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Anotācija 

Acilkarnitīni ir nozīmīgi taukskābju metabolīti, kas nodrošina taukskābju transportu 

mitohondrijos tālākai oksidācijai. Iepriekšējos pētījumos ir aprakstīts, ka paaugstināta 

garķēžu acilkarnitīnu koncentrācija izraisa mitohondriju bojājumus un insulīna rezistenci. 

Iepriekš arī parādīts, ka garķēžu acilkarnitīni akumulējas sirds mitohondrijos išēmijas laikā, 

izraisa mitohondriju funkcionālos traucējumus un palielina išēmijas-reperfūzijas izraisīto 

sirds audu bojājumu. Farmakoloģiski novēršot acilkarnitīnu uzkrāšanos, samazinās arī 

infarkta izmērs. Lai gan paaugstināts garķēžu acilkarnitīnu līmenis tiek saistīts ar insulīna 

rezistenci, tomēr trūkst eksperimentālu datu, kas ilustrētu audu un orgānu ieguldījumu 

plazmas acilkarnitīnu profila veidošanā. Darba mērķis ir identificēt garķēžu acilkarnitīnu 

izraisītās insulīna rezistences molekulāros mehānismus, un novērtēt diagnostikas potenciālu 

garķēžu acilkarnitīnu mērījumiem plazmā. Šajā darbā ir aprakstīta garķēžu acilkarnitīnu 

iesaiste enerģijas metabolisma regulācijā un insulīna rezistences patoģenēzē šūnu līmenī, 

izmantojot šūnu kultūras. Papildus tam sniegts ieskats par acilkarnitīnu līmeņa veidošanās 

mehānismiem fizioloģiskos apstākļos, identificējot audus, kas nosaka cirkulējošo 

acilkarnitīnu līmeni dzīvnieku modeļos. Insulīna rezistences un 2. tipa diabēta dzīvnieku 

modeļos tika izvērtēta acilkarnitīnu mērījumu izmantošana audu specifiskas insulīna 

rezistences diagnostikā. Rezultāti liecina, ka palmitoilkarnitīns, viens no izplatītākajiem 

garķēžu acilkarnitīniem, samazinot insulīna receptora un proteīnkināzes B fosforilāciju, kavē 

insulīna signāla pārnesi, tādējādi, jau šūnu līmenī izraisot traucējumus insulīna jutībā. 

Pētījuma rezultāti parāda, ka vidējo un garķēžu acilkarnitīnu plazmas profilu organismā 

galvenokārt nosaka sirds, reaģējot uz cirkulējošo enerģijas substrātu pieejamību. Tādējādi pēc 

plazmas garķēžu acilkarnitīnu profila var spriest par sirds metabolisma spēju pielāgoties 

enerģijas substrātu pieejamībai. Iegūtie dati norāda, ka nespēja samazināt garķēžu 

acilkarnitīnu koncentrāciju plazmā pēc glikozes ievadīšanas ir saistīta ar muskuļu un sirds 

insulīna rezistenci. Līdzīgi, nespēja apturēt brīvo taukskābju veidošanos pēc glikozes 

ievadīšanas liecina par traucējumiem taukaudu insulīna jutībā. Pētījumā ir ilustrēta garķēžu 

acilkarnitīnu loma insulīna rezistences molekulāro mehānismu norisēs šūnas līmenī, kā arī 

parādītas acilkarnitīnu un taukskābju mērījumu izmantošanas iespējas audu specifiskas 

insulīna rezistences diagnostikā. 
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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. Ievads 

Darba mērķis ir identificēt garķēžu acilkarnitīnu izraisītās insulīna rezistences 

molekulāros mehānismus un izvērtēt garķēžu acilkarnitīnu mērījumu diagnostisko potenciālu. 

Lai šo mērķi sasniegtu, izvirzīti šādi uzdevumi: 

1. Noskaidrot garķēžu acilkarnitīnu ietekmi uz galvenajiem insulīna signālceļa 

komponentiem insulīna receptoru un proteīnkināzi B; 

2. Identificēt audus, kas nosaka plazmas garķēžu acilkarnitīnu līmeni fizioloģiskos 

apstākļos (tukšā dūšā, postprandiālā stāvoklī); 

3. Novērtēt plazmas acilkarnitīnu mērījumu pielietojumu audu specifiskas insulīna 

rezistences diagnostikā eksperimentālajos dzīvnieku modeļos. 
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2. Darbā lietotie saīsinājumi 

 

[3H]-DOG – 2-[1,2-3H]-dezoksi-D-glikoze 

ACC – acetil-KoA karboksilāze 

AEBSF – 2-aminoetil-benzēnsulfonil 

fluorīds 

AK – acilkarnitīni 

Akt – proteīnkināze B 

AMPK – AMP-aktivētā proteīnkināze 

ATF – adenozīna trifosfāts 

BMOV – bis-(maltolato)-oksvanadijs (IV) 

CACT – karnitīna-acilkarnitīna 

translokāze 

CPT – karnitīna palmitoiltransferāze 

DAG – diacilglicerīdi 

DMEM– Dulbeko modificētā Īgla (Eagle) 

barotne 

ELISA – enzīmu saistītais imūnsorbenta 

tests 

GLUT – glikozes transportproteīns 

GTT – glikozes tolerances tests 

HbA1c – glikētais hemoglobīns 

HFD – augsta tauku satura diēta 

InsR – insulīna receptors 

IRS – insulīna receptora substrāts 

KH – Krebsa-Henseleita buferšķīdums 

KoA - koenzīms A 

LAR – leikocītu antigēnu saistītā proteīnu 

tirozīna fosfatāze 

LG – zems glikozes saturs 

PI3K – fosfoinozīda 3-kināze 

PIP2 – fosfatidil-4, 5-difosfāts 

PIP3 – fosfatidil-3, 4, 5-trifosfāts 

PK – palmitoilkarnitīns 

PKC – proteīnkināze C 

PP2A – proteīnu fosfatāze 2A 

PTEN – proteīnu tensīna homologs 

PTP1B – proteīnu tirozīna fosfatāze 1B 

PVDF – poli-vinilidēna difluorīds 

RER – elpošanas koeficients 

SDS PAGE – nātrija dodecilsulfāta 

poliakrilamīda gela elektroforēze 

SEM – vidējās aritmētiskās vērtības 

standartkļūda 

SHP-2 – SH2 domēnu saturoša tirozīna 

fosfatāze 2 

TC-PTP – T-šūnu proteīnu tirozīna 

fosfatāze 
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3. Teorētiskais pamatojums 

3.1. Acilkarnitīni 

Acilkarnitīni (AK) ir taukskābju metabolisma starpprodukti, kas organismā rodas 

taukskābju un karnitīna esterifikācijas rezultātā. AK veidojas mitohondrijos, lai nodrošinātu 

garķēžu taukskābju transportu cauri mitohondriju iekšējai membrānai tālākai β-oksidācijai 

(Sharma and Black, 2009; Reuter and Evans, 2012). Šī iemesla dēļ AK galvenokārt tiek 

uzskatīti par transporta formu taukskābēm (oglekļa ķēdes garums C2-C26), kas tiek oksidētas 

mitohondrijos adenozīna trifosfāta (ATF) ražošanai, vai izmantotas endogēno molekulu 

sintēzei. Atkarībā no taukskābju oglekļa ķēdes garuma AK nosacīti iedala īsķēžu (C2-C5), 

vidējo ķēžu (C6-C12), garķēžu (C14-C18) kā arī ļoti garo ķēžu (C20-C26) AK (Attēls 1). 

