil-KoA limeni tiesi
paaugstina acetil-KoA karboksilaze (ACC), savukart, malonil-KoA dekarboksilaze (MCD)
samazina malonil-KoA limeni (Foster, 2004). Tuksa disa un nepietickama ATF daudzuma
apstaklos tiek aktivéta AMP-aktivéta proteinkinaze (AMPK), kas kavé ACC aktivitati, ka
rezultata samazinas malonil-KoA limenis un CPT1 aktivitate pieaug (Schooneman et al.,
2013; Valentine et al., 2014). Turpretim, postprandiala stavokli insulins aktivé no proteinu
kinaze B (Akt) atkarigo signalcelu, kas kavé AMPK un tadgjadi aktivé malonil-KoA sintézi,

bet palielinata malonil-KoA koncentracija kavé CPT1 aktivitati.

gm @ G

Citoplazma
Acil-Koenzims A
Taukskabe / \ ‘
Koenzims A Karnltlns
Mitohondrija
starpmembranu
telpa

Acﬂkarnltms

W @
Y

Acilkarnitins Mitohondrija

matrikss
Acil-Koenzims A
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Attéls 2. Acilkarnitinu veidoSanas mitohondrijos. Acilkarnitinu sintéze ir vairaku
pakapju process, ka rezultata taukskabes tiek transportétas caur mitohondriju argjo un
iek$€jo membranu. Apzim&umi: KoA — koenzims A, ACS — acilkoenzima A sintaze,
Karn — karnitins, CPT1 - karnitina palmitoil-transferaze 1, CACT - karnitina-
acilkarnitina translokaze, CPT2 — karnitina palmitoil-transferaze 2.

3.3. Garkezu acilkarnifinu funkcijas

Papildus atzitajai AK iesaistei taukskabju (C3-C26) B-oksidacijas nodro§inasana tiek
ieglti arvien vairak pieradijumi par garkézu AK lomu un tieSu lidzdalibu energijas
metabolisma procesu regulacija. Eksperimentali pieradits, ka garkézu AK spgj efektivi kavéet
piruvata un laktata oksidaciju, tad&adi paléninot glikozes oksidaciju gan izol&tos
mitohondrijos (Makrecka et al., 2014), gan Stnu kultaras (Aguer et al., 2014) un izol&tos
organos (Liepinsh et al. 2016; Makrecka et al. 2014). Tiesi garkézu AK metabolisms tiek
uzskatits par noteico$o faktoru, kas regulé iek$siinas energijas metabolisma lidzsvaru starp
oglhidratiem un lipidiem (Liepinsh et al., 2017; Li et al., 2019), tomé&r precizi §is regulacijas

molekularie mehanismi vél nav Iidz galam izpétiti.

34. Acilkarnitinu profila izmainas diennakts laika

Lai uzturétu energijas homeostazi, fiziologiskos apstaklos organisms spgj Iidzsvaroti
izmantot gan glikozes, gan taukskabju metabolismu atkariba no energijas substratu
pieejamibas. Energijas substratu un tos ietekm&joso hormonu koncentracija asinsrité nosaka
energijas metabolisma procesus audos (Randle, 1998; Liepinsh et al., 2014; Muoio, 2014;
Goodpaster and Sparks, 2017). Eksperimentalajos modelos ar ierobezota kaloriju daudzuma
dietu dzivniekiem paaugstinas B-oksidacijas cikla enzimu ekspresijas Itmenis un aktivitate, ka
rezultata palielinas AK daudzums aknas, muskulos un sirdi (Mezhnina et al., 2020).
Fiziologiski veseliem individiem AK koncentracija plazma diennakts laika dinamiski mainas,
paaugstinoties tuks$a diisa un samazinoties péc €Sanas (Thompson et al., 2012). AK daudzums
strauji pieaug tuk$a dusa, jo Saja stavokli par energijas avotu galvenokart tiek izmantotas
taukskabes (Hoppel and Genuth, 1980). Cirkulgjoso AK daudzums plazma var palielinaties
ar tad, ja samazinas ar uzturu uznemtais oglhidratu daudzums, un organisms sak izmantot
tauku rezerves (Kang et al., 2018). Savukart, augsts oglhidratu patérin§ samazina AK, ipasi
gark@zu, Itmeni plazma, organismam parslédzoties no taukskabju uz glikozes oksidaciju
(Gonzalez-Granda et al., 2018). AK koncentraciju plazma ietekmé ar gremosanas sist€mas
organu darbiba, kas ir tieSi atkariga no diennakts ritma (Skene et al., 2018). Ta ka AK

koncentracija dinamiski mainas atkariba no organisma fiziologiskajam norisém, ir japievers
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ipasa uzmaniba Organisma fiziologiskajam stavoklim asins un audu paraugu nemsanas laika,

ka arT izmantojot un interpret€jot AK mérjjumu rezultatus.

AK var veidoties taukskabju, glikozes un aminoskabju metabolisma rezultata (Li et al.,
2019). AK profilu plazma nosaka ne tikai organisma metabolais stavoklis, bet ar1 atsevisku
audu un organu metabolisma procesu ieguldijums. Tadgl, lai spétu saistit kadu saslimsanu ar
plazmas AK profilu, ir svarigi izprast plazmas AK izcelsmi un noskaidrot, kuri organi ir
iesaistiti plazmas AK profila veidoSana. Garkézu taukskabes parsvara tiek izmantotas aknas,
sirds un skeleta muskulos (Lopaschuk et al., 2010; Liepinsh et al., 2014; Turner et al., 2014),
tapec garkézu AK koncentracijas izmainam plazma bitu jaatspogulo aknu, sirds un skeleta

muskulu mitohondriju taukskabju oksidacijas procesus.

3.5. Insulina signalcel§ un ta aktivacija

Insulina signalcel$ bitiski regulé glikozes un lipidu metabolismu. Ta aktivacija sakas,
insulinam piesaistoties insulina receptora (INSR) subvienibam Stnas arpusé (Attéls 3). Kad
insulins piesaistijies pie InsR, notiek receptora iek$Stinas subvienibu konformacijas izmainas,
lai biitu iesp&jama subvienibu autofosforilacija (Luo et al., 1999). Ka viena no cilvéku InsR
autofosforilacijas vietam jamin tirozinu 1151 pozicija (Tyrl151), kas aktivi autofosforilgjas,
kad insulins saistijies ar InsR. P&c InsR fosforilacijas insulina signals tiek nodots talak,
aktivgjot insulina receptora substratu (IRS) (White et al., 1985). Péc IRS fosforilacijas tas
saistas ar fosfoinozida 3-kinazi (PI3K) (Myers et al., 1992), tadgjadi aktivéjot nakoso posmu
insulina signalcela. Aktivéta PI3K fosforilé fosfatidilinozitola 4,5-bifosfatu (PIP.), veidojot
fosfatidilinozitola 3,4,5-trifosfatu (PIP3) (Whitman et al., 1988). Pieaugot PIP3 koncentracijai,
Akt no $iinas kodola transloc€jas uz $tinas membranu (Whitman et al., 1988; Scheid et al.,
2002). Translokacijas rezultata tiek atsegtas divas no Akt galvenajam fosforilacijas vietam,
tirozina 308 pozicija (Tyr308) un serina 473 pozicija (Ser473), kuru fosforilacijas rezultata
Stna tiek uzsakta insulina signala atbildes reakcija. Akt Serd73 fosforilacija nodrosina
fiziologiskos procesus, kas galvenokart veicina glikozes uznems$anu $iina, izmantojot no
insulina atkarigo glikozes transportproteinu 4 (GLUT4) (Cong et al. 1997), aktivé piruvata
metabolismu (Karwi et al., 2020), ka ari kavé no CPT1 atkarigo garkézu taukskabju
metabolismu, ta paaugstinot malonil-KoA koncentraciju (Ruderman et al., 1999; Foster,
2012).
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3.6. Insulina signalcela regulacijas mehanismi

Viens no lipidu metabolisma starpproduktu aktivétajiem enzimiem, kas ir iesaistits Akt
regulacija, ir proteinu fosfataze 2A (PP2A), kuru aktivé keramidi, sfingolipidu metabolisma
produkti (Dobrowsky et al., 1993) (Attéls 3). PP2A ir plasi ekspreséta proteinu serina/tirozina
fosfataze, kas sevt ietver vairaku oligoméru enzimu kopu, kam kopiga katalitiska subvieniba.
Viena no PP2A regulatorajam subvienibam PP2A B55a, atbild par Akt regulaciju, jo tas
parekspresijas rezultata Siinas bitiski tiek samazinata gan Akt Tyr308, gan Ser473 poziciju
fosforilacija (Kuo et al., 2008). Ir paradits, ka kavéjot PP2A ar Zn?* joniem tiek novérots Akt
aktivitates pieaugums (Lee et al., 2009), tadgjadi apstiprinot §1 enzima lomu insulina

signalcela regulacija.

Proteinu kinaze C (PKC), ir izoenzimu grupa, ko iedala, atkariba no to aktivacijai
nepiecieSamajiem stimuliem. PKC regulatora subvieniba satur inhib&osu pseidosubstrata
aminoskabju sekvenci, ka atrasanas enzima aktivaja centra tiek regul@ta, piesaistoties kadai
no signalmolekulam, atkariba no attieciga PKC izoformas veida (Newton, 2018). DAG ir
nozimiga loma PKC aktivacija, tie palielina PKC un $iinu membranas piesaistiSanas afinitati
un samazina PKC pseidosubstrata saistiSanos kinazes aktivaja centra (Mackay and Twelves,
2007). Eksiste vairakas no DAG atkarigas PKC izoformas, kuras sp& regulét Akt
fosforilaciju (Eichmann and Lass, 2015). PKC piedalas insulina signalcela negativaja
regulacija, gan kavejot PI3K, gan aktivéjot PP2A, ka rezultata tiek samazinata Akt
fosforilacija (Newton, 2018) (Attels 3).
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Attels 3. Shematisks insulina signalcela atainojums. Insulina signalcelu veido
vairaku kinazu un procesu kaskade, ko regulé dazadas fosfatazes. Apzim&jumi:
Ins - insulins, InsR - insulina receptors, PTPI1B - proteinu tirozina fosfataze 1B,
IRS - insulina receptora substrats, PI3K - fosfoinozida 3-kinaze,
PIP; - fosfatidilinozitola 4,5 bifosfats,  PIP3 - fosfatidilinozitola  3,4,5-trifosfats,
PDK1-no fosfoinozida atkariga kinaze, Akt— proteinkinaze B, PP2A - proteinu
fosfataze 2A, PKC — proteinkinaze C, DAG - diacilgliceridi, AK - acilkarnitini.

Par nozimigu insulina signalcela regulatoru tiek uzskatita proteina tirozinfosfataze 1B
(PTP1B, saukta ari par PTPN1) (Feldhammer et al., 2013). Aktivéta PTP1B Kkatalitiski
defosforile InsR Tyr1151, tad€jadi negativi regul&jot insulina signala parnesi (Sun et al.,
2016a). Sakotngjie pieradijumi par PTP1B nozimi metabolisma regulacija tika iegiti
eksperimentos ar PTP1B delécijas pelém, kuram salidzinajuma ar kontroles dzivniekiem bija
ievérojami zemaka glikozes koncentracija asinis, ka ar1 daudz zemaks insulina Iimenis.
Savukart, sanemot augsta tauku satura dietu (HFD), S§is peles nepienémas svara un
neizmainijas to jutiba pret insulinu, atSkirtba no HFD kontroles dzivniekiem, kam noveéroja
izteiktu svara pieaugumu un insulina rezistenci (Elchebly et al., 1999). PTP1B nozimi un
darbibas mehanismu noskaidroja Stinu eksperimentos, kur §1 enzima parekspresija izraisija
samazinatu insulina stimuléto InsR un IRS fosforilaciju, bet PTP1B ekspresijas
samazinajuma rezultata insulina jutiba picauga (Zhang and Zhang, 2007). Neskatoties uz

pieradijumiem par PTP1B iesaisti insulina signalcela regulacija, vél aizvien lidz galam nav
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1dentificéti mehanismi, kas izskaidrotu S1s fosfatazes lomu insulina rezistences attistibas

gaita.
3.7. Acilkarnitinu profilu ietekméjosie faktori

Vairaku pétijumu rezultati lauj secinat, ka vidéjo k&zu un garkézu AK koncentracijas
plazma var izmantot ka biomarkieri mitohondriju metabolisma trauc&jumu diagnostikai
(Koves et al., 2008; Adams et al., 2009; Mihalik et al., 2010; Ramos-Roman et al., 2012;
Ueland et al., 2013; Mai et al., 2013; Zhang et al., 2014; Ahmad et al., 2016; Guasch-Ferré et
al., 2016; Hunter et al., 2016; Ribel-Madsen et al., 2016; Strand et al., 2017). Tomér jaatzimé,
ka pétijumos, kuru rezultati rosina paaugstinatas AK koncentracijas izmantot ka markieri
insulina rezistences, 2. tipa diab&ta un sirds un asinsvadu slimibu diagnostikai, AK mé&rijumi
tika veikti plazma vai seruma, nesniedzot ieskatu par AK profilu audos. Lidz $im tikai dazos
pétijumos zinatnieki pieversusi uzmanibu saistibai starp plazmas un audu AK profilu (Koves
et al., 2008; Soeters et al., 2009; Makrecka et al., 2014; Schooneman et al., 2014; Hoene et
al., 2016; Liepinsh et al., 2016a). No AK mérfjumiem tuk$a disa un postprandiala stavokli
var secinat, ka plazmas garkézu AK koncentracija korelé ar AK saturu sirds audos, bet dati
par plazmas AK profila saistibu ar AK saturu muskulos ir pretrunigi (Soeters et al., 2009;
Makrecka et al., 2014; Schooneman et al., 2014; Liepinsh et al., 2016a). Turklat lidz $im nav
pétitas no laika atkarigas AK profila izmainas audos, parejot no tuksas disas uz postprandialo
stavokli péc glikozes ievadiSanas. Kopuma lidz §im nav noskaidrots, ka plazmas AK profils

atspogulo AK saturu audos un kuri audi nosaka islaicigas izmainas plazmas AK profila.

3.8. Insulina rezistences diagnostika izmantoto metoZu triskumi

Garkézu AK tiek sintez&ti un metabolizéti galvenokart mitohondrijos, 1idz ar to garkézu
AK koncentracija tiek izmantota ka mitohondrialas taukskabju oksidacijas markieris (Adams
et al., 2009). Lidz ar masspektrometrijas metozu attistibu, paaugstinatas AK koncentracijas
merijumi tiek izmantoti ka markieris nepilnigai taukskabju oksidacijai, lai diagnosticétu
iedzimtos taukskabju oksidacijas defektus. Diagnostikas noliilkos nosaka gan kopgjo
taukskabju profilu, gan atsevisku acilkarnitinu koncentracijas plazma (Piero Rinaldo, Tina M.
Cowan, 2008).