Atkarībā no taukskābes īpašībām AK var iedalīt arī piesātinātos, nepiesātinātos hidroksil- un 

dikarbonskābju AK. Pretstatā īsķēžu AK, kas var veidoties glikozes, aminoskābju un 

taukskābju degradācijas procesā, vidēja garuma, garķēžu un ļoti garo ķēžu AK veidojas tikai 

taukskābju metabolisma rezultātā. AK var veidoties arī sazaroto ķēžu aminoskābju 

metabolisma, taukskābju peroksidācijas un ketonvielu bioģenēzes procesos (Li et al., 2019).  

 

3.2. Garķēžu acilkarnitīnu veidošanās 

Garķēžu AK sintēze notiek mitohondrijos un peroksisomās, piedaloties karnitīna 

aciltransferāzēm (Kerner and Hoppel, 2000; Violante et al., 2013). Garķēžu AK veidošanās 

shematiski attēlota 2. attēlā. Acil-koenzīma A sintāze (ACS) taukskābēm pievieno koenzīmu 

A (KoA). Pēc tam karnitīna palmitoiltransferāze 1 (CPT1), kas atrodas uz mitohondriju ārējās 

membrānas, nomaina KoA grupu pret karnitīnu, veidojot AK. Tālāk garķēžu AK šķērso 

Garķēžu C14-C18:2
O

O
Karnitīns

Vidēja garuma ķēžu C6-C12
O

O
Karnitīns

Īsķēžu C2-C4
O

O
Karnitīns

Ļoti garo ķēžu C20-C26
O

O

O

O Karnitīns

Attēls 1. Acilkarnitīnu nosacītais iedalījums pēc taukskābes oglekļa ķēdes 

garuma 



10 

 

mitohondriju ārējo membrānu, nokļūstot starpmembrānu telpā, no kuras to transportu caur 

mitohondriju iekšējo membrānu nodrošina karnitīna-acilkarnitīna translokāze (CACT). 

CACT garķēžu AK transportē, veicot AK apmaiņu pret brīva karnitīna molekulu (Attēls 2). 

Noslēdzošais posms AK transporta ķēdē ir karnitīna palmitoiltransferāzes 2 (CPT2) reakcija, 

kas no AK atbrīvo karnitīna molekulu un tā vietā atkal piesaista KoA, veidojot attiecīgās 

taukskābes KoA, kas mitohondriju matriksā iesaistās β-oksidācijas norisē. 

No CPT1 atkarīgā garķēžu AK sintēze tieši ietekmē taukskābju enerģijas metabolisma 

ātrumu (Shriver and Manchester, 2011), savukārt, CPT1 aktivitāti regulē malonil-koenzīma A 

(malonil-KoA) līmenis šūnās. Malonil-KoA tieši kavē CPT1 aktivitāti, kā rezultātā 

taukskābes vairāk tiek pārveidotas par triglicerīdiem un diacilglicerīdiem (DAG), nevis 

izmantotas β-oksidācijā (Ruderman et al., 2003; Foster, 2004). Malonil-KoA līmeni tieši 

paaugstina acetil-KoA karboksilāze (ACC), savukārt, malonil-KoA dekarboksilāze (MCD) 

samazina malonil-KoA līmeni (Foster, 2004). Tukšā dūšā un nepietiekama ATF daudzuma 

apstākļos tiek aktivēta AMP-aktivētā proteīnkināze (AMPK), kas kavē ACC aktivitāti, kā 

rezultātā samazinās malonil-KoA līmenis un CPT1 aktivitāte pieaug (Schooneman et al., 

2013; Valentine et al., 2014). Turpretim, postprandiālā stāvoklī insulīns aktivē no proteīnu 

kināze B (Akt) atkarīgo signālceļu, kas kavē AMPK un tādējādi aktivē malonil-KoA sintēzi, 

bet palielinātā malonil-KoA koncentrācija kavē CPT1 aktivitāti. 

 

Taukskābe

Koenzīms A

Acil-Koenzīms A

Acilkarnitīns

Karnitīns

Acilkarnitīns

Acil-Koenzīms A

Citoplazma

Mitohondrija 

starpmembrānu 

telpa

Mitohondrija 

matrikss

ACS
CPT1

CACT

CPT2
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3.3. Garķēžu acilkarnitīnu funkcijas 

Papildus atzītajai AK iesaistei taukskābju (C3-C26) β-oksidācijas nodrošināšanā tiek 

iegūti arvien vairāk pierādījumi par garķēžu AK lomu un tiešu līdzdalību enerģijas 

metabolisma procesu regulācijā. Eksperimentāli pierādīts, ka garķēžu AK spēj efektīvi kavēt 

piruvāta un laktāta oksidāciju, tādējādi palēninot glikozes oksidāciju gan izolētos 

mitohondrijos (Makrecka et al., 2014), gan šūnu kultūrās (Aguer et al., 2014) un izolētos 

orgānos (Liepinsh et al. 2016; Makrecka et al. 2014). Tieši garķēžu AK metabolisms tiek 

uzskatīts par noteicošo faktoru, kas regulē iekššūnas enerģijas metabolisma līdzsvaru starp 

ogļhidrātiem un lipīdiem (Liepinsh et al., 2017; Li et al., 2019), tomēr precīzi šīs regulācijas 

molekulārie mehānismi vēl nav līdz galam izpētīti.  

3.4. Acilkarnitīnu profila izmaiņas diennakts laikā 

Lai uzturētu enerģijas homeostāzi, fizioloģiskos apstākļos organisms spēj līdzsvaroti 

izmantot gan glikozes, gan taukskābju metabolismu atkarībā no enerģijas substrātu 

pieejamības. Enerģijas substrātu un tos ietekmējošo hormonu koncentrācija asinsritē nosaka 

enerģijas metabolisma procesus audos (Randle, 1998; Liepinsh et al., 2014; Muoio, 2014; 

Goodpaster and Sparks, 2017). Eksperimentālajos modeļos ar ierobežota kaloriju daudzuma 

diētu dzīvniekiem paaugstinās β-oksidācijas cikla enzīmu ekspresijas līmenis un aktivitāte, kā 

rezultātā palielinās AK daudzums aknās, muskuļos un sirdī (Mezhnina et al., 2020). 

Fizioloģiski veseliem indivīdiem AK koncentrācija plazmā diennakts laikā dinamiski mainās, 

paaugstinoties tukšā dūšā un samazinoties pēc ēšanas (Thompson et al., 2012). AK daudzums 

strauji pieaug tukšā dūšā, jo šajā stāvoklī par enerģijas avotu galvenokārt tiek izmantotas 

taukskābes (Hoppel and Genuth, 1980). Cirkulējošo AK daudzums plazmā var palielināties 

arī tad, ja samazinās ar uzturu uzņemtais ogļhidrātu daudzums, un organisms sāk izmantot 

tauku rezerves (Kang et al., 2018). Savukārt, augsts ogļhidrātu patēriņš samazina AK, īpaši 

garķēžu, līmeni plazmā, organismam pārslēdzoties no taukskābju uz glikozes oksidāciju 

(Gonzalez-Granda et al., 2018). AK koncentrāciju plazmā ietekmē arī gremošanas sistēmas 

orgānu darbība, kas ir tieši atkarīga no diennakts ritma (Skene et al., 2018). Tā kā AK 

koncentrācija dinamiski mainās atkarībā no organisma fizioloģiskajām norisēm, ir jāpievērš 

Attēls 2. Acilkarnitīnu veidošanās mitohondrijos. Acilkarnitīnu sintēze ir vairāku 

pakāpju process, kā rezultātā taukskābes tiek transportētas caur mitohondriju ārējo un 

iekšējo membrānu. Apzīmējumi: KoA – koenzīms A, ACS – acilkoenzīma A sintāze, 

Karn – karnitīns, CPT1 – karnitīna palmitoil-transferāze 1, CACT – karnitīna-

acilkarnitīna translokāze, CPT2 – karnitīna palmitoil-transferāze 2.  
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īpaša uzmanība organisma fizioloģiskajam stāvoklim asins un audu paraugu ņemšanas laikā, 

kā arī izmantojot un interpretējot AK mērījumu rezultātus.  