Neraugoties uz diab&ta plaSo izplatibu Latvija un pasaul€, kliniskaja diagnostika
izmanto tikai markieru mérjjumus, kas raksturo pacientu glikozes homeostazi un insulina

rezistenci (Tabula 1). Paslaik galvenie klinika lietotie 2. tipa diab&ta diagnostikas markieri ir
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saistiti ar traucGjumiem glikozes metabolisma (Inzucchi et al., 2015; American Diabetes
Association, 2017), bet ar esoSajam metodém nav iesp&jams noteikt insulina jutibas
traucgjumus dazados audos. P&dgja laika lipidu profila mérjjumus izmanto gan diabé&ta
diagnostika, gan arstéSana izmantoto pretdiabéta medikamentu terapeitiskas efektivitates
izveértésana (American Diabetes Association, 2017). Neskatoties uz plasiem pétijumiem,
cirkulgjoSo lipidu mérijumi pagaidam nav validéti lietoSanai par biomarkieriem kliniskaja

praks€ (Muoio and Newgard, 2008a, 2008b; Martins et al., 2012; Schooneman et al., 2013;

McCoin et al., 2015; Mika and Sledzinski, 2017; Newgard, 2017)

Tabula 1 Otra tipa diab&ta diagnostiskie markieri pacientu plazma.

. Metabolitu
Veseli, tuksa Veseli, Diabéts, Diabéts,
Merijums avoti analizes
diasa postprandiali  tukSa diisa  postprandiali
laika
] oo Vairaku organu
Glikoze ) Y oo )
(tolerance) atbilde *
Insulins
° ' oo XY} B-Stnas
(C-Peptids)
Glikétais Ilgstosa
hemoglobins ° ) oo oo hiperglikeémija
(HbAY) asinis

Kliniski pieejamie meérfjumi ieziméti ar zilu; ezems Ilimenis, evidg€js ITmenis
eeepaaugstinats [imenis.* Glikozes tolerances testa (GTT) laika glikozes koncentracija ir
atkariga no insulina jutibas dazados organos, taja skaita muskulos, taukos, aknas. Kada
organa insulina rezistence var tikt masketa ar citu organu pastiprinatu darbibu.

3.9. Izmainas energijas substratu pieejamibas regulicija

Brivo taukskabju un AK koncentracija plazma tuk$a dusa proporcionali palielinas
paaugstinatas lipolizes un aktivéta taukskabju metabolisma rezultata, savukart, AK sintéze
samazinas, kad notiek insulina signalcela aktivacija péc €sanas (Mihalik et al., 2010). Veselos
individos tuksa dasa taukskabju un AK koncentracijas ir paaugstinatas, bet insulina Itmenis ir
zems, lidz ar to nav iespgjams izdarit secinajumus par insulina jutibu (Liepinsh and
Dambrova, 2018). Turpretim postprandiala stavokli augstas brivo garkézu taukskabju un AK

koncentracijas varétu uzskatit par insulina rezistences markieriem, ta raksturojot insulina
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nespé&ju kavét trigliceridu metabolismu adipocitos, ka ari nesp&ju apturét taukskabju

metabolismu muskulos un sirdi, kavéjot CPT1 (Ramos-Roman et al., 2012; Newgard, 2017).

3.10. GarkeZu acilkarnifinu iesaiste insulina rezistences patogenézée

Metabola elastiba ir Stnu sp&ja pielagoties konkrétam metabolajam stavoklim un
energijas substratu pieejamibai (Goodpaster and Sparks, 2017). Insulina rezistencei raksturigs
metabolas elastibas trikums, ka rezultata notiek tadu lipidu metabolisma starpproduktu
uzkrasanas, ka DAG, keramidi, garkézu taukskabes un to AK (Makrecka-Kuka et al., 2020).
Pieradits, ka postprandiala stavokli paaugstinata garkézu AK koncentracija plazma izraisa
izteiktu hiperinsulin€miju, insulina rezistenci un hiperglikémiju pelés (Liepinsh et al., 2017).
Tacu garkézu AK loma icksStnas signalcelu regulacija Iidz $im pétita salidzino$i maz.
Garkézu AK nozimi insulina signalcela regulacija apliecina pétijumi, kas parada, ka garkézu
AK izraisa Akt fosforilacijas samazinasanos ex vivo (Aguer et al., 2014; Blackburn et al.,
2020) un in vivo (Liepinsh et al., 2017) modelos, tom&r precizi molekularie mehanismi lidz

§im hav zinami.

Apméram 90% diab&ta pacientu ir 2. tipa diab&ts, kas ir metabola saslimsana, ko
raksturo insulina rezistence, ka ar1 hiperglikémijas un hiperlipidémijas izraisitas
komplikacijas. Diab&ta pacientiem, kuriem noverojama insulina rezistence, insulina
ievadiSana nesp€] samazinat kop€jo cirkulgjoso AK daudzumu plazma tik pat efektivi ka
veseliem individiem (Mihalik et al., 2010). Tiesi tad€] augsts garkézu AK limenis tiek saistits
ar paaugstinatu 2. tipa diabéta attistibas risku (Sun et al., 2016b). Atseviskas publikacijas
aprakstiti rezultati, kas liecina, ka gan 2. tipa diab&ta, gan metabola sindroma pacientiem
galvenokart paaugstinats ir iskézu AK Iimenis plazma (Bene et al., 2013; Libert et al., 2018;
Cao et al., 2020). Tomér §ie m&rjjumi nav saistami ar insulina rezistenci, jo plazmas paraugi,
kas analizeti Sajos pétjjumos, no pacientiem nemti tuksa dusa, - stavokli, kad AK limenis
fiziologiski ir paaugstinats (Hoppel and Genuth, 1980), tad&jadi precizi neatspogulojot realo
situaciju (Liepinsh and Dambrova, 2018). Par spiti pétjjumiem, kas saista garkézu AK
akumulaciju audos un tas izraisitos metabolisma trauc€jumus, ko novéro pacientiem ar
aptaukosanos, hiperglikémiju un 2. tipa diab&tu, Sobrid literatiira trukst datu par konkrétiem
audiem specifisku insulina rezistenci un saistibu starp garkézu AK Iimeni un glikozes

metabolisma procesiem.

Garkézu AK akumulaciju un tai sekojoSos traucgjumus energijas metabolisma

regulacija novéro aptaukoSanas un 2. tipa diab&ta attistibas gaita (Mihalik et al., 2010).
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Noverots, ka garkézu AK Ilimenis ieveérojami paaugstinas prediabéta gadijuma, izraisot
traucgjumus glikozes limena regulacija (Zhang et al., 2014). Uz garkézu AK paaugstinajumu
ka svarigu metabolo trauc€umu c€loni norada tas, ka pacientiem ar insulina rezistenci
insulina jutibu var uzlabot, ja farmakologiski vai genétiski samazina garkézu AK Iimeni
(Ramos-Roman et al., 2012; Wicks et al., 2015; Dambrova et al., 2016). Turklat pieradits, ka
garkézu AK akumulacija prediabéta un 2. tipa diab&ta gadijuma nav saistita ar par&jo lipidu

profila izmainam (Mai et al., 2013).

Garkézu AK akumulacija var pasliktinat kardiovaskularas sistémas darbibu. Daudzi
petijumi norada uz to, ka pacientiem ar augstaku plazmas garkézu AK Ilimeni,
kardiovaskularo slimibu komplikacijas izpauzas ievérojami smagaka forma (Ueland et al.,
2013; Ahmad et al., 2016; Strand et al., 2017). Papildus smagakam kardiovaskularajam
komplikacijam, garkézu AK akumulacija tiek saistita arT ar pasliktinatiem sirds
funkcionalajiem parametriem, pieméram, samazinatu sirds izsviedes frakciju (Hunter et al.,
2016). So iemeslu dél ir jaturpina AK molekularo mehanismu pétijumi, skaidrojot AK lomu

kardiometabolo saslim$anu patogenéze.

3.11. Glikozes tolerances testa neizmantotdas iespéjas diagnostika

Kliniskaja situacija postprandialais metabolisma stavoklis ir griiti raksturojams; tadel,
lai labak raksturotu pacientu glikozes toleranci, diagnostikas nolikos tiek ieteikts glikozes
tolerances tests (GTT), glikozes koncentracijas mérjjumus veicot 2 h laika péc glikozes
uznemsanas. GTT regulari tiek izmantots ka diagnostikas metode, tacu biitu nepiecie$ama ari
papildus mérjjumu veikSana, lai noteiktu taukskabju un to metabolisma starpproduktu
koncentracijas tuks$a dasa un 2 h péc glikozes ievadisanas. Papildus prieksrociba, taukskabju
metabolitu noteikSanai GTT laika, ir metabolisma parejas no tuksas duisas uz postprandialo
stavokli raksturo$ana, kas liecinatu par metabolisma sp&ju parslégties starp dazadiem

energijas substratiem.
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4. Materiali un metodes

4.1. Izmantotie materiali

NovoRapid® asparta insulinu (100 vienibas/mL Novo Nordisk, Bagsvérda Danija),
sotrastaurinu (Cat. No. 16726, Cayman Chemical, Ann Arbora, Micigana, ASV) un (R)-(+)-
etomoksira natrija sali (Cat. No. 4539 Tocris Bioscience, Abingdona, Apvienota Karaliste)
pirms lictoSanas atSkaidija sterili filtréta PBS bufer§kiduma (137 mM NaCl (Merck KGaA,
Darmstate, Vacija), 2,7 mM KCI (Merck KGaA), 10 mM Na:HPO4 (ACROS Organics™,
Valthama, Masacuseta, ASV), 1,8 mM KH2PO4 (ACROS Organics™), pH 7,4). BVT948
(Cat No. 16615, Cayman Chemical) un vortmaninu (Cat. No. 1232, Tocris Bioscience)
Skidinaja dimetilsulfoksifa (DMSO) (Cat. D8418, Merck KGaA). Palmitoilkarnitina hloridu
sintez€ja no karnitina un palmitoilhlorida, vadoties péc sintézes metodes (Attels 4), ko
aprakstijis Nivet ar kolégiem (Nivet et al., 1991). BMOV sintez&ja péc iepriek$ aprakstitas

metodes (Caravan et al., 1995).
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Attéls 4. Palmitoilkarnitina sintézes shéma.
4.2. In vitro pétijumi

Eksperimentiem izmantoja CHO INSR 1284 sinu liniju, kas parekspresé cilvéka
insulina receptoru (InsR) (Sommerfeld et al., 2010). Lai noskaidrotu, kuras no insulina
signalcelu kontrolgjosajam fosfatazém ir iesaistitas noveéroto PK efektu nodroSinasana,
izmantoja fosfatazu inhibitorus: bis(maltolato)oksvanadiju (IV) (BMOV) un BVT948, kas
inhibé PTP1B (Peters et al., 2003; Liljebris et al., 2004; Thompson and Orvig, 2006) un cinka
sulfatu, kas kavé PP2A aktivitati (Vardatsikos et al., 2013; Xiong et al., 2015). Sotrastaurins
bloké no DAG atkarigo PKC izoformu aktivitati (Kawakami et al., 2004), laujot noteikt, vai
garkézu AK ietekme uz Akt Ser473 fosforilaciju norisinas ar PKC izoformu iesaisti. Lai
sikak izpétitu garkézu AK ietekmi uz insulina sekréciju, izmantoja insulinu sekretéjoso $tinu

Iiniju RINSF (Gazdar et al., 1980).
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4.2.1. Eksperimenti Siinu linijas

CHO INSR 1284 (ATCC® CRL-3307™) §iinu kultdra tika iegita no ATCC® (Lielpin,
Lomianki, Polija). Siinas audzéja Ham’s F-12 ar Glutamax (ThermoFisher Scientific,
Valthama, Masacuseta, ASV) $tunu vidé, kas papildinata ar 10% fetalo liellopa serumu
(Merck KGaA) un 0,34 mg/mL higromicina B (Santa Cruz Biotechnology, Heidelberg,
Vacija). Stnas tika inkubétas HERAcell VIOS 160i CO inkubatora (ThermoFisher
Scientific) 37°C temperatiira ar 5% CO2. Dienu pirms eksperimenta Siinas izs€ja audu kultaru
platds (Sarstedt, Niimbrecht, Vacija) ar §tinu blivumu 10%/mL. Lai veicinatu $tinu adh&ziju,
Sunu plati inkubatora ievietoja vismaz 12h pirms eksperimenta sakuma. Pirms
eksperimentiem $Gnu vidi nomainija pret 1| mL DMEM Low Glucose (Merck KGaA) bez
seruma. Lai nodroSinatu to, ka S$iinas visos laucinos paklautas vienadiem apstakliem,
kontroles laucinos pievienoja Skidinatajus attiecigajas koncentracijas (Attéls 5). Péc
inkubacijas §tnu vidi noné€ma un §tinam pievienoja urinvielu saturosu liz€joso buferskidumu.

Paraugu iesaldg€ja -80°C lidz talakiem meérijumiem.
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Attels 5. CHO InsR1284 Siinas veikto eksperimentu grafiskais attélojums.
Palmitoilkarnitina (PK) izraisitie efekti uz insulina signalcelu ar insulinu stimulétas
Stnas (A). PK izraisitie efekti uz insulina signalcelu ar BMOV un BVT948 stimul&tas
Stinas (B). Sotrastaurina un cinka sulfata ietekme uz PK izraisitajiem efektiem ar
insultnu stimul&tas Siinas (C).
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RIN-5F (ATCC® CRL-2058™) §inu liniju ieguva no ATCC® (Lielpin). Siinas
audz&ja RPMI 1640 vide (ThermoFisher Scientific), kas papildinata ar 10% fetalo liellopa
serumu (Merck KGaA). Aptuveni 24 h pirms eksperimenta uzsakSanas $tinu vidi nomainija
pret bezseruma DMEM Low Glucose (Merck KGaA), kam sekoja vél viena vides maina pret
DMEM Low Glucose (Merck KGaA) vai DMEM High Glucose (Cat. D1152, Merck KGaA)
ar dazadam PK koncentracijam (1-10 uM). Péc 1 h Stnu vidi savaca un centrifugéja pie
380 x g, lai atbrivotos no S$tinam, kas atdalijusas no platites (Attels 6). Supernatantu iesaldéja

-80°C I1dz talakiem insulina m&rfjumiem.
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Attels 6. RIN-5F Siinas veikta eksperimenta grafiskais attélojums

Izmantotajas $tnu linijas regulari tika veikta mikoplazmu kontaminacijas kontrole,
izmantojot MycoProbe mikoplazmu detekcijas komplektu (R&D Systems, Inc., Mineapole,
Minesota, ASV). Iesp&jama baktériju un raugu kontaminacijas kontrole tika veikta, vizuali

parbaudot katru §tinu plati pirms eksperimenta uzsaksanas.

4.2.2. Proteinu koncentracijas noteikSana

Proteinu koncentraciju $tinu un audu lizatos noteica, izmantojot vienkarSoto Laurija
(Lowry) proteinu noteikSanas metodi (Peterson, 1977), standartliknei izmantojot liellopa

seruma albuminu (Cat. EQBAH66, Europa Bioproducts Ltd, Celsvorta, Apvienota Karaliste).

4.2.3. Imunoblotu analize

Stinas péc eksperimenta liz&ja urinvielu saturo$a buferskiduma (4 mM urinviela (Cat,
U5378, Merck KGaA), 140 mM Tris baze (Cat, 648310, Merck KGaA), 1% SDS Cat. L3771,
Merck KGaA), 1 mM glicerolfosfats (Cat. G9891, Merck KGaA), 1 mM NaF (Cat. 60-013-
87, ThermoFisher Scientific), 10uM leupeptins (Cat 1167, Tocris Bioscience),
1 uM pepstatins A (Cat 1190, Tocris Bioscience), 1 uM aprotinins (Cat. A1153 Merck
KGaA) un 100 uM (2-aminoetil) benzénsulfonil fluorids (AEBSF) (Cat. A8456, Merck

KGaA), stnu lizatu apstradajot ar ultraskanu 10 sekundes ar 20% amplitidu, izmantojot
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ultraskanas generatoru (Cole-Parmer processor, Vernon Hilsa, llinoisa, ASV). Paraugus péc
apstrades 1idz mérfjumu veik3anai uzglabaja -80°C. Sinu lizatus pirms elektroforézes sajauca
ar seskartigu Laemli buferskidumu (12% SDS, 60 mM Tris pH 6.8, 47% glicerinu (Cat.
G7886, Merck KGaA), 0.93% DTT (Cat. 3154 Tocris Bioscience), un 0.06% bromfenola zilo
(Cat. 15613840, ThermoFisher Scientific), katra SDS PAGE géla bedrité iepildija 20 ug
kopgja proteina. SDS PAGE g¢ls sastavéja no 2% koncentrgjosa, un 8% sadalosa géla.
Elektroforézi veica, izmantojot ThermoScientific elektroforézes iekartu. Pec elektroforézes
proteinus no g€la parnesa uz membranu (Invitrogen™ iBlot™ 2 Transfer Stack PVDF,
ThermoFisher Scientific), izmantojot sausas blotéSanas sisttmu (iBlot 2, ThermoFisher
Scientific). Péc proteinu parneses PVDF membranu 1 h blok&ja ar 5% liellopa seruma
albumina $kidumu un 14 h inkubgja ar primarajam antivielam (Tabula 2) +4°C temperatiira.
P&c inkubacijas membranas skaloja Tris buferskiduma (150 mM NaCl) un 50 mM Tris, pH
7.6) un 1h inkub&ja ar antivielam, kas konjugétas ar marrutku peroksidazi (Tabula 2).
Imunoblotu att€lus ieguva, membranam pievienojot hemiluminiscences substratu (Cat.
WBKLS0500, Merck KGaA) un ekspongjot tas Azure c400 attélveidosanas iekarta (Azure
Biosystems, Dublina, Kalifornija, ASV). Proteinu joslam noteica relativo daudzumu,
izmantojot AzureSpot programmattru (Azure Biosystems). Lai novérstu dazada ekspozicijas
ilguma rezultata veidojusas variacijas starp joslam, katras grupas ietvaros aprékinaja grupas

vidgjo joslu intensitates vertibu, ar kuru izdalita katra individuala joslas vértiba grupa.
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Tabula 2. Darba izmantotas antivielas

Nosaukums Atskaidijums Kat.Nr., Lote Razotajs
Phospho-Akt (Ser4d73) Cell Signaling Technology,
) 1:2000 cat. #4060, Lot: 23
(D9E) XP® rabbit mAb Denvera, Masactseta, ASV
Insulin receptor 3
(Tyr1150/1151) (19H7) 1:1000 cat. #3024, Lot: 15 Cell Signaling Technology
rabbit mAb
Akt (pan) (C67E7) rabbit o
1:2000 cat. #3024, Lot: 15 Cell Signaling Technology
mADb
Anti-actin Ab-5 C4 1-4000 cat. 612656, Lot: BD Bioscience, San Hosg,
antibody ' 7033721 Californija, ASV

HRP-linked anti-rabbit

o 1:50000 cat. #7074, Lot: 26 Cell Signaling Technology
IgG antibodies

HRP-linked anti-mouse o
o 1:50000 cat. #7076, Lot: 33 Cell Signaling Technology
IgG antibodies

4.2 4. PTPI1B aktivitates noteikSana

Attiritu PTP1B enzimu un tirozina fosfopeptidu (RRLIEDAEpYAARG) (Cat. 12-217,
Merck KGaA) inkub&a BMOV un PK klatbiitné. Reakciju apturéja, pievienojot fosfatazu
inhibitoru kokteili (PIC II). Fosfatazes aktivitati noteica reakcijas maisijuma (100 mM Hepes
pH 7.5 (Cat A0302497, ACROS Organics™), 20 mM EDTA (Cat. 254045-500 g, Merck
KGaA), 0.1% liellopa seruma albumins, 0.015% Brij-35 (Cat. 8019621000, Merck KGaA)),
meérot defosforiléta un fosforiléta peptida attiecibu, par standartu izmantojot gan tirozina
peptida fosforileto (RRLIEDAEpYAARGQG), gan defosforiléto (RR-src)
(RRLIEDAEYAARG) (Cat. BML-P308-0001, Enzo Life Sciences, Inc., Lausanne, Austrija)
formu. Peptidu koncentracijas noteikSanai izmantoja Waters Acquity Skidumu
hromatografijas sisttmu (Waters UK, Elstre, Apvienota Karaliste) un Waters Quattro Micro
or Waters Xevo TQ-S masas spektrometru (Waters UK).

4.3. In vivo pétijumi

4.3.1. Dzivnieku modeli

Visas eksperimentalas procediiras ar laboratorijas dzivniekiem veica saskana ar Eiropas
Savienibas direktivu 2010/63/EU, ka ar tas saskanoja ar Latvijas Republikas Partikas un

veterinaro dienestu un Dzivnieku aizsardzibas &tikas padomi. In vivo eksperimentus

23



aprakstija saskana ar ARRIVE vadlinijam (Kilkenny et al., 2010; McGrath et al., 2010).
Dzivniekus (peles un zurkas) tur€ja individuali ventil§jamos standarta sprostos ar skaidu
pakaiSiem un migas materialu, pa pieciem dzivniekiem katra sprosta. Eksperimentaliem
dzivniekiem nodroSindja uzturSanas standarta apstaklus (gaisa temperatira 21-23 °C,
relativais gaisa mitrums 65 % 10%, 12h gaismas-tumsas cikls). Baribai izmantoja
standartizeto di€tu R70 (Lactamin AB, Mjolby, Zviedrija), ja vien atseviski nav noradita

speciala bariba. Bariba un dzeramais tidens bija pieejami bez ierobezojuma.

Kopuma eksperimentiem izmantoja 56 Wistar zurku tévinus (320-350 g) un 21 CD1
pelu tévinus (35-38 g), kurus iegadajas no Harlan Laboratories BV (Niderlande), ka arl
20 C57bl/6N pelu tevinus (7 ned€las) (Envigo, Horsta, Niderlande), 10 diabétisko db/db
(BKS.Cg-+Lepr/+Lepr/OlaHsd) pelu tévinus un lidzvértiga vecuma 10 kontroles db/L pelu
teévinus (7 nedélas) (Envigo). Eitanazijai izmantoja dekapitaciju, lai izvairitos no anestézijas
izraisitiem blakusefektiem, kas varetu ietekmét AK profilu, bet vienlaicigi nodroSinatu audu

panemsanu, noversot dzivnieku cieSanas.

4.3.2. Acilkarnifinu profilu audos

Wistar Inijas zurkas p&c nejausibas principa sadalija 2 eksperimentalajas grupas:
postprandiala (n=7) un tuk3as disas grupa (n=7). Zurkam postprandiala grupa pieeja
€dienam netika ierobezota, savukart, tukSas dusas grupa pieeju €dienam liedza 18 h pirms
eksperimenta. Pieeju &dienam ierobeZoja gaismas cikla beigas. No dzivniekiem panéma

plazmu, sirdi, augsstilba muskuli, aknas, nieres, un epididimalos taukus (Attéls 7).

n=7
Plazma, sirds, muskuli, Acilkarnittnu
. n=7 aknas, nieres, epididimalie profils, biokTmiskie
" 7> tauki parametri
Tuksa dasa
Wistar Zurkas

n=14
Attels 7. Eksperimenta shema acilkarnitinu profila noteikSanai audos tuksa
diisa un péc esanas stavokli.

Lai veiktu GTT, izmantoja papildus 30 Wistar zurkas (5 dzivnieki katra laika punkta).
Dzivniekiem pirms GTT uz 18 h liedza pieeju baribai. Plazmu un audu paraugus (sirds,
augsstilba muskulis, aknas, nieres un epididimalos taukus) panéma 0; 0,5; 1; 2; 4 un 6 h péc

glikozes ievadisanas un Iidz mérjjumu veiksanai uzglabaja -80°C (Attels 8).
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2 Glikoze n=5 n=5 n=5 n=>5 = =5
Wistar Zurkas 0.5gkg - /

Tuksa disa Acilkarnitinu
n=30 ) ) ) profils
Plazma, sirds, muskuli, aknas, tauki :

biokimiskie
parametri

Attels 8. Eksperimenta shema acilkarnitinu profila izmainu noteikSanai glikozes
tolerances testa laika.

4.3.3. Fiziskas slodzes ietekme uz organu acilkarnifinu profilu

Fiziskas slodzes eksperimentam izmantoja piespiedu skrieSanas/ieSanas iekartu
(PsymCon Model 35500, Lafayette Instrument, Lafajete, ASV). Ned€lu pirms eksperimenta
peles (n = 14) pakapeniski pieradindja pie aparata. Pirmaja un otraja diena pelém lika iet
30 min ar atrumu 3 m/min, tre$aja — 40 min ar atrumu 3,5 m/min, ceturtaja — 50 min ar
atrumu 4 m/min, un piektaja diena peles skr&ja 60 min ar atrumu 5 m/min. Pelém 18 h pirms
eksperimenta liedza pieeju baribai. Lai nodroSinatu zemu sakotng&jo AK limeni plazma, pelém
30 min pirms skrieSanas intraperitoneali ievadija glikozi (0,3 g/kg). Péc 30 min 7 peles
ievietoja skrieSanas kamera un lika skriet 60 min ar atrumu 10 m/min, bet 7 atlikusas peles
izmantoja ka mazkustigo kontroles grupu. P&c eksperimenta panéma plazmu, sirdi un
augSstilba muskulus (Attels 9). Paraugus iesaldgja Skidraja slapeklt un lidz mérijjumu

veikSanai uzglabaja -80°C.

D
Glikoze
o 0.3 glkg
CD1 peles

n=14

Skréjiens 1 h
. Acilkarnitinu profils,
Plazma, sirds, biokimiskie

muskuli. parametri

Statiska
kontrole

Attels 9. Eksperimenta sheéma, lai noskaidrotu fiziskas aktivitates ietekmi uz
acilkarnitinu Itmeni plazma, sirdi un muskulos.

4.3.A. Taukskabju oksidacijas un acilkarnifinu efluksa noteikSana sirdi

Izoleto organu eksperimentam izmantoja 12 dzivniekus. Radioieziméta palmitata
([9,10-*H]-palmitats (BioTrend, Kelne, Vacija) (specifiska aktivitate, 60 Ci/mmol))
oksidésanas atrumu mérija tuk§a disa eso$u Wistar zurku sirdis. Zurkas anestezgja, ievadot
natrija pentobarbitala (60 mg/kg i.p.) (Alfasan, Verdena, Niderlande) un heparina
(Panpharma, Luitre-Dompira, Francija) (1000 1U/kg) $kidumu. Sirdis izgrieza un caur aortu

perfuzgja ar oksigenétu (95% O - 5% COy) perfuzijas Skidumu ar konstantu spiedienu 70
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mmHg. Sirdis 30 min perfuzgja ar Krebsa-Henseleita (KH) buferskidumu (118 mM NaCl,
4,7 mM KCI, 2,52 mM CaCl; (Cat. 207780010, ACROS Organics™),, 1,64 mM MgCl (Cat.
246964, Merck KGaA), 24,88 mM NaHCOz (Cat. 447100010, ACROS Organics™),
1,18 mM KH2PO4 un 0,05 mM EDTA, pH 7,4 37°C temperatura). Lai imitetu tuksas disas
stavokli, izmantoja bufer§kidumu, kas saturgja 0,8 mM natrija palmitatu (Cat. P0007, TCI
Chemicals, Antverpene, Belgija), 2% licllopa seruma albuminu, 5mM glikozi (Cat.
B05CXO01, Fresenius, Runkorna, Apvienota Karaliste) un 0,3 ng/mL insulinu. Lai atdarinatu
pareju no tuksas diisas uz postprandialo stavokli, perfiizijas buferSkidumu papildinaja ar
glikozi (10 mM gala koncentracija) un insulina aspartu (3 ng/mL). Péc 1 h ilgas perfizijas
buferskidumu uz 10 min nomainija uz KH buferskidumu ar ([9,10-3H] palmitatu. Palmitata
oksidaciju noteica, mérot [*H].0 izdali$anos no metabolizéta palmitata. Papildus tam panéma

perfuzatu, kura péc tam mérija AK profilu, lai noteiktu AK efluksu no sirds (Attels 10).

Insulins 3 ng/mL [9,10-2H] palmitats
- Glikoze 10 mM 10 min

w 30 min 60 min%m/in}
DV \/’
Perfiizija Krebsa Henseleita buferskiduma.
0,8 mM natrija palmitats, 2% albumins
Wistar Zurkas sirds ™
n=12 [FH].0,
Adaptacija Acilkarnitinu profils perfuzata
un audos

Attels 10. Eksperimenta shema acilkarnitinu profila izmainu noteikSanai
izoletas sirds modelr.

4.3.5. Energijas metabolisma noteikSana muskulos

Muskulu energijas metabolisma ipaSibas noveértéja ar netieSo gazu kalorimetriju,
izmantojot PhenoMaster sistému pelem (TSE Systems, Berline, Vacija). Ar PhenoMaster
sisttmu noteica ari uznemto baribas un tdens daudzumu. Peles (n =15) sakotn&ji 72 h
adaptéja PhenoMaster sistéma. Adaptétajam pelem 16h pirms glikozes ievadiSanas
(0,5 mg/kg i.p.) liedza pieeju baribai. Mérot skabekla patérinu (VO2) un oglekla dioksida
veidosanos (VCO2), aprékinaja elpoSanas koeficientu (RER), kas parada energijas

metabolisma profilu skeleta muskulos.

Izoleto muskulu eksperimentam augsstilba muskuli izol€ja un parnesa uz ledusaukstu
KH buferskidumu. Talak muskuli pievienoja pie speka sensora, poziciongjot starp diviem
platina gredzeniem, lai muskuli butu iesp&ams elektriski stimulét un registrét muskula

kontrakcijas. Muskuli sakotn&ji optimali iestiepa, kam sekoja stimulacija ar supra-maksimalu
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spriegumu. Muskulu kontrakciju eksperimentu veica KH buferSkiduma, kas saturgja
0,8 MM natrija palmitatu, kas konjugéts ar 2% liellopa seruma albuminu, 5 mM glikozi, un
0,3 ng/mL insulinu. Izoléto muskulu adaptacija ilga 30 min, p&c kuras ik pa 10 min panéma

buferskidumu, lai noteiktu AK efluksu no muskula (Attéls 11).