AK var veidoties taukskābju, glikozes un aminoskābju metabolisma rezultātā (Li et al., 

2019). AK profilu plazmā nosaka ne tikai organisma metabolais stāvoklis, bet arī atsevišķu 

audu un orgānu metabolisma procesu ieguldījums. Tādēļ, lai spētu saistīt kādu saslimšanu ar 

plazmas AK profilu, ir svarīgi izprast plazmas AK izcelsmi un noskaidrot, kuri orgāni ir 

iesaistīti plazmas AK profila veidošanā. Garķēžu taukskābes pārsvarā tiek izmantotas aknās, 

sirds un skeleta muskuļos (Lopaschuk et al., 2010; Liepinsh et al., 2014; Turner et al., 2014), 

tāpēc garķēžu AK koncentrācijas izmaiņām plazmā būtu jāatspoguļo aknu, sirds un skeleta 

muskuļu mitohondriju taukskābju oksidācijas procesus. 

3.5. Insulīna signālceļš un tā aktivācija  

Insulīna signālceļš būtiski regulē glikozes un lipīdu metabolismu. Tā aktivācija sākas, 

insulīnam piesaistoties insulīna receptora (InsR) subvienībām šūnas ārpusē (Attēls 3). Kad 

insulīns piesaistījies pie InsR, notiek receptora iekššūnas subvienību konformācijas izmaiņas, 

lai būtu iespējama subvienību autofosforilācija (Luo et al., 1999). Kā viena no cilvēku InsR 

autofosforilācijas vietām jāmin tirozīnu 1151 pozīcijā (Tyr1151), kas aktīvi autofosforilējas, 

kad insulīns saistījies ar InsR. Pēc InsR fosforilācijas insulīna signāls tiek nodots tālāk, 

aktivējot insulīna receptora substrātu (IRS) (White et al., 1985). Pēc IRS fosforilācijas tas 

saistās ar fosfoinozīda 3-kināzi (PI3K) (Myers et al., 1992), tādējādi aktivējot nākošo posmu 

insulīna signālceļā. Aktivētā PI3K fosforilē fosfatidilinozitola 4,5-bifosfātu (PIP2), veidojot 

fosfatidilinozitola 3,4,5-trifosfātu (PIP3) (Whitman et al., 1988). Pieaugot PIP3 koncentrācijai, 

Akt no šūnas kodola translocējas uz šūnas membrānu (Whitman et al., 1988; Scheid et al., 

2002). Translokācijas rezultātā tiek atsegtas divas no Akt galvenajām fosforilācijas vietām, 

tirozīna 308 pozīcijā (Tyr308) un serīna 473 pozīcijā (Ser473), kuru fosforilācijas rezultātā 

šūnā tiek uzsākta insulīna signāla atbildes reakcija. Akt Ser473 fosforilācija nodrošina 

fizioloģiskos procesus, kas galvenokārt veicina glikozes uzņemšanu šūnā, izmantojot no 

insulīna atkarīgo glikozes transportproteīnu 4 (GLUT4) (Cong et al. 1997), aktivē piruvāta 

metabolismu (Karwi et al., 2020), kā arī kavē no CPT1 atkarīgo garķēžu taukskābju 

metabolismu, tā paaugstinot malonil-KoA koncentrāciju (Ruderman et al., 1999; Foster, 

2012). 
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3.6. Insulīna signālceļa regulācijas mehānismi 

Viens no lipīdu metabolisma starpproduktu aktivētajiem enzīmiem, kas ir iesaistīts Akt 

regulācijā, ir proteīnu fosfatāze 2A (PP2A), kuru aktivē keramīdi, sfingolipīdu metabolisma 

produkti (Dobrowsky et al., 1993) (Attēls 3). PP2A ir plaši ekspresēta proteīnu serīna/tirozīna 

fosfatāze, kas sevī ietver vairāku oligomēru enzīmu kopu, kam kopīga katalītiskā subvienība. 

Viena no PP2A regulatorajām subvienībām PP2A B55α, atbild par Akt regulāciju, jo tās 

pārekspresijas rezultātā šūnās būtiski tiek samazināta gan Akt Tyr308, gan Ser473 pozīciju 

fosforilācija (Kuo et al., 2008). Ir parādīts, ka kavējot PP2A ar Zn2+ joniem tiek novērots Akt 

aktivitātes pieaugums (Lee et al., 2009), tādējādi apstiprinot šī enzīma lomu insulīna 

signālceļa regulācijā. 

Proteīnu kināze C (PKC), ir izoenzīmu grupa, ko iedala, atkarībā no to aktivācijai 

nepieciešamajiem stimuliem. PKC regulatorā subvienība satur inhibējošu pseidosubstrāta 

aminoskābju sekvenci, kā atrašanās enzīma aktīvajā centrā tiek regulēta, piesaistoties kādai 

no signālmolekulām, atkarībā no attiecīgā PKC izoformas veida (Newton, 2018). DAG ir 

nozīmīga loma PKC aktivācijā, tie palielina PKC un šūnu membrānas piesaistīšanās afinitāti 

un samazina PKC pseidosubstrāta saistīšanos kināzes aktīvajā centrā (Mackay and Twelves, 

2007). Eksistē vairākas no DAG atkarīgas PKC izoformas, kuras spēj regulēt Akt 

fosforilāciju (Eichmann and Lass, 2015). PKC piedalās insulīna signālceļa negatīvajā 

regulācijā, gan kavējot PI3K, gan aktivējot PP2A, kā rezultātā tiek samazināta Akt 

fosforilācija (Newton, 2018) (Attēls 3).  
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Par nozīmīgu insulīna signālceļa regulatoru tiek uzskatīta proteīna tirozīnfosfatāze 1B 

(PTP1B, saukta arī par PTPN1) (Feldhammer et al., 2013). Aktivēta PTP1B katalītiski 

defosforilē InsR Tyr1151, tādējādi negatīvi regulējot insulīna signāla pārnesi (Sun et al., 

2016a). Sākotnējie pierādījumi par PTP1B nozīmi metabolisma regulācijā tika iegūti 

eksperimentos ar PTP1B delēcijas pelēm, kurām salīdzinājumā ar kontroles dzīvniekiem bija 

ievērojami zemāka glikozes koncentrācija asinīs, kā arī daudz zemāks insulīna līmenis. 