Kontrakcijas Krebsa Henseleita buferskiduma.
0,8 mM natrija palmitats, 2% albumins
0 min 30 min 40 min || 50 min | | 60 min [ | 70 min
CD1 pelu
pakalkajas muskulis
n=4

[ Adaptacija ‘

Izdalito acilkarnitnu daudzums }

Attéls 11. Eksperimenta shéma acilkarnitinu izpliiSanas noteikSanai no izoléta,
kontrahgjosa muskula.

4.3.6. Insulina rezistences un diabeéta eksperimentalie modeli

Eksperimentiem izmantoja 20 C57bl/6N pelu tevinus (Envigo), kurus péc nejausibas
principa iedalija 2 grupas. Kontroles C57bl/6N grupa (n = 10) 8 ned€las sanéma standarta
R70 baribu (Lantménnen, Stoholma, Zviedrija). Otrai grupai (n=10) izraisija insulina
rezistenci, 8 nedélas dodot HFD (21% tauki un 0,15% holesterins) (Special Diets Services,
Horlija, Apvienota Karaliste) (Attéls 12). Papildus eksperimentam izmantoja 10 db/db
(BKS.Cg-+Lepr®/+Lepri®/OlaHsd) pelu tevinus ar izteiktu 2. tipa diabétu un lidzvertiga

vecuma 10 kontroles normoglik€miskus pelu db/L tévinus (Envigo).

n=10 j

n=10
C57bl/BN
Db/L peles Db/db peles
n=10 n=10
( Kontrole } [

Attels 12. Eksperimentalo 2. tipa diabéta un insulina rezistences modelu izveide.

Insulina rezistences Kontrole 1 2. tipa diabéts ‘

4.3.6. Glikozes tolerances tests un glikozes uznemSana audos

Lai veiktu glikozes tolerances testu, pelém 16 h pirms eksperimenta sakuma liedza
pieeju baribai. Eksperimenta sakuma tuksa diisa panéma asins paraugu, tad intraperitoneali
ievadija glikozes skidumu (0,5 g/kg kermena svara) un panéma asins paraugus 1 un 2 h péc
glikozes ievadiSanas. Lai noteiktu no insulina atkarigo glikozes transportu audos, pelém
1 h 50 min péc glikozes ievadiSanas zemada ievadija fiziologisko $kidumu, kas satur&ja 1 pCi

2-[1,2-3H]-dezoksi-D-glikozes (BioTrend) (([*H]-DOG), specifiska aktivitte, 60 Ci/mmol).
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Péc 10 minitém peles dekapitéja un panéma sirds, skeleta muskulu un taukus. Visus

paraugus lidz mérijumu veikSanai uzglabaja -80°C (Attels 13).

HFD R70 1h
n=10 n=10 O Ui 50min 1
Insulina rezistence Glikoze
> 0.5 g/kg Plazma, sirds,
Plazma muskuli, aknas,
v r~ tauki
Db/d DbiL hd
n=10 n=10 Acilkarnitinu profils, [*H}-DOG saturs audos,
2. tipa diabéts J biokimiskie parametri

Attels 13. Eksperimenta shéma insulina rezistences un 2. tipa diabétam
raksturigas audu specifiskas insulina rezistences noteikSanai.

4.3.7. Biokimisko parametru noteikSana plazma un audos

AK profilu plazmas un audu paraugos noteica, izmantojot Waters Acquity skidumu
hromatografijas sisttmu un Waters Quattro Micro vai Waters Xevo TQ-S masas
spektrometru (Liepinsh et al., 2017). AK koncentracijas plazma izteiktas pM vienibas,
savukart, audos ka nmol/mg audu. AK daudzumu organos aprékindja, nemot véra kopgjo
organa svaru vai plazmas tilpumu. Plazmas brivo taukskabju koncentraciju noteica,
izmantojot komerciali pieejamo enzimatiskas reakcijas test€Sanas komplektu (Wako,
Hamburga, Vacija) saskana ar razotdja instrukcijam. Glikozes daudzumu asinis noteica,
izmantojot MediSense Optium (Abbott Diabetes Care, Londona, Lielbritanija) glikozes
meritaju un testu strémeles. Plazmas insulina koncentraciju noteica, izmantojot zurku/pelu
insulina ELISA komplektu (Merck KGaA). HbAlc koncentraciju noteica ar automatiz&to

hemoglobina testésanas sistému (DCA Vantage Analyzer, Londona, Apvienota Karaliste).

4 4. Statistiska analize

Datu apkopoSanai un analizei lietoja visparpienemtas statistikas metodes, izmantojot

programmu GraphPad Prism (GraphPad, Inc., San Djego, Kalifornija, ASV).

In vitro stnu eksperimentos rezultati izteikti ka vidgjas veértibas + standartnovirze. Lai
noteiktu datu atbilstibu normalsadalfjumam, izmantoja Sapiro-Vilka (Shapiro-Wilk)
normalsadalijuma testu. Ja datu izkliede atbilda normalsadalijumam, statistisko ticamibu
noteica izmantojot vienvirziena dispersijas analizi ar Duneta (Dunnett’s) vairakkart&jo
salidzinajumu testu, bet ja datu izkliede neatbilda normalsadalijumam, izmantoja Kruskala-

Valisa (Kruskal-Wallis) testu ar Dunna (Dunn’s) vairakkart€jo salidzinajumu testu.
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Rezultatus, kurus ieguva no in vivo un ex vivo eksperimentiem, izteica ka vid&jas
vertibas + vidéjo standartkladu (standard error of the mean) (SEM). Statistikas testiem
izmantoja Stjudenta t-testu vai vienvirziena dispersijas analizi ar Tukija (Tukey’s) p&ctestu.

Rezultatus uzskatija par ticamiem, ja p<0,05.
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5. Rezultati

5.1 Garkezu acilkarnitinu ietekme uz insulina signalcelu

5.1.1 Palmitoilkarnifina ietekme uz InsR un Akt fosforilaciju

CHO sunu stimulacija ar 10 nM insulinu palielinaja InsR Tyrl151 fosforilaciju
25 reizes (Attels 14A, B) un Akt Ser473 fosforilaciju 47 reizes (Attels 14A, C). Kad Stnas
tika stimulétas ar insulinu 10 pM PK klatbatng, InsR Tyrl151 fosforilacijas limenis
samazinajas par 35 % 24% (p <0,05) salidzinagjuma ar insulina stimulétam S$tnam (Attels
14B). PK pievienosana $tnu videi samazinaja ari insulina izraisito Akt Ser473 fosforilaciju
par 66 = 12% (p <0,05) (Attels 14C). Insulina stimulétas $tnas CPT1 inhibitors, etomoksirs,
nesamazingja InsR Tyrl151 un Akt Ser473 fosforilaciju, noradot uz to, ka iekssiinas
AK Iimenis neietekmé insulina signalcelu (Att€ls 14D, E, F). legiitie rezultati lauj secinat, ka

PK klatbiitne ievérojami samazina insulina izraisito InsR un Akt Ser473 fosforilaciju.
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Attéls 14. Palmitoilkarnitina (PK) un etomoksira ietekme uz InsR un Akt
fosforilaciju insulina stimulétas CHO InsR 1248 Sianas. CHO InsR 1284 S§iinas
10 min inkub&tas DMEM LG vidé ar 10 nM insulinu un 10 pM PK. InsR Tyr1151 (B,
E) un Akt Ser473 (C, F) fosforilacijas limenis nestimulétas $tnas ir loti zems, un
10 pM PK pievienoSana neizraisija detekt€jamas izmainas Akt fosforilacija. Galvena
uzmaniba tika veltita insulina izraisitajai InsSR Tyr1151 un Akt Ser473 fosforilacijai,
kura ievérojami samazinajas 10 UM PK klatbiitn€. Reprezentativas Western blota joslas
no insulina stimulétajam $tnam (B, C, D, E). Relativa InsR Tyr1151 un Akt Ser473
fosforilacija aprékinata pret kopg&o Akt joslas intensitati katra parauga. Insulina
stimulétas grupas vid€ja vertiba tika pienemta par 1. Rezultatos attelotas vidgjas
vertibas + standartnovirze. Paraugu skaits B un C panelos: kontrole n =9, PK n =4,
insulina kontrole n =8, insulins + PK n =7. Paraugu skaits E paneli: insulina grupa
N = 6, insulins + etomoksirs n = 4, Paraugu skaits F paneli: insulina grupa n = 6, insulins
+ etomoksirs n = 5. * - norada uz statistiski biitisku izmainu salidzinajuma ar kontroles
grupu, # - norada uz statistiski bitisku izmainu salidzinajuma ar insulina stimuléto
grupu, (vienfaktora dispersijas analize, Tukija tests).

5.1.2. PTP1B inhibicija novers palmitoilkarnifina izraisitos efektus

Lai parliecinatos, vai PK izraisitajam InsR fosforilacijas samazinajumam nepiecieSama

PTPI1B iesaiste, tika izmantots vanadiju saturo$s insulina mimétikis BMOV, kas paaugstina

InsR fosforilacijas limeni, inhib&ot PTP1B. PK (10 uM) pievienoSana BMOV (100 uM)

stimulétam $inam neizraisija izmainas INSR Tyrl151 fosforilacijas intensitaté (Attels 15B),

liecinot par PTP1B iesaisti PK izraisitaja InSR Tyrl151 defosforilacija. Neskatoties uz

saglabato InsR Tyrl151 fosforilacijas limeni, PK klatbiitné tika novérota par 69 * 15%

(p <0,005) samazinata Akt Ser473 fosforilacija salidzinajuma ar BMOV stimuléto kontroli
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(Attels 15C). legitie rezultati lauj secinat, ka PK samazina BMOV izraisito Akt Ser473

fosforilaciju neatkarigi no InsR Tyr1151 fosforilacijas pakapes.
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Attéls 15. Palmitoilkarnitina (PK) ietekme uz InsR un Akt fosforilaciju BMOV
stimulétas CHO InsR 1248 §anas un PTP1B aktivitati in vitro. CHO Stnas tika
inkub&tas 1 h ar 100 uM BMOV, un 10 min pirms $iinu panemsanas tika pievienots
10 uM PK. Ar BMOV stimulétas CHO InsR 1248 stinas InsR Tyr1151 un Akt Ser473
fosforilacijas intensitate ir Iidzvertiga tai, kada tika nov@rota ar insulinu stimul&tas
Stinas. BMOV stimulacijas rezultata PK samazinaja Akt Ser473 fosforilaciju, bet
InsR Tyrl151 fosforilacija netika ietekmé&ta. Reprezentativas Western blota joslas
BMOV stimulétas $tnas (A). Relativa InsR Tyrl151 un Akt Serd73 fosforilacija
aprékinata pret kop&jo Akt joslas intensitati katra parauga. Attirita PTP1B enzima
aktivitate PK un BMOV klatbiitné (D). BMOV stimulétas grupas vidéja vértiba tika
pienemta par 1. Rezultatos att€lotas vidgjas vértibas * standartnovirze. Paraugu skaits
grupa BC paneli: kontrole n =9, BMOV n =8, BMOV+PK n=7. Paraugu skaits D
paneli, kontrole n =4, BMOV n =4, PK n = 4. * - norada uz statistiski biitisku izmainu
salidzinajuma ar kontroles grupu, * - norada uz statistiski biitisku izmainu salidzinajuma
ar BMOV stimuléto grupu, (vienfaktora dispersijas analize, Tukija tests) (p<0,05).

Ta ka BMOV izraisitas PTP1B inhibicijas rezultata PK nesamazinaja InsR Tyr1151
fosforilaciju, tika parbaudita PK ietekme uz attirita PTP1B enzima aktivitati. BMOV 100 pM
koncentracija samazinaja PTP1B aktivitati par 62 +4% (Attels 15D), bet 10 uM PK
klatbiitne PTP1B aktivitates izmainas netika novérotas. Sie rezultati norada uz to, ka PK,

visticamak, netiesi aktivé PTP1B, izraisot InsR Tyr1151 defosforilaciju. PTP1B iesaiste PK
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izraisito efektu nodroSinasana tika parbaudita izmantojot nekonkur&joso PTP1B inhibitoru
BVT948. Insulina stimulétas stinas BVT948 pilniba noveérsa PK izraisito InsR Tyrl151 un
Akt Ser473 defosforilaciju (Attels 16), tadgjadi apstiprinot PTPIB iesaisti garkézu AK

1zraisito efektu nodroSinasana.
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Attéls 16. BVT948 ietekme uz palmitoilkarnitina (PK) izraisitajam izmainam
insulina stimulétas CHO InsR 1248 §ianas. CHO S$iinas 50 min tika inkubgtas ar
25 uM BVT948, kam sekoja 10 min ilga insulina (10 nM) stimulacija 10 pM PK
klatbatne. BVT948 klatbtitné PK vairs nesamazindja InsR Tyr1151 (B) un Akt Ser473
(C) fosforilaciju. Relativa InsR Tyrl151 un Akt Ser473 fosforilacija aprékinata pret
kop&jo Akt joslas intensitati katra parauga. Insulina+BVT948 grupas vidgja vertiba tika
pienemta par 1. Rezultatos att€lotas vidgjas vertibas * standartnovirze. Paraugu skaits
grupa: kontrole n = 5, insulina+BVT948 kontrole n = 12, insulins+tBVT948+PK n = 12.
* - norada uz statistiski butisku izmainu salidzinagjuma ar kontroles grupu (Kruskala-
Valisa tests, Dunna daudzkartgjas salidzinasanas tests (p<0,05)).

5.1.3. PKC un PP2A nepiedalas palmitoilkarnitina efektu nodrosinasana

Lai parliecinatos, vai PK izraisitos efektus nodroSina ar Akt fosforilaciju saistitie
enzimi PKC un PP2A, tika izmantoti $o fosfatazu inhibitori. Stinu inkubacija ar PP2A
inhibitoru cinka sulfatu (Att€ls 17A, B) un no DAG atkarigas PKC izoformas inhibitoru
sotrastaurinu (Attéls 17CD) butiski neietekm&ja insulina (5 nM) izraisito Akt Ser473
fosforilaciju. PK (10 uM) pievienosana insulinam Zn?* klatbGitng izraisija AKt Ser473
fosforilacijas samazinajumu (Attels 17A, B). Sie rezultati norada, ka PP2A nepiedalas PK
izraisitaja Akt Ser473 defosforilacija (Attéls 17B). Sinas inkubgot ar insulina un
sotrastaurtna kombinaciju, tika noveroti lidzigi rezultati, jo ari 100 nM sotrastaurina
pievienoSanai nebija ietekmes uz PK izraisito Akt Ser473 fosforilacijas samazinajumu (Attéls
17D). Sie rezultati lauj secinat, ka PK izraistais efekts nav saistits ar no DAG atkarigajam

PKC izoformam.
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Attels 17. Sotrastaurina un Zn?* ietekme uz palmitoilkarnitina (PK)
izraisitajiem efektiem ar insulinu stimulétas CHO InsR 1248 Sunas. CHO S$iinas tika
1 h inkubétas DMEM LG barotng, kas saturéja 100 uM cinka sulfatu (A) vai 100 nM
sotrastaurinu (C), kam sekoja 10 min inkubacija ar 10 uM PK, 5nM insulinu un
attiecigo inhibitoru. Ta ka gan PP2A, gan PKC regulé Akt nevis InsR fosforilaciju,
Sajos eksperimentos tika meéritas PK izraisitas izmainas tikai Akt Ser473 fosforilacija.
Gan cinka sulfata, gan sotrastaurina kombinacija ar insulinu nenovérsa PK izraisito
Akt Ser473 fosforilacijas samazinajumu. Reprezentativas Western blota joslas insulina
stimulétam CHO stnam 100 UM cinka sulfata (A, B) vai 100 nM sotrastaurina (C, D)
klatbuitne. Relativa Akt Ser473 fosforilacija aprékinata pret kop&jo Akt joslas intensitati
katra parauga. Insulina stimul@tas grupas videja vertiba tika pienemta par 1. Rezultatos
attglotas vidgjas vertibas + standartnovirze. Paraugu skaits paneli B: insultns n = 6, Zn?"*
+ insulins n = 5, PK + Zn?* + insulins n = 6. Paraugu skaits paneli D: insulins n = 3,
sotrastaurins + insulins n = 4 un PK + sotrastaurins + insulins n = 4. * - norada uz
statistiski butisku izmainu salidzinajuma ar kontroles grupu, # - norada uz statistiski
butisku izmainu salidzingjuma ar insulina stimuléto grupu, (vienfaktora dispersijas
analize, Tukija tests) (p<0,05).