Savukārt, saņemot augsta tauku satura diētu (HFD), šīs peles nepieņēmās svarā un 

neizmainījās to jutība pret insulīnu, atšķirībā no HFD kontroles dzīvniekiem, kam novēroja 

izteiktu svara pieaugumu un insulīna rezistenci (Elchebly et al., 1999). PTP1B nozīmi un 

darbības mehānismu noskaidroja šūnu eksperimentos, kur šī enzīma pārekspresija izraisīja 

samazinātu insulīna stimulēto InsR un IRS fosforilāciju, bet PTP1B ekspresijas 

samazinājuma rezultātā insulīna jutība pieauga (Zhang and Zhang, 2007). Neskatoties uz 

pierādījumiem par PTP1B iesaisti insulīna signālceļa regulācijā, vēl aizvien līdz galam nav 

InsR

PI3K

PTP1B
IRS

PDK1 Akt

PP2A

PKC

?

Keramīdi

DAG

AK

PIP3PIP2

Ins

Attēls 3. Shematisks insulīna signālceļa atainojums. Insulīna signālceļu veido 

vairāku kināžu un procesu kaskāde, ko regulē dažādas fosfatāzes. Apzīmējumi: 

Ins - insulīns, InsR - insulīna receptors, PTP1B - proteīnu tirozīna fosfatāze 1B, 

IRS - insulīna receptora substrāts, PI3K - fosfoinozīda 3-kināze, 

PIP2 - fosfatidilinozitola 4,5 bifosfāts, PIP3 - fosfatidilinozitola 3,4,5-trifosfāts, 

PDK1 - no fosfoinozīda atkarīgā kināze, Akt – proteīnkināze B, PP2A - proteīnu 

fosfatāze 2A, PKC – proteīnkināze C, DAG - diacilglicerīdi, AK - acilkarnitīni.  
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identificēti mehānismi, kas izskaidrotu šīs fosfatāzes lomu insulīna rezistences attīstības 

gaitā.  

3.7. Acilkarnitīnu profilu ietekmējošie faktori 

Vairāku pētījumu rezultāti ļauj secināt, ka vidējo ķēžu un garķēžu AK koncentrācijas 

plazmā var izmantot kā biomarķieri mitohondriju metabolisma traucējumu 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). Tomēr jāatzīmē, 

ka pētījumos, kuru rezultāti rosina paaugstinātas AK koncentrācijas izmantot kā marķieri 

insulīna rezistences, 2. tipa diabēta un sirds un asinsvadu slimību diagnostikai, AK mērījumi 

tika veikti plazmā vai serumā, nesniedzot ieskatu par AK profilu audos. Līdz šim tikai dažos 

pētījumos zinātnieki pievērsuši uzmanību saistībai 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 mērījumiem tukšā dūšā un postprandiālā stāvoklī 

var secināt, ka plazmas garķēžu AK koncentrācija korelē ar AK saturu sirds audos, bet dati 

par plazmas AK profila saistību ar AK saturu muskuļos ir pretrunīgi (Soeters et al., 2009; 

Makrecka et al., 2014; Schooneman et al., 2014; Liepinsh et al., 2016a). Turklāt līdz šim nav 

pētītas no laika atkarīgās AK profila izmaiņas audos, pārejot no tukšas dūšas uz postprandiālo 

stāvokli pēc glikozes ievadīšanas. Kopumā līdz šim nav noskaidrots, kā plazmas AK profils 

atspoguļo AK saturu audos un kuri audi nosaka īslaicīgas izmaiņas plazmas AK profilā. 

3.8. Insulīna rezistences diagnostikā izmantoto metožu trūkumi  

Garķēžu AK tiek sintezēti un metabolizēti galvenokārt mitohondrijos, līdz ar to garķēžu 

AK koncentrācija tiek izmantota kā mitohondriālās taukskābju oksidācijas marķieris (Adams 

et al., 2009). Līdz ar masspektrometrijas metožu attīstību, paaugstinātas AK koncentrācijas 

mērījumi tiek izmantoti kā marķieris nepilnīgai taukskābju oksidācijai, lai diagnosticētu 

iedzimtos taukskābju oksidācijas defektus. Diagnostikas nolūkos nosaka gan kopējo 

taukskābju profilu, gan atsevišķu acilkarnitīnu koncentrācijas plazmā (Piero Rinaldo, Tina M. 

Cowan, 2008). 

Neraugoties uz diabēta plašo izplatību Latvijā un pasaulē, klīniskajā diagnostikā 

izmanto tikai marķieru mērījumus, kas raksturo pacientu glikozes homeostāzi un insulīna 

rezistenci (Tabula 1). Pašlaik galvenie klīnikā lietotie 2. tipa diabēta diagnostikas marķieri ir 
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saistīti ar traucējumiem glikozes metabolismā (Inzucchi et al., 2015; American Diabetes 

Association, 2017), bet ar esošajām metodēm nav iespējams noteikt insulīna jutības 

traucējumus dažādos audos. Pēdējā laikā lipīdu profila mērījumus izmanto gan diabēta 

diagnostikā, gan ārstēšanā izmantoto pretdiabēta medikamentu terapeitiskās efektivitātes 

izvērtēšanā (American Diabetes Association, 2017). Neskatoties uz plašiem pētījumiem, 

cirkulējošo lipīdu mērījumi pagaidām nav validēti lietošanai par biomarķieriem klīniskajā 

praksē (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 Otrā tipa diabēta diagnostiskie marķieri pacientu plazmā.  

Mērījums 
Veseli, tukša 

dūša 

Veseli, 

postprandiāli 

Diabēts, 

tukša dūša 

Diabēts, 

postprandiāli 

Metabolītu 

avoti analīzes 

laikā 

Glikoze ● ●●● ●● 
●●● 

(tolerance) 

Vairāku orgānu 

atbilde *  

Insulīns 

(C-Peptīds) 
● ●● ●● ●●● β-šūnas 

Glikētais 

hemoglobīns 

(HbA1) 

● ● ●● ●● 

Ilgstoša 

hiperglikēmija 

asinīs 

3.9. Izmaiņas enerģijas substrātu pieejamības regulācija 

Brīvo taukskābju un AK koncentrācija plazmā tukšā dūšā proporcionāli palielinās 

paaugstinātas lipolīzes un aktivēta taukskābju metabolisma rezultātā, savukārt, AK sintēze 

samazinās, kad notiek insulīna signālceļa aktivācija pēc ēšanas (Mihalik et al., 2010). Veselos 

indivīdos tukšā dūšā taukskābju un AK koncentrācijas ir paaugstinātas, bet insulīna līmenis ir 

zems, līdz ar to nav iespējams izdarīt secinājumus par insulīna jutību (Liepinsh and 

Dambrova, 2018). Turpretim postprandiālā stāvoklī augstas brīvo garķēžu taukskābju un AK 

koncentrācijas varētu uzskatīt par insulīna rezistences marķieriem, tā raksturojot insulīna 

Klīniski pieejamie mērījumi iezīmēti ar zilu; •zems līmenis, ••vidējs līmenis 

•••paaugstināts līmenis.* Glikozes tolerances testa (GTT) laikā glikozes koncentrācija ir 

atkarīga no insulīna jutības dažādos orgānos, tajā skaitā muskuļos, taukos, aknās. Kāda 

orgāna insulīna rezistence var tikt maskēta ar citu orgānu pastiprinātu darbību. 
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nespēju kavēt triglicerīdu metabolismu adipocītos, kā arī nespēju apturēt taukskābju 

metabolismu muskuļos un sirdī, kavējot CPT1 (Ramos-Roman et al., 2012; Newgard, 2017). 

3.10. Garķēžu acilkarnitīnu iesaiste insulīna rezistences patoģenēzē  

Metabolā elastība ir šūnu spēja pielāgoties konkrētam metabolajam stāvoklim un 

enerģijas substrātu pieejamībai (Goodpaster and Sparks, 2017). Insulīna rezistencei raksturīgs 

metabolās elastības trūkums, kā rezultātā notiek tādu lipīdu metabolisma starpproduktu 

uzkrāšanās, kā DAG, keramīdi, garķēžu taukskābes un to AK (Makrecka-Kuka et al., 2020). 

Pierādīts, ka postprandiālā stāvoklī paaugstināta garķēžu AK koncentrācija plazmā izraisa 

izteiktu hiperinsulinēmiju, insulīna rezistenci un hiperglikēmiju pelēs (Liepinsh et al., 2017). 

Taču garķēžu AK loma iekššūnas signālceļu regulācijā līdz šim pētīta salīdzinoši maz. 

Garķēžu AK nozīmi insulīna signālceļa regulācijā apliecina pētījumi, kas parāda, ka garķēžu 

AK izraisa Akt fosforilācijas samazināšanos ex vivo (Aguer et al., 2014; Blackburn et al., 

2020) un in vivo (Liepinsh et al., 2017) modeļos, tomēr precīzi molekulārie mehānismi līdz 

šim nav zināmi. 

Apmēram 90% diabēta pacientu ir 2. tipa diabēts, kas ir metabola saslimšana, ko 

raksturo insulīna rezistence, kā arī hiperglikēmijas un hiperlipidēmijas izraisītas 

komplikācijas. Diabēta pacientiem, kuriem novērojama insulīna rezistence, insulīna 

ievadīšana nespēj samazināt kopējo cirkulējošo AK daudzumu plazmā tik pat efektīvi kā 

veseliem indivīdiem (Mihalik et al., 2010). Tieši tādēļ augsts garķēžu AK līmenis tiek saistīts 

ar paaugstinātu 2. tipa diabēta attīstības risku (Sun et al., 2016b). Atsevišķās publikācijās 

aprakstīti rezultāti, kas liecina, ka gan 2. tipa diabēta, gan metabolā sindroma pacientiem 

galvenokārt paaugstināts ir īsķēžu AK līmenis plazmā (Bene et al., 2013; Libert et al., 2018; 

Cao et al., 2020). Tomēr šie mērījumi nav saistāmi ar insulīna rezistenci, jo plazmas paraugi, 

kas analizēti šajos pētījumos, no pacientiem ņemti tukšā dūšā, - stāvoklī, kad AK līmenis 

fizioloģiski ir paaugstināts (Hoppel and Genuth, 1980), tādējādi precīzi neatspoguļojot reālo 

situāciju (Liepinsh and Dambrova, 2018). Par spīti pētījumiem, kas saista garķēžu AK 

akumulāciju audos un tās izraisītos metabolisma traucējumus, ko novēro pacientiem ar 

aptaukošanos, hiperglikēmiju un 2. tipa diabētu, šobrīd literatūrā trūkst datu par konkrētiem 

audiem specifisku insulīna rezistenci un saistību starp garķēžu AK līmeni un glikozes 

metabolisma procesiem.  

Garķēžu AK akumulāciju un tai sekojošos traucējumus enerģijas metabolisma 

regulācijā novēro aptaukošanās un 2. tipa diabēta attīstības gaitā (Mihalik et al., 2010). 
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Novērots, ka garķēžu AK līmenis ievērojami paaugstinās prediabēta gadījumā, izraisot 

traucējumus glikozes līmeņa regulācijā (Zhang et al., 2014). Uz garķēžu AK paaugstinājumu 

kā svarīgu metabolo traucējumu cēloni norāda tas, ka pacientiem ar insulīna rezistenci 

insulīna jutību var uzlabot, ja farmakoloģiski vai ģenētiski samazina garķēžu AK līmeni 

(Ramos-Roman et al., 2012; Wicks et al., 2015; Dambrova et al., 2016). Turklāt pierādīts, ka 

garķēžu AK akumulācija prediabēta un 2. tipa diabēta gadījumā nav saistīta ar pārējo lipīdu 

profila izmaiņām (Mai et al., 2013).  

Garķēžu AK akumulācija var pasliktināt kardiovaskulārās sistēmas darbību. Daudzi 

pētījumi norāda uz to, ka pacientiem ar augstāku plazmas garķēžu AK līmeni, 

kardiovaskulāro slimību komplikācijas izpaužas ievērojami smagākā formā (Ueland et al., 

2013; Ahmad et al., 2016; Strand et al., 2017). Papildus smagākām kardiovaskulārajām 

komplikācijām, garķēžu AK akumulācija tiek saistīta arī ar pasliktinātiem sirds 

funkcionālajiem parametriem, piemēram, samazinātu sirds izsviedes frakciju (Hunter et al., 

2016). Šo iemeslu dēļ ir jāturpina AK molekulāro mehānismu pētījumi, skaidrojot AK lomu 

kardiometabolo saslimšanu patoģenēzē. 

3.11. Glikozes tolerances testa neizmantotās iespējas diagnostikā 

Klīniskajā situācijā postprandiālais metabolisma stāvoklis ir grūti raksturojams; tādēļ, 

lai labāk raksturotu pacientu glikozes toleranci, diagnostikas nolūkos tiek ieteikts glikozes 

tolerances tests (GTT), glikozes koncentrācijas mērījumus veicot 2 h laikā pēc glikozes 

uzņemšanas. GTT regulāri tiek izmantots kā diagnostikas metode, taču būtu nepieciešama arī 

papildus mērījumu veikšana, lai noteiktu taukskābju un to metabolisma starpproduktu 

koncentrācijas tukšā dūšā un 2 h pēc glikozes ievadīšanas. Papildus priekšrocība, taukskābju 

metabolītu noteikšanai GTT laikā, ir metabolisma pārejas no tukšās dūšas uz postprandiālo 

stāvokli raksturošana, kas liecinātu par metabolisma spēju pārslēgties starp dažādiem 

enerģijas substrātiem. 
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4. Materiāli un metodes 

4.1. Izmantotie materiāli 

NovoRapid® asparta insulīnu (100 vienības/mL Novo Nordisk, Bagsvērda Dānija), 

sotrastaurīnu (Cat. No. 16726, Cayman Chemical, Ann Arbora, Mičigana, ASV) un (R)-(+)-

etomoksira nātrija sāli (Cat. No. 4539 Tocris Bioscience, Abingdona, Apvienotā Karaliste) 

pirms lietošanas atšķaidīja sterili filtrētā PBS buferšķīdumā (137 mM NaCl (Merck KGaA, 

Darmštate, Vācija), 2,7 mM KCl (Merck KGaA), 10 mM Na2HPO4 (ACROS Organics™, 

Valthama, Masačuseta, ASV), 1,8 mM KH2PO4 (ACROS Organics™), pH 7,4). BVT948 

(Cat No. 16615, Cayman Chemical) un vortmanīnu (Cat. No. 1232, Tocris Bioscience) 

šķidināja dimetilsulfoksīfā (DMSO) (Cat. D8418, Merck KGaA). Palmitoilkarnitīna hlorīdu 

sintezēja no karnitīna un palmitoilhlorīda, vadoties pēc sintēzes metodes (Attēls 4), ko 

aprakstījis Nivet ar kolēgiem (Nivet et al., 1991). BMOV sintezēja pēc iepriekš aprakstītas 

metodes (Caravan et al., 1995). 