Vortmanina klatbiitné InsR aktivitate nav ietekméta (Attéls 18A, B), bet insulina
signals nesasniedz Akt (Attels 18 A, C), jo vortmanins bloké fosfoinozida atkarigas kinazes,

taja skaita ar1 PI3K, kas piedalas signala parnesé starp InsR un Akt.

34



A B
_ 1.59
Insulins, 10 nM + +

Vortmanins, 1uyM = + kDa

pInsR Tyr1151 : 90

pAkt Ser473 60

1.04

0.5+

Relativa InsR Tyr1151 fosforilacija

Kopéjais Akt | S s | 60 0.0+

Relativa Akt Ser473 fosforilacija

Kontrolel Vortmanins
Insulins, 10 nM

Kontrole[Vortmanins

Insulins, 10 nM

Attels 18 Vortmanina izraisitie efekti ar insulinu stimulétas CHO InsR 1248
Sinas. CHO Siinas tika 1h inkubétas DMEM LG barotné, kas satur§ja 1 uM
vortmaninu, kam sekoja 10 min stimulacija ar 10 nM insulinu. PI3K inhibitors
vortmanins neietekméja InsR Tyr1151 fosforilaciju (A, B), bet pilniba noveérsa insulina
stimuléto Akt Ser473 fosforilaciju (A, C). Relativa InsR Tyr1151 (B) un Akt Ser473 (C)
fosforilacija aprékinata pret kop€o Akt joslas intensitati katra parauga. Insulina
stimultas grupas vidgja vertiba tika pienemta par 1. Rezultatos att€lotas vidgjas
vértibas + standartnovirze. Paraugu skaits: insulins n = 6, Zn?* + insulins n = 5, PK +
Zn?* + insulins n = 6. Paraugu skaits paneli D: insulins n = 3, insulins + vortmanins n =
3. # - norada uz statistiski biitisku izmainu salidzinajuma ar insulina stimul&to grupu,
(Stjudenta tests) (p<0,05).

5.1.4. Palmitoilkarnitins palielina insulina sekreéciju

Lai precizétu garkézu AK izraisitas hiperinsulinemijas mehanismus, tika izmantota
insulinu producg€josa RINSF §tinu linija. Inkub&jot RINSF $iinas videé ar PK, tika novérots no
koncentracijas atkarigs insulina sekrécijas pieaugums (Attéls 19A). Zemaka PK koncentracija
(1 uM) neizraisija papildu insulina izdalisanos, savukart, 5 UM un 10 uM PK veicingja
insulina sekréciju, palielinot ta daudzumu $tinu vide 3,6-6,7 reizes salidzinajuma ar kontroles
grupu (Attels 19A). Neskatoties uz to, ka insulina koncentracija $tinu vidé bija paaugstinata
aptuveni 7 reizes, netika nove@rotas statistiski butiskas izmainas Akt Ser473 fosforilacijas
intensitate (Att€ls 19B, C). Nemot véra augsto insulina koncentraciju un nemainigo
Akt Ser473 fosforilacijas intensitati, rezultati liecina par to, ka PK klatbGtné $tinu spé&ja
detektét insulinu ir apgritinata, ka rezultata ir nepiecieSama daudz augstaka insulina
koncentracija, lai sasniegtu insulina sekrécijas apturéSanai nepiecieSamo Akt Ser473

fosforilacijas limeni (Attéls 19C).
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Attéls 19. Palmitoilkarnitina (PK) izraisitie efekti RINSF Sianu linija. RINSF
Stnas tika 1 h inkub&tas vidé ar dazadam PK koncentracijam. Insulina sekrécija PK
klatbuitne (A). Reprezentativas Western blota joslas RINSF §tinas (B). Neskatoties uz to,
ka statistiski bitiskas izmainas Akt Ser473 fosforilacija starp grupam nebija
novérojamas, RINSF Siinu sekretéta insulina koncentracija proporcionali pieauga,
palielinoties PK koncentracijai. Relativa Akt Ser473 fosforilacija aprékinata pret kopgjo
Akt joslas intensitati katra parauga. Insulina sekrécijas intensitate PK klatbiitné ir
ievérojami palielinata, salidzinot ar kontroles grupu (C). Kontroles grupas vid&ja vértiba
tika pienemta par 1. Rezultatos attélotas vidgjas vértibas * standartnovirze. Paraugu
skaits A paneli: kontrole n = 4, PK 1 pM n =4, PK5 uM n =4, PK 10 pM n = 4,
Paraugu skaits C paneli: kontrole n = 9, PK 10 uM n = 9. * - norada uz statistiski
bitisku izmainu salidzinajuma ar kontroles grupu (vienfaktora dispersijas analize,
Tukija tests) (p<0,05).

5.2. Acilkarnitinu plazmas profila veidoSanas

Ve v

Salidzinot AK koncentraciju starp dazadiem organiem, augstaka AK koncentracija bija
noverojama zurku sirdi (390-430 nmol/g) un muskulos (250-350 nmol/g), savukart,
viszemaka AK koncentracija bija novérojama plazma (10-25 uM) un taukaudos (6-8 nmol/g)
(Attels 20). Kopuma organisma vislielakais AK daudzums ir skeleta muskulos, aknas un sirdi
(Attels 20D, E). Neskatoties uz sirds nelielo izméru, AK daudzums sirdi bija lidzveértigs AK
daudzumam asinsrité. Iskézu, vidéja garuma un garkézu AK koncentracijas plazma bija 2,1,
3,4 un 2,6 reizes augstakas tuksa dusa salidzinajuma ar €dusiem dzivniekiem (Attels 20C, D,
E). Sirdi tuksa dasa vidgjo kézu AK daudzums bija par 53% (p = 0,09) (Attels 20B) augstaks,
kamér garkézu AK daudzums gandriz 5 reizes palielinats (Attels 20C), salidzinajuma ar
€duSiem dzivniekiem. Skeleta muskulos 1skézu AK daudzums tuksa disa bija par 24%
zemaks neka €duSiem dzivniekiem (Atte€ls 20A), savukart, vidgjo kéZzu un garkézu AK
koncentracijas muskulos bija attiecigi 3,5 un 2,9 reizes augstakas neka péc &Sanas (Attéls

20B, C). Aknas tuksa dusa bija noveérojams acetil- un vidgjo k&zu AK koncentracijas kritums
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par 21-32% (Attels 20A, B), kamér garkézu AK daudzums bija 2,5 reizes lielaks (Attéls
20C). Acetilkarnitina daudzums epididimalajos taukaudos tuksa dusa bija par 30% zemaks
neka edusa stavokli (Attels 20A), kamér izmainas garkézu AK daudzuma nebija statistiski
bitiskas. Salidzinot ar dzivniekiem postprandiala stavokli, acetilkarnitina daudzums nieres
tuksa dusa bija par 40% zemaks (Attels 20A), savukart, vidéja garuma un garkézu AK
daudzums nebija izmainits (Attels 20B, C). Izmainas vidéja garuma un garkézu AK
koncentracija plazma, bija lidzigas AK daudzuma izmainam sird1 (Att€ls 20D, E), noradot, ka
AK profila izmainas sirdi varétu ietekmét plazmas AK profilu. Kopuma $ie rezultati parada,
ka visizteiktakas AK koncentraciju atSkiribas starp tuksas diisas un édusu stavokli bija audos
ar visizteiktako metabolas pielagosanas spé&ju: sirdi, skeleta muskulos un aknas. Ta ka
plazmas AK koncentracijas izmainas, 1pasi vidgjo kézu un garkézu AK, atspoguloja AK
profila izmainas $ajos audos, plazmas AK koncentracija varétu biit nozimigs markieris, lai

spriestu par AK saturu audos.
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Attels 20. Acilkarnitinu (AK) koncentracijas un kopéjie daudzumi plazma un
organos tuk$a duasa un postprandiala stavokli. TukSa diaisa acetilkarnitina
koncentracija bija ievérojami augstaka plazma, bet samazinata skeleta muskulos, nieres
un taukaudos (A). Vidgjo kézu AK koncentracija dzivniekiem tuksa dasa bija
paaugstinata plazma, sirdi un skeleta muskulos, bet samazinata aknas (B). Garkézu AK
koncentracija bija paaugstinata plazma, sirds un skeleta muskulos ka arT aknas tuksa
dasa (C). Visaugstakas videjo kézu (D) un garkézu (E) AK koncentracijas tika
noverotas sirdi, skeleta muskulos un aknas, turklat AK daudzums plazma bija
lidzveértigs AK daudzumam sirdi. Rezultati izteikti ka vid€jas veértibas £ SEM no 7
dzivniekiem. * - norada uz statistiski butisku izmainu salidzinajuma ar tukSu dasu
(Stjudenta t-tests, p<0,05).

5.2.2. Acilkarnifinu koncentracijas izmainas glikozes tolerances testa laika

Lai novertetu, vai plazmas AK profila mérjjumus var izmantot, lai spriestu par AK
profilu audos, glikozes tolerances testa laika tika mérits AK saturs sirdi, muskulos un aknas,
meklgjot iesp&jamo saistibu starp $o audu un plazmas AK profiliem. GTT laika ievérojams
glikozes un insulina koncentracijas pieaugums tika novérots 30 min p&c glikozes ievadiSanas,
kam sekoja strauja glikozes un insulina koncentracijas samazinasanas, gandriz sasniedzot
sakotngjo limeni (Attels 21A, B). Atskiriba no glikozes un insulina koncentracijas visa
garuma kézu AK koncentracija plazma samazinajas 30 min p&c glikozes ievadisanas, un péc
tam pakapeniski to koncentracijas pieauga (Attéls 22A, B, C). Ta ka 1skézu AK var veidoties
gan glikozes, gan aminoskabju un taukskabju metabolisma rezultata, GTT testa laika iskézu

AK limena izmainas parbauditajos audos bija niecigas. (Attéls 22D, G, J).
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Attéls 21. Glikozes un insulina Kkoncentraciju izmainas plazma glikozes
tolerances testa laika. Péc glikozes ievadiSanas pelu plazma biutiski pieaug glikozes
(A) un insulina (B) koncentracija. Rezultati izteikti ka vidgjas vertibas £+ SEM no 5
dzivniekiem. * - norada uz statistiski biitisku izmainu salidzinajuma ar sakumstavokli
(vienfaktora dispersijas analize ar Tukija p&ctestu, p<0,05).
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Attels 22. Acilkarnitinu (AK) Kkoncentracijas plazma un organos glikozes
tolerances testa (GTT) laika. Iskézu (C2-C5), vid&jo kezu (C6-C12), un garkezu (C13-
C18) AK koncentracijas izmainas dazados organos. Iskézu (Acetil-C2) (A), vidgjo (B),
un garkézu (C) AK koncentracijas plazma samazinajas 30 min péc glikozes ievadiSanas.
Acetilkarnitina izmainas sirdi (D), skeleta muskulos (G) un aknas (J) GTT laika nebija
izteiktas. Sirdi 30 min péc glikozes ievadiSanas bija novérojams bitisks vidéjo (E) un
garkézu (F) AK koncentracijas samazinajums, kam sekoja 1&€ns pieaugums. Muskulos 30
min péc glikozes ievadiSanas palielinajas vid€ja garuma (H) un garkézu (I) AK Iimenis,
kamér aknas vidéja garuma (K) un garkézu (L) AK daudzums bija svarstigs. Rezultatos
att€lotas vidgjas vértibas £+ SEM no 5 dzivniekiem katra laika punkta. * - norada uz
statistiski butisku izmainu salidzinajuma ar sakumstavokli (vienfaktora dispersijas
analize ar Tukija péctestu, p<0,05).

Sirdi 30 min péc glikozes ievadiSanas biitiski samazinajas vid€ja un garkézu AK
koncentracija, kas péc tam laikam ejot graduali palielingjas (Attels 22E, F). Lidzigas
izmainas netika novérotas ne skeleta muskulos, ne aknas (Attéls 22L, K), noradot uz to, ka
vidgja garuma un garkézu AK koncentracija plazma atspogulo AK daudzuma izmainas sirds

muskuli.

Ats8kiriba no miokarda muskuliem skeleta muskuli nereaggja uz Tslaicigam glikozes un
insulina koncentracijas izmainam plazma. Taukskabju metabolisms un vid&jo un garkezu AK
daudzums muskulos GTT laika nebija izmainits (Attels 22H, T). So faktu pamatoja netieas
kalorimetrijas dati, jo RER (0,7) neizmainijas p&c glikozes ievadisanas (Attéls 23D), noradot
uz to, ka skeleta muskulos pareja no taukskabju uz glikozes metabolismu nenorisinas atri,
savukart, sirds sp&j nekavgjoties reagét uz cirkul&joso energijas substratu izmainam un dalgji

parslégt savu energijas metabolismu no taukskabju uz glikozes oksidaciju.
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Attels 23. Energijas metabolisma profils sirdi un muskulos. Sirds perfuzéta
Krebsa-Henseleita buferi, kas papildinats ar taukskabém atbilstosi apstakliem plazma
tuksa dusa (0,8mM palmitats konjugéts ar 2% liellopa seruma albuminu, 5 mM glikoze,
0,3ng/mL insulins). Pievienojot papildus glikozi (10mM) un insulinu (3 ng/mL), tika
atdarinata pareja no tukSas diiSas uz postprandialu stavokli. Palmitata oksidacija
noteikta, mérot [*H.0] izdali$anos no radioieziméta [9,10-H] palmitata. Analizéts ari
AK daudzums perfuzata. Vidgjas vertibas £ SEM, n = 6, * - norada uz statistiski batisku
izmainu salidzinajuma ar kontroles grupu (Stjudenta t-tests, p<0,05).