 

4.2. In vitro pētījumi 

Eksperimentiem izmantoja CHO INSR 1284 šūnu līniju, kas pārekspresē cilvēka 

insulīna receptoru (InsR) (Sommerfeld et al., 2010). Lai noskaidrotu, kuras no insulīna 

signālceļu kontrolējošajām fosfatāzēm ir iesaistītas novēroto PK efektu nodrošināšanā, 

izmantoja fosfatāžu inhibitorus: bis(maltolato)oksvanādiju (IV) (BMOV) un BVT948, kas 

inhibē PTP1B (Peters et al., 2003; Liljebris et al., 2004; Thompson and Orvig, 2006) un cinka 

sulfātu, kas kavē PP2A aktivitāti (Vardatsikos et al., 2013; Xiong et al., 2015). Sotrastaurīns 

bloķē no DAG atkarīgo PKC izoformu aktivitāti (Kawakami et al., 2004), ļaujot noteikt, vai 

garķēžu AK ietekme uz Akt Ser473 fosforilāciju norisinās ar PKC izoformu iesaisti. Lai 

sīkāk izpētītu garķēžu AK ietekmi uz insulīna sekrēciju, izmantoja insulīnu sekretējošo šūnu 

līniju RIN5F (Gazdar et al., 1980). 

L-Karnitīns

PK

Attēls 4. Palmitoilkarnitīna sintēzes shēma.  
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4.2.1. Eksperimenti šūnu līnijās  

CHO INSR 1284 (ATCC® CRL-3307™) šūnu kultūra tika iegūta no ATCC® (Lielpin, 

Lomianki, Polija). Šūnas audzēja Ham’s F-12 ar Glutamax (ThermoFisher Scientific, 

Valthama, Masačuseta, ASV) šūnu vidē, kas papildināta ar 10% fetālo liellopa serumu 

(Merck KGaA) un 0,34 mg/mL higromicīna B (Santa Cruz Biotechnology, Heidelberg, 

Vācija). Šūnas tika inkubētas HERAcell VIOS 160i CO2 inkubatorā (ThermoFisher 

Scientific) 37°C temperatūrā ar 5% CO2. Dienu pirms eksperimenta šūnas izsēja audu kultūru 

platēs (Sarstedt, Nümbrecht, Vācija) ar šūnu blīvumu 104/mL. Lai veicinātu šūnu adhēziju, 

šūnu plati inkubatorā ievietoja vismaz 12 h pirms eksperimenta sākuma. Pirms 

eksperimentiem šūnu vidi nomainīja pret 1 mL DMEM Low Glucose (Merck KGaA) bez 

seruma. Lai nodrošinātu to, ka šūnas visos lauciņos pakļautas vienādiem apstākļiem, 

kontroles lauciņos pievienoja šķīdinātājus attiecīgajās koncentrācijās (Attēls 5). Pēc 

inkubācijas šūnu vidi noņēma un šūnām pievienoja urīnvielu saturošu lizējošo buferšķīdumu. 

Paraugu iesaldēja -80°C līdz tālākiem mērījumiem. 

 

Attēls 5. CHO InsR1284 šūnās veikto eksperimentu grafiskais attēlojums. 

Palmitoilkarnitīna (PK) izraisītie efekti uz insulīna signālceļu ar insulīnu stimulētās 

šūnās (A). PK izraisītie efekti uz insulīna signālceļu ar BMOV un BVT948 stimulētās 

šūnās (B). Sotrastaurīna un cinka sulfāta ietekme uz PK izraisītajiem efektiem ar 

insulīnu stimulētās šūnās (C). 
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RIN-5F (ATCC® CRL-2058™) šūnu līniju ieguva no ATCC® (Lielpin). Šūnas 

audzēja RPMI 1640 vidē (ThermoFisher Scientific), kas papildināta ar 10% fetālo liellopa 

serumu (Merck KGaA). Aptuveni 24 h pirms eksperimenta uzsākšanas šūnu vidi nomainīja 

pret bezseruma DMEM Low Glucose (Merck KGaA), kam sekoja vēl viena vides maiņa pret 

DMEM Low Glucose (Merck KGaA) vai DMEM High Glucose (Cat. D1152, Merck KGaA) 

ar dažādām PK koncentrācijām (1-10 µM). Pēc 1 h šūnu vidi savāca un centrifugēja pie 

380 × g, lai atbrīvotos no šūnām, kas atdalījušās no platītes (Attēls 6). Supernatantu iesaldēja 

-80°C līdz tālākiem insulīna mērījumiem.  

 

Izmantotajās šūnu līnijās regulāri tika veikta mikoplazmu kontaminācijas kontrole, 

izmantojot MycoProbe mikoplazmu detekcijas komplektu (R&D Systems, Inc., Mineapole, 

Minesota, ASV). Iespējamā baktēriju un raugu kontaminācijas kontrole tika veikta, vizuāli 

pārbaudot katru šūnu plati pirms eksperimenta uzsākšanas.  

4.2.2. Proteīnu koncentrācijas noteikšana  

Proteīnu koncentrāciju šūnu un audu lizātos noteica, izmantojot vienkāršoto Laurija 

(Lowry) proteīnu noteikšanas metodi (Peterson, 1977), standartlīknei izmantojot liellopa 

seruma albumīnu (Cat. EQBAH66, Europa Bioproducts Ltd, Čelsvorta, Apvienotā Karaliste).  

4.2.3. Imunoblotu analīze 

Šūnas pēc eksperimenta lizēja urīnvielu saturošā buferšķīdumā (4 mM urīnviela (Cat, 

U5378, Merck KGaA), 140 mM Tris bāze (Cat, 648310, Merck KGaA), 1% SDS Cat. L3771, 

Merck KGaA), 1 mM glicerolfosfāts (Cat. G9891, Merck KGaA), 1 mM NaF (Cat. 60-013-

87, ThermoFisher Scientific), 10 μM leupeptīns (Cat 1167, Tocris Bioscience), 

1 μM pepstatīns A (Cat 1190, Tocris Bioscience), 1 μM aprotinīns (Cat. A1153 Merck 

KGaA) un 100 μM (2-aminoetil) benzēnsulfonil fluorīds (AEBSF) (Cat. A8456, Merck 

KGaA), šūnu lizātu apstrādājot ar ultraskaņu 10 sekundes ar 20% amplitūdu, izmantojot 

Attēls 6. RIN-5F šūnās veiktā eksperimenta grafiskais attēlojums 
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ultraskaņas ģeneratoru (Cole-Parmer processor, Vernon Hilsa, Ilinoisa, ASV). Paraugus pēc 

apstrādes līdz mērījumu veikšanai uzglabāja -80°C. Šūnu lizātus pirms elektroforēzes sajauca 

ar seškārtīgu Laemli buferšķīdumu (12% SDS, 60 mM Tris pH 6.8, 47% glicerīnu (Cat. 

G7886, Merck KGaA), 0.93% DTT (Cat. 3154 Tocris Bioscience), un 0.06% bromfenola zilo 

(Cat. 15613840, ThermoFisher Scientific), katrā SDS PAGE gēla bedrītē iepildīja 20 µg 

kopējā proteīna. SDS PAGE gēls sastāvēja no 2% koncentrējošā, un 8% sadalošā gēla. 