Sos novérojumus apstiprinaja ari palmitata oksidacijas un garkezu AK efluksa mérfjumi
izol€tos organos. Izolétas zurku sirdis glikozes un insulina pievienosana perfuzijas Skidumam
samazinaja palmitata oksidaciju par 30% (Attéls 23A) un samazinaja vidgjo k&zu un garkézu
AK efluksu no sirds audiem par 43% un 35% (Attels 23B, C). Atskiriba no miokarda,

izol€tajos muskulos netika novérota ne vidéjo kézu, ne garkézu AK eflukss (Attels 23E),

noradot, ka skeleta muskuli nepiedalas plazmas AK profila veidoSana.

Aknas 30 min péc glikozes ievadisanas tika novérots ievérojams vid&jo kézu un
garkézu AK daudzuma pieaugums (Attels 22K, L). Tomér izmainas vidgjo kézu un garkézu
AK profila neatbilda novérotajam izmainam AK daudzuma plazma, noradot uz to, ka aknas
nepiedalas plazmas AK profila veidoSana glikozes tolerances testa laika, un vid€jo k&zu un
garkézu AK profils plazma atspogulo energijas metabolisma izmainas sirdi. Turklat Sie
rezultati liecina, ka sirds ir atbildiga par vidgjo k&zu un garkézu AK izmainam, parslédzoties

no tuksas diisas uz postprandialo stavokli.
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5.2.3 Acilkarnifinu koncentrdcija plazma un muskulos péc fiziskas slodzes

Ta ka skeleta muskuli satur lielu daudzumu vidgjo kézu un garkézu AK, iesp&jams,
muskuli var ietekmét plazmas AK profilu paaugstinatas fiziskas slodzes apstaklos. Lai to
parbauditu, tika veikti AK profila mérjjumi plazma, skeleta muskulos un sirdi péc mérenas
fiziskas slodzes (Attéls 24). Péc fiziskas slodzes vid&jo kézu un garkézu AK daudzums
skeleta muskulos pieauga, attiecigi, 1,8 un 2 reizes (Attels 24A, B), salidzinajuma ar
intramuskularo AK daudzumu dzivnieku muskulos, kas neveica fiziskas aktivitates. Tomér
atskiriba starp vidgjo k&zu un garkézu AK koncentracijam plazma un sirdi netika konstatétas.
Sie rezultati apstiprinaja pienémumu, ka vidéja un garkézu AK koncentracijas plazma

neatspogulo AK profila izmainas skeleta muskulos.
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Attels 24. Videjo keéZu (A) un garkeézu acilkarnitinu (B) koncentracijas plazma,
sird1 un muskulos pirms un pec fiziskas slodzes. Fiziska slodze butiski palielinaja
vidgjo kézu un garkézu acilkarnitinu daudzumu muskulos. Vidgjas vertibas + SEM no
6-7 dzivniekiem grupa. * - norada uz statistiski butisku izmainu salidzinajuma ar
stacionaro kontroles grupu (Stjidenta t-tests, p<0,05).

5.3. Taukskabju metabolisma regulacijas traucejumi 2. tipa diabéta

attistibas laika

5.3.1. Acilkarnitinu koncentracijas izmainas plazma insulina rezistences modelos

Lai novértétu insulina rezistences izraisito ietekmi uz lipidu metabolismu, tika veikti
brivo taukskabju un AK profila izmainu mérijumi plazma GTT laika insulina rezistences un
2. tipa diabéta modelos (Tabula 3, Attéls 25, Attels 26). Tuksa dusa garkézu AK limenis
plazma dzivniekiem, kas ilgstosi bija baroti ar HFD, un db/db pelem bija 1,3 un 2,5 reizes
zemaks neka attiecigajiem kontroles dzivniekiem. P&c glikozes ievadisanas garkézu AK
koncentracija plazma ievérojami samazinajas par 33% gan kontroles db/L, gan C57bl/6N

kontroles dzivniekos (Attels 25 A, B). Db/db pelem GTT laika plazmas garkézu AK
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koncentracija nesamazinajas (Attéls 25A). Salidzinajuma ar kontroles C57bl/6N pelem,
garkézu AK koncentracija HFD sanémuSo pelu plazma 2 h péc glikozes ievadiSanas
samazinajas par 14-16% un butiski atSkiras no garkézu AK koncentracijas kontroles grupas
(Attels 25B).
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Attéls 25. Acilkarnitinu (AK) koncentracijas izmainas plazma 2. tipa diabéta un
insulina rezistences modelos glikozes tolerances testa laika. Garkézu (A, B), iskézu
(C, D) un vidgjo kézu (E, F) AK koncentracijas plazma tika noteiktas tuksa dasa 1 un
2 h péc glikozes (0,5 g/kg) ievadisanas. Rezultatos attélotas videjas vértibas + SEM no
5-10 dzivniekiem grupa. * - norada uz statistiski biitisku izmainu no salidzinajuma ar
tukSu diisu, # - norada uz statistiski biitisku izmainu salidzinajuma ar attiecigo kontroles
grupu (Atkartoto mérijumu vienfaktora dispersijas analize, Tukija p&ctests p<0,05)

Iskézu AK, galvenokart acetilkarnitins, veido 90-95% no kopgja plazmas AK profila
(Tabula 3). Tuksa dasa 1skézu AK koncentracija kontroles C57bl/6N pelu plazma bija
54 + 3,6 uM, bet ar HFD barotajam pelém iskézu AK koncentracija plazma bija 1,5 reizes
zemaka. Salidzinajuma ar kontroles C57bl/6N peléem db/L pelém tuksa dusa bija 2,7 reizes

zemaka 1skézu AK koncentracija, savukart, db/db dzivniekiem iskézu AK koncentracija
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plazma bija 1,45 reizu augstaka neka db/L pelem (Tabula 3). Iskézu AK koncentracija
plazma 2 h péc glikozes ievadiSanas bija ievérojami samazinajusies, attiecigi, par 23; 27 un

45% C57bl/6N, HFD barotajas un db/db pelés (Attels 25 C, D).

Tabula 3. Plazmas iskéZu, vidéja garuma un garkéZu acilkarnitinu

koncentracijas tuksa diisa insulina rezistences un 2. tipa diab&ta pelu modelos.

Kontrole HFD db/L db/db
Iskézu acilkarnitii, {M

C2 53+3,5 36+1,8* 20£0,9 28+15*

C3 039+0,03 0,29+0,03* 0,18+0,01 0,015+0,01

C4 040+002 0,53+0,03* 0,20+0,01 0,64 +0,07*

c5 0,18+001 0,16+001 0,18+0,01 0,41+0,05*
Kopa 54+36 37+1,8* 2009 29+15*

Videjo kézu acilkarnitini, M

cé6 012+001 011+0,01 0,08+0,01 0,05=+0,00*

c8 0,02+000 0,02+0,00 0,02+0,00 0,01%+0,00*

Ci10 0,02+0,00 0,03+0,00 0,02+0,00 0,01+0,00*

Ci12 0,04+000 0,05+0,01 0,04+0,00 0,02=+0,00*
Kopa 0,34+0,03 0,32+0,02 0,30+0,02 0,48 +0,05*

Garkeézu acilkarnitini, pM

ci4 013+0,01 0,14+0,01 0,14+0,01 0,04 +0,00*

Ci6 0,65+0,03 0,47+0,06* 044+0,02 0,13+0,01*
C18:0 0,10+0,00 0,07 +0,00* 0,05+0,00 0,03 +0,00*
C18:1 0,93+0,05 0,71+0,03* 0,54+0,03 0,27 +0,01*
C18:2 0,06 +0,00 0,02 +0,00* 0,05+0,00 0,01=+0,00*
Kopa 190+0,09 1,46+0,10* 1,26+0,05 0,51+0,02*

Kopéjais acilkarnitinu daudzums, pM

56 + 3,6

39+1,9*

22+0,9

29 +1,6*

Vidgjas vertibas = SEM no 9-10 dzivniekiem grupa. * - norada uz statistiski biitisku
izmainu salidzinajuma ar attiecigo kontroles grupu (Stjudenta t-tests, P<0,05).
Iskézu AK koncentracijas pieaugums plazma par 57% (Attéls 25C) tika novérots tikai
db/L pelés. Tuksa dusa vidgjo kézu AK Iimenis plazma neatskiras starp kontroles un HFD

barotajam C57bI/6N pelém, bet db/db pelem tuksa dasa videjo kézu AK koncentracija
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plazma, salidzinot ar db/L dzivniekiem, bija 1,6 reizes lielaka (Tabula 3). Vidgjo kézu AK
koncentracija plazma db/db grupa bija Iidziga AK daudzumam db/L dzivniekos un GTT laika
nemainijas (Att€ls 25E). Kontroles un HFD barotajam C57bl/6N pelém vidgjo kézu AK
Iimenis GTT laika samazinajas par 31% (Attels 25F). Tadgjadi kontroles un HFD barotajiem
dzivniekiem bija novérojams lidzvertigs iskézu un vid€jo kézu AK limena samazinajums, bet
db/db pelém netika novérota lidzveértiga saistiba starp iskézu un vidgjo kézu AK

koncentracijas izmainam plazma un insulina rezistences pakapi.

5.3.2. Brivo taukskabju koncentracijas izmainas plazma insulina rezistences modelos

Kontroles db/L dzivnickiem 2h péc glikozes ievadiSanas brivo taukskabju
koncentracija plazma samazinajas vidgji par 28%. Turpretim db/db pelém ar izteiktu insulina
rezistenci taukaudos brivo taukskabju Iimenis GTT laika nemainijas (Attéls 26A). Kontroles
baribu &dosajam C57bl/6N pelem 2h péc glikozes ievadisanas, brivo taukskabju
koncentracija plazma samazinajas par 35%. Pelém ar insulina rezistenci (HFD un db/db)
brivo taukskabju koncentracija plazma Saja perioda bitiski nesamazinajas, noradot uz

trauc€tu insulina atbildes rekciju taukaudos (Attels 26B).
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Attels 26. Brivo taukskabju koncentraciju izmainas plazma 2. tipa diab&ta un
insulina rezistences modelos glikozes tolerances testa laika. Brivo taukskabju
koncentracijas izmainas (A, B) tika noteiktas tuksa dasa un 1 un 2h péc glikozes
ievadiSanas. Attelotas vidgjas vertibas + SEM no 5-10 dzivniekiem grupa. * - norada uz
statistiski bitisku izmainu salidzinajuma ar sakumstavokli, # - norada uz statistiski
butisku izmainu salidzinajuma ar attiecigo kontroles grupu (Stjuidenta t-tests, p<0,05).

5.3.3. Glikozes uznemsana audos insulina rezistences modelos

Lai novértétu insulina jutibu dazados audos, tika noteikta [°*H]-DOG uznemsana pelu

audos. Iezimétas glikozes uznemsana db/db pelu sirdi, muskulos un taukaudos bija 2 1idz 8
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reizes mazaka, salidzinot ar db/L kontroles dzivniekiem (Attéls 27A). Pelém, kas ilgstosi bija
sanémusas HFD baribu, uznemtas glikozes daudzums taukaudos bija samazinajies tikai 2,7
reizes, bet sirds un muskulu audos glikozes uznemsana nebija izmainita (Att€ls 27B). Lai
raksturotu izvél&tos insulina rezistences un 2. tipa cukura diab&ta eksperimentalos modelus,
gan postprandiala, gan tuksa dusa tika noteikts glikozes, insulina, un HbA 1c [imenis plazma,
ka arf veikts GTT (Attéls 28 un Attéls 29). Db/db pelém bija statistiski ticami samazinata
glikozes tolerance, un laukums zem glikozes koncentracijas liknes GTT testa laika bija
3reizes lielaks neka kontroles db/L dzivniekiem (Attels 28A, C). C57bl/6N pelém, kas
8 nedélas bija saneémusSas HFD baribu, glikozes tolerance bija méreni traucéta, un laukums
zem glikozes koncentracijas liknes GTT testa laika bija palielinats par 54% salidzinajuma ar
kontroles C57bl/6N pelu grupu (Attels 28B, D). Kopuma ar HFD barotam peléem tika

novérota méreni, bet db/db pelém smagi glikozes tolerances trauc&umi un insulina

rezistence.
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Attels 27. [*H]-DOG uznems$ana aknas, sirdl, muskulos un taukaudos 2. tipa
diabéta (A) un insulina rezistences modeli (B) 2 h péc glikozes tolerances testa.
Pelém subkutani 1h 50 min péc glikozes tolerances testa sakuma tika ievadits 1 pCi
[*H]-DOG. Aknu, sirds, muskulu un taukaudu paraugi tika panemti 10 min p&c [*H]-
DOG ievadiSanas. [*H]-DOG daudzums audu homogenatos noteikts ar Skidrumu
scintilacijas metodi. Att€lotas vidgjas vertibas + SEM no 5-10 dzivniekiem grupa. # -
norada uz statistiski buitisku izmainu salidzinajuma ar kontroles grupu (Stjudenta t-tests,
p<0,05).
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Attels 28. Glikozes koncentracijas izmainas glikozes tolerances testa laika 2. tipa
diabéta un insulina rezistences modeli. Glikozes izmainas (A, B) un laukums zem
glikozes koncentracijas izmainu Iiknes (C, D) kontroles, HFD, db/L un db/db pelés.
Attelotas vidgjas vertibas + SEM no 10 dzivniekiem grupa. * - norada uz statistiski
biitisku izmainu salidzinajuma ar tukSas diisas stavokli # - norada uz statistiski butisku
izmainu salidzinajuma ar attiecigo kontroles grupu (Stjudenta t-tests, p<0,05).

5.3.4. Glikozes regulacija insulina rezistences modelos

Db/db salidzinajuma ar db/L pelém glikozes limenis plazma gan tuksa dasa, gan édusa

stavokli, gan peéc GTT bija paaugstinats, attiecigi, 2 un 4 reizes (Attels 29A, B). Barosana ar

HFD baribu bija izraisijusi glikozes pieaugumu asinis par 35 —54%. Gan db/db, gan ar HFD

barotajam pelém salidzinajuma ar kontroles dzivniekiem tuks$a diisa un postprandiala stavokli

tika novérota hiperinsulinémija (Attéls 29C, D). Tadgjadi db/db un HFD pelém insulina

koncentracija bija 20 lidz 14 reizes augstaka neka attiecigajiem kontroles dzivniekiem (Attels

29C, D). ligtermina hiperglikémijas markiera, HbAlc, daudzums asinis db/db pelés bija

vidgji par 50% augstaks neka db/L dzivniekos, bet HFD baribas lictoSana nebija izmainijusi

HbA1c limeni asinis (Attéls 29E, F).
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Attéls 29. Glikozes, insulina un glikéta hemoglobina koncentracijas 2. tipa
diabéta un insulina rezistences modeli. Glikozes (A, B) un insulina (C, D)
koncentracija plazma, ka ari glikéta hemoglobina (E, F) limenis asinis tuk$a dusa,
eduSiem un 2 h péc GTT. Attélotas videjas vertibas + SEM no 10 dzivniekiem grupa. * -
norada uz statistiski butisku izmainu salidzinajuma ar tukSas diiSas stavokli, # - norada
uz statistiski butisku izmainu salidzinajuma ar attiecigo kontroles grupu (Stjudenta t-
tests, p<0,05).
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6. Diskusija

6.1. GarkéZzu acilkarnitinu izraisitas insulina rezistences mehanismi

Jau kops Sers Randls atklaja konkurenci starp lipidu un glikozes oksidaciju $iinas
energijas metabolisma procesos (Randle et al., 1963), ir veikti plasi pétijumi, lai izprastu
lipidu un glikozes energijas metabolisma mijiedarbibas aspektus un tos regul&joSos faktorus
(Hue and Taegtmeyer, 2009). Ieskats par $So mijiedarbibu ir batisks, lai izprastu insulina
rezistences mehanismus. Paaugstinats garkézu AK Itmenis jau ilgstosi tiek saistits ar insulina
jutibas trauc€jumiem 2. tipa diab&ta pacientiem (Aguer et al., 2014), un vairakkart $1 saistiba
apstiprinata ari insulina rezistences dzivnieku modelos (Liepinsh et al., 2016b; Makarova et
al., 2019). Misu apkopotie dati parada garkézu AK lomu insulina signalcela regulacija un
sniedz ieskatu par insulina rezistences un hiperinsulin€mijas aspektiem, kas saistiti ar 2. tipa
cukura diabgta attisttbu. Musu iegitie rezultati parada, ka PK ietekm& insulina signalcelu,
izraisot InsR Tyr1151 defosforilaciju (Attéls 30). PK ietekmé InsR Tyr1151 defosforilaciju,
aktivejot enzimu PTP1B. Bitiski, ka PK ievérojami samazina insulina un BMOV izraisito
Akt Ser473 fosforilaciju, kas liecina, ka PK izraisita Akt defosforilacija nav saistita tikai ar
InsR Tyr1151 defosforilaciju. PP2A un PKC inhibicija nemazinaja PK izraisitos efektus uz
Akt Ser473 fosforilaciju, kas norada, ka PP2A un PKC nav iesaistiti PK izraisitaja Akt
defosforilacija. Sie rezultati lieck domat, ka mehanisms, ka PK ietekmé insulina signalcelu,

butiski atSkiras no mehanisma, ar kuru insulina signalcelu ietekmé keramidi un DAG.

PTP1B ir viens no enzimiem, ar batisku fiziologisko lomu insulina signalcela. Ieprieks
veiktos pétijumos paradits, ka PTP1B delécija palielina insulina jutibu (Gonzalez-Rodriguez
et al., 2010), bet PTP1B parekspresija izsauc insulina rezistenci, kada novérojama 2. tipa
diabéta gadijuma (Zabolotny et al., 2004). Saja pétijuma més pirmo reizi paradijam, ka
garkézu samazina InsR Tyr1151 fosforilaciju, izmantojot no PTP1B atkarigu mehanismu
(Attels 30). Savukart, ja PTP1B aktivitate ir kavéta, PK nespgj samazinat InsR fosforilaciju.
Bitiski, ka PTP1B kavéSana ar BMOV novérsa PK izraisito InSR Tyrl151 fosforilacijas
samazinajumu, bet neietekmgja PK izraisito Akt Ser473 defosforilaciju. Tapec var secinat, ka
PK izraisita Akt defosforilacija nav saistita tikai ar ietekmi uz InsR Tyr1151 defosforilaciju,
bet arT uz kadu no talakajiem insulina signalcela posmiem. Ta ka PTP1B ir bitiska loma
insulina signalcela aktivacija, PTP1B regulacija ietver ar1 atgriezeniskas saites, ko PK varétu
ietekmét. Ieprieks veikto petijumu dati liecina, ka Akt fosforile PTP1B enzimu Ser50 pozicija

un samazina PTP1B aktivitati, ka rezultata nenotiek InsR defosforilacija un insulina
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signalcels ir papildus aktivéts. (Ravichandran et al., 2019). Ta ka PK samazina Akt aktivitati,
ir trauc€ta no Akt atkariga PTP1B kavésana un PTP1B izraisita InsR Tyr1151 defosforilacija
turpinas. Sadi varétu skaidrot, kade] PK klatbiitné neatkarigi vienam no otra samazinas InsR
un Akt fosforilacija. Tom&r vortmanins neizraisija bitiskas izmainas InsR Tyr 1151
fosforilacija (Attels 18B), liecinot par to, ka pienémums par Akt-PTP1B atgriezenisko saiti

nevar izskaidrot PK izraisitos efektus CHO Stinu linija.

BVT948 ir nekonkurgjoSs, neatgriezenisks proteina tirozina fosfatazu inhibitors:
PTP1B (ICs 0,9), T-stinu proteinu tirozina fosfataze (TC-PTP) (ICso 1,7 uM), SH2 doménu
saturosa tirozina fosfataze 2 (SHP-2) (ICso 0,09 uM) un ar leikocitu antigénu saistita protetnu
tirozina fosfataze (LAR) (ICso 1,5 uM) (Liljebris et al., 2004). BVT948 PK klatbiitne saglaba
InsR Tyr 1151 un Akt Serd73 fosforilaciju, kas liecina par to, ka PK $aja gadijuma neietekmé
nevienu no insulina signalcela kinazém. Tadgjadi mehanisms ar kuru PK ietekm& Akt
fosforilaciju ir atkarigs no BVT948 blokétajam fosfatazém. Ta ka PK samazinaja Akt Ser 473
fosforilaciju Stnas, kas tika stimulétas ar BMOV, var pienemt, ka Akt defosforilacija PK
klatbiitne ir atkariga no fosfatazém, kuras inhib& BVT948, bet neietekmé BMOV (Peters et
al., 2003; Liljebris et al., 2004). Lidz §im literatiira aprakstitas 2 fosfatazes, kas atbilst Siem
kriterijiem: LAR (Zabolotny et al., 2001) un TC-PTP (Lee et al., 2017), tomér turpmaki
pétijumi ir nepiecieSami, lai apstiprinatu to, vai tieS$am PK kav€ insulina signalcela aktivaciju

ar So fosfatazu palidzibu.

50



Attéls 30. Palmitoilkarnitina (PK) ietekme uz insulina signalcelu. PK kavé
insulina signalcelu, samazinot InsR un Akt fosforilaciju. PK nesamazina InsR Tyr1151
fosforilaciju, ja PTP1B tiek blokéts ar BMOV vai BVT948. PP2A un PKC nepiedalas
PK izraisito efektu nodroSinaSana. Saisinajumi un simboli: zila krasa — normala,
fiziologiska regulacija, sarkana krasa — PK izraisitie efekti, zala krasa —, insulina
signalcela negativo regulatoru inhibitori, InSR — insulina receptors, Akt - proteinkinaze
B, PTP1B - proteinu tirozina fosfataze 1B, BMOV - bis(maltolato)oksovanadijs (IV) Ins
— insulins, “-P” - defosforilacija, “+P” — fosforilacija.

Vesturiski PP2A aprakstita ka Akt Tyr308 fosforilacijas negativais regulators, tacu
jaunakie pétijumi arT noradijusi uz tas iesaisti Akt Ser473 fosforilacijas regulacija (Hein et al.,
2016). Ir zinams, ka PP2A aktivaciju un Akt defosforilaciju stimulé keramidi (Bikman and
Summers, 2011). Miisu pétijuma PP2A kavésana ar Zn®" neizmainija PK ietekmi uz
Akt Ser473 fosforilaciju CHO InsR1284 sunas. Tapéc varétu secinat, ka PK neizraisa
Akt Ser473 defosforilaciju ar mehanismu, kads raksturigs keramidiem. Zn?* joni uzlabo
negativi regul&josas fosfatazes (Pandey et al., 2010), ieskaitot fosfatazes un tenzina homologu
(phosphatase and tensin homolog) (PTEN) (Wu et al., 2003). Ta ka inkubacija ar Zn?*
nenovérsa PK efektus uz Akt Serd73 fosforilaciju, var secinat, ka ne PP2A, ne PTEN nav

saistiti ar PK izraisitajiem insulina signalcelu kav&josajiem efektiem (Attels 30).

Virkné pétijjumu paradita PKC grupas proteinkinazu iesaiste insulina signalcela
regulacija, ka pieméram, atseviSsku PKC izoformu palielinata ekspresija un aktivitate ir
saistita ar insulina rezistenci (Kawakami et al., 2004; Li et al., 2004). Ta ka dazadam PKC
izoformam ir augsta homologija, Saja p&tijuma izmantots nespecifisks PKC inhibitors,

sotrastaurins, kas inhibé DAG aktivétas PKC izoformas - a, BI, 9, €, n un 0 (Evenou et al.,
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2009). Sotrastaurins neizmainija ne insulina ierosinato Akt Ser473 fosforilaciju, nedz novérsa

PK efektus, tapéc var secinat, ka ari no DAG atkarigas PKC izoformas nav saistitas ar PK
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Attéls 31. Palmitoilkarnitina (PK) izraisitie efekti uz insulina sekréciju. PK
samazina Akt Ser473 fosforilaciju, ka rezultata tiek kavéta autokrina insulina sekrécijas
regulacija, izraisot pastiprinatu insulina izdaliSanos no $iinam. Saisinajumi un simboli:
Zila krasa — normala, fiziologiska regulacija, Sarkana krasa — PK izraisitie efekti, InsR —
insulina receptors, Akt - proteinkinaze B, Ins — insulins, “-P” - defosforilacija, “+P” —
fosforilacija.

samazinato Akt fosforilaciju.

P&tijumi par insulina sekrécijas autokrino regulaciju aizsakas vairak neka pirms 20
gadiem, kad paradija PI3K lomu insulina sintézes regulacija B Stnu salinas (islets) (Leibiger
et al., 1998). Talakie pétijumi paradija, ka Akt kontrolé insulina sekrécijas intensitati, un
traucgjumi Akt signalcela izraisa insulina sekrécijas disfunkciju B $tinas (Bernal-Mizrachi et
al., 2004). Ieprieks ir aprakstiti ari noveérojumi, ka garkézu AK uzkraSanas palielina insulina
sekréciju no B $tnam in vitro (Aichler et al., 2017), ka ari plazmas insulina koncentraciju in
vivo (Liepinsh et al.,, 2017). Misu pétijuma RINSF stnas PK klatbatne Akt Ser473
fosforilacijas Itmenis bija nemainigs, bet paliclinatas sekrécijas rezultata insulina
koncentracija bija butiski augstaka. Tadgjadi rezultati norada, ka paaugstinats PK Iimenis

izraisa hiperinsulinémiju, jo ir nomakta Akt Ser473 fosforilacija (Attéls 31).

Misu iegitie rezultati papildina ieprieks veiktos atklajumus par garkézu AK
mijiedarbibu ar insulina signalcelu (Aguer et al., 2014; McCoin et al., 2015; Liepinsh et al.,
2016a, 2017; Blackburn et al., 2020). Misu pétijuma pirmo reizi paradits, ka garkezu AK
izraisitais Akt Ser473 fosforilacijas samazinajums dal&ji izskaidrojams ar no PTP1B atkarigu
InsR defosforilaciju. Turpretim nesen publicéta pétijuma, ko veikusi Pereyra ar kolégiem
muskulu specifiskas CPT2 delécijas pelu modeli, pétnieki apraksta, ka palielinats garkézu

AK saturs muskulos neizraisa insulina un glikozes tolerances trauc&jumus (Pereyra et al.,
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2017). Jaatzim¢, ka Saja pétijuma neizveértéja ne audu glikozes transportu, ne oksidéSanas
atrumu konkréta modela pelu muskulos, kas biitu svarigi in vivo pétijumos, kur no insulina
atkarigas glikozes uznemsanas procesa piedalas vairaki organi. Jaatzime, ka S§1 pétijuma
rezultati rada, ka paaugstinats garkézu AK Iimenis ievérojami samazinaja Akt Ser473
fosforilaciju gan aknas un taukaudos, gan ar1 muskulos pelém, kas sanémusas HFD baribu
(Pereyra et al., 2017). Novérotas garkézu AK uzkraSanas izraisitais Akt Ser473 fosforilacijas

samazinajums atbilst miisu p&tijuma noveérotajam.

6.2. Plazmas acilkarnitinu profils ka markieris energijas metabolismam
sirdl

Misu pétijumos novérojam, ka visizteiktakas AK daudzuma atSkiribas starp
postprandialo un tukSas duSas stavokli ir audos, kas spgjigi pielagot savu energijas
metabolismu. AK daudzums plazma ir salidzino$i neliels, tomér tas var bitiski mainities,
energijas metabolismam audos parslédzoties no taukskabju uz glikozes oksidaciju. Tuksas
dusas stavokli ATF miokarda parsvara veidojas, oksid&joties taukskabém (Lopaschuk et al.,
2010; Liepinsh et al., 2014); ta rezultata picaug garkézu AK daudzums. Ta ka sirds audu
energijas substratu krajumi ir ierobezoti (Opie, 1969; Neely and Morgan, 1974), miokarda
metabolisms spgj atri parslégties atkariba no ta, kadi ir asinsrité pieejamie energijas substrati.
Péc glikozes ievadisanas izdalas insulins, kas veicina energijas metabolisma parslégsanos no
taukskabju uz glikozes oksidaciju, ka rezultata garkézu un vidgjo kézu AK daudzums sirdi
samazinas. Glikozes un insulina koncentracijai plazma samazinoties, sirds pastiprinati

izmanto taukskabes un palielinas vidgjo k&zu un garkézu AK koncentracijas (Attels 32).
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Attels 32. Izmainas plazmas glikozes un insulina, ka ari plazmas un sirds garkézu
acilkarnitinu (AK) limenos GTT laika. P&c glikozes ievadisanas insulins (zala linija) sekmé
glikozes (sarkana linija) uznemsanu audos, kam paral€li noveéro garkézu AK samazinajumu
sird1 (melna linija) un plazma (zila Iinija), kas liecina par to, ka miokards parslédzas no
taukskabju energijas metabolisma uz glikozes oksidaciju. Péc laika, kad glikozes un insulina
limeni plazma samazinas, organismam ierobezojot glikozes izmantoSanu energijas ieguveli,
tade] sirds pakapeniski palielina taukskabju oksidacijas 1patsvaru, ka rezultata plazma pieaug
garkézu AK koncentracija.

Skeleta muskuli energijas iegiiSanai izmanto gan taukskabes, gan glikozi, bet
samazinoties glikozes rezervém, taukskabju metabolisms klast par domingjoSo energijas
ieguves veidu (Soeters et al., 2009; Turner et al., 2014). Skeleta muskulos AK daudzums
palielinas ar ilgstoSas badosanas gadijuma (Soeters et al., 2009). GTT laika skeleta muskuli
nereaggja uz glikozes ievadiSanu, bet 4-6 h péc glikozes ievadisanas, garkezu AK daudzums
muskulaudos pakapeniski pieaug. Ta ka garkézu AK nosaka energijas ieguves veidu
muskulos un sirdi (Koves et al., 2008; Aguer et al., 2014; Makrecka et al., 2014; Liepinsh et
al., 2017), to pieaugums badosanas laika kavé pareju uz glikozes metabolismu; So stavokli
deéve ari par parejosu insulina rezistenci (Soeters et al., 2008, 2009; Van Der Crabben et al.,
2008). Kopuma vidgjo un garkézu AK koncentracija plazma neatspogulo muskulu AK saturu

neilgi pec glikozes ievadiSanas.