Elektroforēzi veica, izmantojot ThermoScientific elektroforēzes iekārtu. Pēc elektroforēzes 

proteīnus no gēla pārnesa uz membrānu (Invitrogen™ iBlot™ 2 Transfer Stack PVDF, 

ThermoFisher Scientific), izmantojot sausās blotēšanas sistēmu (iBlot 2, ThermoFisher 

Scientific). Pēc proteīnu pārneses PVDF membrānu 1 h bloķēja ar 5% liellopa seruma 

albumīna šķīdumu un 14 h inkubēja ar primārajām antivielām (Tabula 2) +4°C temperatūrā. 

Pēc inkubācijas membrānas skaloja Tris buferšķīdumā (150 mM NaCl) un 50 mM Tris, pH 

7.6) un 1 h inkubēja ar antivielām, kas konjugētas ar mārrutku peroksidāzi (Tabula 2). 

Imunoblotu attēlus ieguva, membrānām pievienojot hemiluminiscences substrātu (Cat. 

WBKLS0500, Merck KGaA) un eksponējot tās Azure c400 attēlveidošanas iekārtā (Azure 

Biosystems, Dublina, Kalifornija, ASV). Proteīnu joslām noteica relatīvo daudzumu, 

izmantojot AzureSpot programmatūru (Azure Biosystems). Lai novērstu dažāda ekspozīcijas 

ilguma rezultātā veidojušās variācijas starp joslām, katras grupas ietvaros aprēķināja grupas 

vidējo joslu intensitātes vērtību, ar kuru izdalīta katra individuālā joslas vērtība grupā.  
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Tabula 2. Darbā izmantotās antivielas 

Nosaukums Atšķaidījums Kat.Nr., Lote Ražotājs 

Phospho-Akt (Ser473) 

(D9E) XP® rabbit mAb 
1:2000 cat. #4060, Lot: 23 

Cell Signaling Technology, 

Denvera, Masačūseta, ASV 

Insulin receptor β 

(Tyr1150/1151) (19H7) 

rabbit mAb 

1:1000 cat. #3024, Lot: 15 Cell Signaling Technology 

Akt (pan) (C67E7) rabbit 

mAb 
1:2000 cat. #3024, Lot: 15 Cell Signaling Technology 

Anti-actin Ab-5 C4 

antibody 
1:4000 

cat. 612656, Lot: 

7033721 

BD Bioscience, San Hosē, 

Californija, ASV 

HRP-linked anti-rabbit 

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

HRP-linked anti-mouse 

IgG antibodies  
1:50000 cat. #7076, Lot: 33 Cell Signaling Technology 

4.2.4. PTP1B aktivitātes noteikšana 

Attīrītu PTP1B enzīmu un tirozīna fosfopeptīdu (RRLIEDAEpYAARG) (Cat. 12-217, 

Merck KGaA) inkubēja BMOV un PK klātbūtnē. Reakciju apturēja, pievienojot fosfatāžu 

inhibitoru kokteili (PIC II). Fosfatāzes aktivitāti noteica reakcijas maisījumā (100 mM Hepes 

pH 7.5 (Cat A0302497, ACROS Organics™), 20 mM EDTA (Cat. 254045-500 g, Merck 

KGaA), 0.1% liellopa seruma albumīns, 0.015% Brij-35 (Cat. 8019621000, Merck KGaA)), 

mērot defosforilētā un fosforilētā peptīda attiecību, par standartu izmantojot gan tirozīna 

peptīda fosforilēto (RRLIEDAEpYAARG), gan defosforilēto (RR-src) 

(RRLIEDAEYAARG) (Cat. BML-P308-0001, Enzo Life Sciences, Inc., Lausanne, Austrija) 

formu. Peptīdu koncentrācijas noteikšanai izmantoja Waters Acquity šķīdumu 

hromatogrāfijas sistēmu (Waters UK, Elstre, Apvienotā Karaliste) un Waters Quattro Micro 

or Waters Xevo TQ-S masas spektrometru (Waters UK).  

4.3. In vivo pētījumi  

4.3.1. Dzīvnieku modeļi 

Visas eksperimentālās procedūras ar laboratorijas dzīvniekiem veica saskaņā ar Eiropas 

Savienības direktīvu 2010/63/EU, kā arī tās saskaņoja ar Latvijas Republikas Pārtikas un 

veterināro dienestu un Dzīvnieku aizsardzības ētikas padomi. In vivo eksperimentus 
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aprakstīja saskaņā ar ARRIVE vadlīnijām (Kilkenny et al., 2010; McGrath et al., 2010). 

Dzīvniekus (peles un žurkas) turēja individuāli ventilējamos standarta sprostos ar skaidu 

pakaišiem un migas materiālu, pa pieciem dzīvniekiem katrā sprostā. Eksperimentāliem 

dzīvniekiem nodrošināja uzturēšanas standarta apstākļus (gaisa temperatūra 21‒23 °C, 

relatīvais gaisa mitrums 65 ± 10%, 12 h gaismas-tumsas cikls). Barībai izmantoja 

standartizēto diētu R70 (Lactamin AB, Mjölby, Zviedrija), ja vien atsevišķi nav norādīta 

speciāla barība. Barība un dzeramais ūdens bija pieejami bez ierobežojuma. 

Kopumā eksperimentiem izmantoja 56 Wistar žurku tēviņus (320-350 g) un 21 CD1 

peļu tēviņus (35–38 g), kurus iegādājās no Harlan Laboratories BV (Nīderlande), kā arī 

20 C57bl/6N peļu tēviņus (7 nedēļas) (Envigo, Horsta, Nīderlande), 10 diabētisko db/db 

(BKS.Cg-+Lepr/+Lepr/OlaHsd) peļu tēviņus un līdzvērtīga vecuma 10 kontroles db/L peļu 

tēviņus (7 nedēļas) (Envigo). Eitanāzijai izmantoja dekapitāciju, lai izvairītos no anestēzijas 

izraisītiem blakusefektiem, kas varētu ietekmēt AK profilu, bet vienlaicīgi nodrošinātu audu 

paņemšanu, novēršot dzīvnieku ciešanas.  

4.3.2. Acilkarnitīnu profilu audos 

Wistar līnijas žurkas pēc nejaušības principa sadalīja 2 eksperimentālajās grupās: 

postprandiālā (n = 7) un tukšas dūšas grupā (n = 7). Žurkām postprandiālā grupā pieeja 

ēdienam netika ierobežota, savukārt, tukšas dūšas grupā pieeju ēdienam liedza 18 h pirms 

eksperimenta. Pieeju ēdienam ierobežoja gaismas cikla beigās. No dzīvniekiem paņēma 

plazmu, sirdi, augšstilba muskuli, aknas, nieres, un epididimālos taukus (Attēls 7).  

 

Lai veiktu GTT, izmantoja papildus 30 Wistar žurkas (5 dzīvnieki katrā laika punktā). 

Dzīvniekiem pirms GTT uz 18 h liedza pieeju barībai. Plazmu un audu paraugus (sirds, 

augšstilba muskulis, aknas, nieres un epididimālos taukus) paņēma 0; 0,5; 1; 2; 4 un 6 h pēc 

glikozes ievadīšanas un līdz mērījumu veikšanai uzglabāja -80°C (Attēls 8).  