Uzskata, ka paaugstinats garkézu AK Ilimenis aknas tuksa dusa norada uz paaugstinatu
taukskabju metabolismu un oksidaciju (Schooneman et al., 2015; Xu et al., 2016). Megs
noveérojam, ka tuksa dusa ir paaugstinats garkézu, bet ne vidgjo kézu AK Iimenis aknas, kas

norada, ka izmainas organisma AK profila raksturo taukskabju metabolitu uznemsanas
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atrumu, nevis oksidaciju aknas. Lidzigi rezultati iegiti p&tijuma par garkézu AK uznems$anu
aknas tuksa dasa (Xu et al., 2016). Nesena pétijuma aknu specifiska CPT2 delécijas pelu
modeli demonstréts, ka neskatoties uz dramatisku garkézu AK Iimena pieaugumu aknas,
garkézu AK koncentracija plazma nemainas (Lee et al., 2016). Sie novérojumi apstiprina, ka
aknas aktivi uznem un uzkraj garkézu un vidéjo kézu AK no plazmas, bet nav So AK avots

plazma.

Ieprieks izteikts pienémums, ka 1skézu AK profilu plazma nosaka aknas, savukart, videjo
kézu AK profilu nosaka aknu un muskulu darbiba (Schooneman et al., 2015; Xu et al., 2016).
Sirdi garkézu taukskabes ir galvenais substrats ATF iegtsSanai (Neely and Morgan, 1974;
Lopaschuk et al., 2010; Liepinsh et al., 2014), tadel sirdi uzskata par galveno plazmas
garkézu AK avotu (Xu et al., 2016); tomér lidz §im tas nebija eksperimentali pieradits. Miisu
pétijums liecina, ka izmainas garkézu AK koncentracija plazma GTT laika atspogulo
izmainas garkézu AK profila tiesi sirdi, nevis muskulos vai aknas. Turklat vid€jo k&zu un
garkézu AK koncentracija sirdi korele ar plazmas AK limeniem. Kopuma, miisu rezultati
liecina, ka vidgja un garkeézu AK profils plazma atspogulo AK profila izmainas sirdi (Attels
32).

Jebkuram organam svarigi ir spét parslégties starp pieejamajiem energijas substratiem.
Metabolo traucgjumu, pieméram, insulina rezistences vai sirds mazspgjas attistibai raksturiga
traucéta energijas metabolisma pielagosanas sp&ja (Galgani et al., 2008; Muoio and Neufer,
2012; Muoio, 2014). Lipidu metabolisma starpproduktu uzkrasanas aknas, skeleta muskulos
un sirdi izsauc mitohondriju disfunkciju, iekaisumu un insulina rezistenci (Muoio and Neufer,
2012; Turner et al., 2014; McCoin et al., 2015). Gadu desmitiem AK uztvéra tikai ka
taukskabju transporta formu mitohondrijos, bet Sobrid pieradita AK iesaiste energijas
metabolisma regulacija un AK akumulacijas saistiba ar insulina rezistences attistibu (Aguer
et al.,, 2014; Makrecka et al., 2014; Liepinsh et al., 2016a, 2017). Tadel plazmas AK

koncentracijas izmainas ir nozimigs markieris insulina rezistences diagnostikai.

Sobrid patologiskas izmainas plazmas AK profila izmanto galvenokart, lai diagnosticétu
taukskabju metabolisma traucéjumus iedzimtu saslimsanu gadijuma (Piero Rinaldo, Tina M.
Cowan, 2008; Adams et al., 2009; Mihalik et al., 2010). Tikai atseviskos p&tijjumos mekléta
saistiba starp plazmas un audu AK profiliem (Soeters et al., 2009; Schooneman et al., 2014),

bet korelacija starp plazmas, muskulu un aknu AK profiliem nav atrasta. Sirdi vid&jo kézu un
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garkézu AK daudzums postprandiala stavokli ir augstaks neka citos audos tuksa dasa. Ja AK
plisma no audiem uz plazmu ir atkariga no AK ieksStnas koncentracijas, tada gadijuma
vidgjo kézu un garkézu AK eflukss virzas atkariba no AK koncentracijas gradienta no sirds
audiem uz plazmu. Ta ka AK profila plismas izmainas var biit nelinearas, pat relativi nelielas
izmainas sirds videjo un garkézu AK profila, metabolismam parslédzoties starp tukSas disas
un postprandialo stavokli, var ievérojami izmainit plazmas AK Iimeni. Sirds mazspgjas
pacientiem, kam raksturigi izteikti metabolas pielagosanas traucjumi, paaugstinata
cirkulgjoso garkézu AK koncentracija saistita ar mitohondriju funkcionalajiem bojajumiem
un palielinatu hospitalizacijas risku (Ahmad et al.,, 2016). Tadgjadi plazmas vidéjo un
garkézu AK koncentracijas noteikS8anu var izmantot, lai raksturotu sirds energijas

metabolisma profilu (Attéls 32) un novertétu sirds un asinsvadu slimibu risku.

AK limeni organisma var mainit ne tikai metabolisma, bet arT genétiskie defekti génos,
kas atbildigi par acilkarnitinu transportu un metabolismu. Mutacijas OCNT2 géna var izraisit
primaro karnitina deficitu, kam raksturigs samazinats briva karnitina daudzums seruma.
Slimiba zidainiem médz izpausties ka akitas hipoglikémijas epizodes, bet bé&rnam pieaugot,
attistas kardiomiopatija un muskulu vajums (de Boer et al., 2013). Genétisko CPT1 defektu
gadijuma biokimiski novérojama neketogéna hipoglikémija (nonketotic hypoglycemia),
vid€ja hiperamoniémija, paaugstinata brivo taukskabju koncentracija un paaugstinats plazmas
karnitina Iimenis (Longo et al., 2006). Defektiva CPT2 kodgjosa géna gadijuma garkezu AK
nokltist mitohondriju matriksa, bet netiek efektivi parveidoti par acil-CoA (Bonnefont et al.,
1999), tadgjadi uzkrajoties gan matriksa, gan starpmembranu telpa, veicinot insulina
rezistences attisttbu muskulos (Blackburn et al., 2020). Defektus CACT darbiba raksturo loti
zems briva karnitina limenis un loti augstas garkézu AK koncentracijas, bet metaboloma

profils ir lidzigs ka CPT2 defektu gadijuma (Longo et al., 2006).

6.3. Garkeézu acilkarnitini un brivas taukskabes ka insulina rezistences

markieri

Lai identificétu jaunus markierus diab&ta diagnostikai, miisu pétijuma parbaudijam, vai brivo
taukskabju un garkézu AK koncentraciju izmainas GTT laika ir saistamas ar insulina jutibu.
Péc glikozes ievadisanas, kontroles dzivniekos insulina izdaliSanas samazinaja gan brivo
taukskabju, gan garkézu AK plazmas koncentraciju par 30% (120 min). legiitie rezultati lau;

secinat, ka AK koncentracijas izmainas plazma GTT laika ir izmantojamas, lai raksturotu

56



muskulu un sirds specifisko insulina rezistenci, kamér brivo taukskabju koncentraciju
izmainas plazma raksturo taukaudu insulina rezistenci (Attéls 33). Tuksa diasa garkézu AK
koncentracijas plazma bija ievérojami zemakas pelu modelos, kas raksturojas ar adipocitu un
muskulu insulina rezistenci. AK koncentraciju merijjumi tuksa diisa nav izmantojami insulina
jutibas diagnostikai, jo dzivniekiem ar insulina rezistenci ir izteikta tukSas diiSas
hiperinsulinémija, kas kavé no CPT1 atkarigas garkézu AK sintézi (Soeters et al., 2009;
Schooneman et al., 2013; Liepinsh et al., 2017). Tas sakrit ar iepriek§ publicEtiem
novérojumiem, kuros paradits, ka insulina jutibas indekss nekoreleé ar plazmas AK Iimeni
tuksa dasa, bet insulina jutibas uzlabosanas individos ar palielinatu svaru izraisija atsevisku
AK koncentraciju paaugstinasanos (C2, C40H, C10, C14:1, C16, C18:1) (Schooneman et al.,
2016). Tuksa dusa, kad plazmas insulina Iimenis ir zems, garkézu AK mérijjumus var
izmantot, lai raksturotu mitohondrialo taukskabju oksidaciju (Knottnerus et al., 2018), bet sis
stavoklis nav piemérots, lai péc garkézu AK un brivo taukskabju koncentracijas spriestu par
insulina rezistenci. Vairakos pétijumos ir mé&ginats noteikt saistibu starp cirkulgjoso AK
koncentracijam tuksa dasa un insulina jutibu GTT laika (Adams et al., 2009; Mihalik et al.,
2010; Mai et al., 2013; Zhang et al., 2014). Tomér janem véra, ka normalos fiziologiskos
apstaklos, tuksa dasa insulina [imenis ir zems, tapeéc AK koncentracijas neatspogulo insulina
jutibu (Liepinsh and Dambrova, 2018). Papildus tam ir identificéti dazada garuma AC, kuru
plazmas koncentracija ir paaugstinata tiesi pacientiem ar glikozes regulacijas trauc€jumiem
vai 2. tipa diab&tu, tomér §1 saistiba skaidrojama ar mitohondriju darbibas defektiem un

nepilnigu taukskabju oksidaciju, nevis insulina rezistenci (Liepinsh and Dambrova, 2018).

Postprandiala stavokli insulins kavé garkézu AK sintézi (Soeters et al., 2009; Schooneman et
al., 2013); tapéc AK koncentracijas izmainu mérfjumi péc glikozes uznemsanas raksturo
insulina jutibu. Musu pétjjuma izmérjjam, ka veselam pelém péc glikozes ievadiSanas
plazmas garkézu AK koncentracijas samazinajas par 30%, kamér ar HFD barotas pelés ar
meérenu insulina rezistenci garkéZzu AK koncentracijas kritums bija mazak izteikts, savukart,
2. tipa diab&ta modeli garkézu AK limenis nesamazinajas vispar. Diab&ta modeli novérota
hiperglikémija un izteikti glikozes tolerances trauc€jumi GTT laika ir saistiti ar no insulina
atkarigas glikozes uznemsanas Samazinasanos sirdi, muskulos un taukaudos. Insulina
rezistences modeli, attistoties méreniem glikozes homeostazes trauc€jumiem, samazinata
insulina jutiba bija v€rojama tikai taukaudos. Tomér janem véra, ka pelém ar insulina
rezistenci HFD modeli bija izteikti paaugstinata insulina koncentracija, kas liecina, ka $Tm

pelém ir agrina insulina rezistence, kas maské insulina rezistenci audos. Db/db peles
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novérojam izteiktu insulina rezistenci un samazinatu glikozes uznemsSanu ari skeleta
muskulos un sirdi. Sie mérfjumi apstiprina, ka garkézu acilkarnitinu mérfjumi plazma
atspogulo sirds un muskulu insulina rezistences pakapi dzivniekos. Miisu novérojumi saskan
ar iepriek§ veikto p&tijjumu rezultatiem pacientos ar insulina rezistenci, kuros glikozes
stimuléta insulina sekrécija nesp€j pilnvertigi apturét garkézu AK veidoSanos muskulos
(Mihalik et al., 2010; Bouchouirab et al., 2018). Tas apstiprina, ka plazmas garkézu AK
Itmenu mérfjumi glikozes tolerances un eiglikémiskas skavas laika ir pieméroti insulina

jutibas noveértésanai muskulos un sirdi.
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Attels 33. Garkézu acilkarnitinu (AK) un brivo taukskabju koncentracijas
izmainas glikozes tolerances testa laika. Nepietickams plazmas brivo taukskabju
samazinajums, parejot no tuksas diisas uz postprandialo stavokli, liecina par taukaudu
insulina rezistenci, bet nepietickams garkézu AK samazinajums liecina par sirds un
skeleta muskulu insulina rezistenci.

Veselos individos glikozes stimuléta insulina sekrécija kave lipolizi taukaudos un samazina
plazmas brivo taukskabju koncentraciju (Randle, 1998). Misu pétijuma glikozes ievadisana
samazinaja brivo taukskabju koncentraciju kontroles grupas par 35%, bet ar HFD barotajas
un db/db pelés plazmas brivo taukskabju Iimenis nemainijas. Glikozes uznemsanas merijumi
abos modelos uzradija butisku taukaudu insulina rezistenci, kas raksturojas ar nepartrauktu
lipolizi un brivo taukskabju izplusanu no taukaudiem gan tuksa duosa, gan postprandiala
stavokli. L1dzigi mérfjumi ir veikti pacientos, paradot, ka insulins nesp&j samazinat plazmas
brivo taukskabju koncentraciju plazma 2. tipa diab&ta pacientos (Mihalik et al., 2010),

tadejadi apliecinot masu pétijuma noveéroto efektu klinisko nozimi. Kopuma brivo taukskabju
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koncentracijas samazinasanas plazma, reaggjot uz glikozes ievadisanu, atspogulo taukaudu

insulina jutibu.

Ta ka acetilkarnitina (C2) koncentracija ir daudz lielaka neka par€jo acilkarnitinu
koncentracija, no kopéjas AK koncentracijas mérijjumiem ir iesp&jams spriest galvenokart par
izmainam acetilkarnitina daudzuma. Turklat 1skezu AK veidojas gan lipidu, gan aminoskabju
un oglhidratu metabolisma rezultata, un galvenokart veidojas aknas (Schooneman et al.,
2015). Mé&s novérojam, ka Tskézu un vidgjo kézu AK limenis péc glikozes ievadiSanas
samazinajas kontroles un insulina rezistentajos dzivniekos, un netika novérota konsekventa
saistiba starp izmainam AK plazmas koncentracija un insulina rezistences pakapi. Tadgjadi
iské€zu un vidgjo kézu AK nav uzskatami par nozimigiem markieriem muskulu un sirds

specifiskas insulina rezistences noteikSanai.

Kopuma brivo taukskabju koncentracijas samazinajums plazma péc glikozes ievadiSanas
atspogulo jau agrinas izmainas taukaudu insulina jutiba, bet nepietickams garkézu AK Iimena
samazinajums ir saistits ar muskulu un sirds insulina rezistenci. Pétijuma iegttie dati liecina,
ka, lai noteiktu tauku un muskulu audu specifisku insulina rezistenci, iskézu un vidéjo kézu
AK limenu raksturo$ana nav piemérota, turpretim plazmas brivo taukskabju un garkézu AK
koncentracijas noteik$ana plazma 2 h péc glikozes ievadisanas pacientiem ir pielietojama

diagnostiskai.
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7. Secinajumi

1. Palmitoilkarnitins kavé insulina signalcelu, izmantojot no PTP1B atkarigu
mehanismu, tadgjadi samazinot InsR un Akt fosforilaciju.

2. Sirds ir galvenais organs, kura acilkarnitinu profila izmainas $tnas nosaka vidgjo
kézu un garkézu acilkarnitinu profilu plazma. P&c plazmas acilkarnitinu profila
merfjumiem var spriest par taukskabju metabolisma procesiem sirds audos.

3. Nepietiekams plazmas garkézu acilkarnitinu samazinajums glikozes tolerances testa
laikda norada uz insulina rezistenci muskulu un miokarda audos, savukart, par
taukaudu insulina rezistenci liecina nepietiekams brivo taukskabju Iimena

samazinajums.
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