Attēls 7. Eksperimenta shēma acilkarnitīnu profila noteikšanai audos tukšā 

dūšā un pēc ēšanas stāvoklī. 
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4.3.3. Fiziskās slodzes ietekme uz orgānu acilkarnitīnu profilu 

Fiziskās slodzes eksperimentam izmantoja piespiedu skriešanas/iešanas iekārtu 

(PsymCon Model 35500, Lafayette Instrument, Lafajete, ASV). Nedēļu pirms eksperimenta 

peles (n = 14) pakāpeniski pieradināja pie aparāta. Pirmajā un otrajā dienā pelēm lika iet 

30 min ar ātrumu 3 m/min, trešajā – 40 min ar ātrumu 3,5 m/min, ceturtajā – 50 min ar 

ātrumu 4 m/min, un piektajā dienā peles skrēja 60 min ar ātrumu 5 m/min. Pelēm 18 h pirms 

eksperimenta liedza pieeju barībai. Lai nodrošinātu zemu sākotnējo AK līmeni plazmā, pelēm 

30 min pirms skriešanas intraperitoneāli ievadīja glikozi (0,3 g/kg). Pēc 30 min 7 peles 

ievietoja skriešanas kamerā un lika skriet 60 min ar ātrumu 10 m/min, bet 7 atlikušās peles 

izmantoja kā mazkustīgo kontroles grupu. Pēc eksperimenta paņēma plazmu, sirdi un 

augšstilba muskuļus (Attēls 9). Paraugus iesaldēja šķidrajā slāpeklī un līdz mērījumu 

veikšanai uzglabāja -80°C. 

 

4.3.4. Taukskābju oksidācijas un acilkarnitīnu efluksa noteikšana sirdī 

Izolēto orgānu eksperimentam izmantoja 12 dzīvniekus. Radioiezīmētā palmitāta 

([9,10-3H]-palmitāts (BioTrend, Ķelne, Vācija) (specifiskā aktivitāte, 60 Ci/mmol)) 

oksidēšanas ātrumu mērīja tukšā dūšā esošu Wistar žurku sirdīs. Žurkas anestezēja, ievadot 

nātrija pentobarbitāla (60 mg/kg i.p.) (Alfasan, Verdena, Nīderlande) un heparīna 

(Panpharma, Luitre-Dompīra, Francija) (1000 IU/kg) šķīdumu. Sirdis izgrieza un caur aortu 

perfuzēja ar oksigenētu (95% O2 - 5% CO2) perfūzijas šķīdumu ar konstantu spiedienu 70 

Attēls 8. Eksperimenta shēma acilkarnitīnu profila izmaiņu noteikšanai glikozes 

tolerances testa laikā.  

Attēls 9. Eksperimenta shēma, lai noskaidrotu fiziskās aktivitātes ietekmi uz 

acilkarnitīnu līmeni plazmā, sirdī un muskuļos.  
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mmHg. Sirdis 30 min perfuzēja ar Krebsa-Henseleita (KH) buferšķīdumu (118 mM NaCl, 

4,7 mM KCl, 2,52 mM CaCl2 (Cat. 207780010, ACROS Organics™),, 1,64 mM MgCl2 (Cat. 

246964, Merck KGaA), 24,88 mM NaHCO3 (Cat. 447100010, ACROS Organics™), 

1,18 mM KH2PO4 un 0,05 mM EDTA, pH 7,4 37°C temperatūrā). Lai imitētu tukšās dūšas 

stāvokli, izmantoja buferšķīdumu, kas saturēja 0,8 mM nātrija palmitātu (Cat. P0007, TCI 

Chemicals, Antverpene, Beļģija), 2% liellopa seruma albumīnu, 5 mM glikozi (Cat. 

B05CX01, Fresenius, Runkorna, Apvienotā Karaliste) un 0,3 ng/mL insulīnu. Lai atdarinātu 

pāreju no tukšās dūšas uz postprandiālo stāvokli, perfūzijas buferšķīdumu papildināja ar 

glikozi (10 mM gala koncentrācija) un insulīna aspartu (3 ng/mL). Pēc 1 h ilgas perfūzijas 

buferšķīdumu uz 10 min nomainīja uz KH buferšķīdumu ar ([9,10-3H] palmitātu. Palmitāta 

oksidāciju noteica, mērot [3H]2O izdalīšanos no metabolizētā palmitāta. Papildus tam paņēma 

perfuzātu, kurā pēc tam mērīja AK profilu, lai noteiktu AK efluksu no sirds (Attēls 10).  

 

4.3.5. Enerģijas metabolisma noteikšana muskuļos 

Muskuļu enerģijas metabolisma īpašības novērtēja ar netiešo gāzu kalorimetriju, 

izmantojot PhenoMaster sistēmu pelēm (TSE Systems, Berlīne, Vācija). Ar PhenoMaster 

sistēmu noteica arī uzņemto barības un ūdens daudzumu. Peles (n = 5) sākotnēji 72 h 

adaptēja PhenoMaster sistēmā. Adaptētajām pelēm 16 h pirms glikozes ievadīšanas 

(0,5 mg/kg i.p.) liedza pieeju barībai. Mērot skābekļa patēriņu (VO2) un oglekļa dioksīda 

veidošanos (VCO2), aprēķināja elpošanas koeficientu (RER), kas parāda enerģijas 

metabolisma profilu skeleta muskuļos.  

Izolēto muskuļu eksperimentam augšstilba muskuli izolēja un pārnesa uz ledusaukstu 

KH buferšķīdumu. Tālāk muskuli pievienoja pie spēka sensora, pozicionējot starp diviem 

platīna gredzeniem, lai muskuli būtu iespējams elektriski stimulēt un reģistrēt muskuļa 

kontrakcijas. Muskuli sākotnēji optimāli iestiepa, kam sekoja stimulācija ar supra-maksimālu 

Attēls 10. Eksperimenta shēma acilkarnitīnu profila izmaiņu noteikšanai 

izolētās sirds modelī.  
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spriegumu. Muskuļu kontrakciju eksperimentu veica KH buferšķīdumā, kas saturēja 

0,8 mM nātrija palmitātu, kas konjugēts ar 2% liellopa seruma albumīnu, 5 mM glikozi, un 

0,3 ng/mL insulīnu. Izolēto muskuļu adaptācija ilga 30 min, pēc kuras ik pa 10 min paņēma 

buferšķīdumu, lai noteiktu AK efluksu no muskuļa (Attēls 11).  

 

4.3.6. Insulīna rezistences un diabēta eksperimentālie modeļi 

Eksperimentiem izmantoja 20 C57bl/6N peļu tēviņus (Envigo), kurus pēc nejaušības 

principa iedalīja 2 grupās. Kontroles C57bl/6N grupa (n = 10) 8 nedēļas saņēma standarta 

R70 barību (Lantmännen, Stoholma, Zviedrija). Otrai grupai (n = 10) izraisīja insulīna 

rezistenci, 8 nedēļas dodot HFD (21% tauki un 0,15% holesterīns) (Special Diets Services, 

Horlija, Apvienotā Karaliste) (Attēls 12). Papildus eksperimentam izmantoja 10 db/db 

(BKS.Cg-+Leprdb/+Leprdb/OlaHsd) peļu tēviņus ar izteiktu 2. tipa diabētu un līdzvērtīga 

vecuma 10 kontroles normoglikēmiskus peļu db/L tēviņus (Envigo). 

 

4.3.6. Glikozes tolerances tests un glikozes uzņemšana audos 

Lai veiktu glikozes tolerances testu, pelēm 16 h pirms eksperimenta sākuma liedza 

pieeju barībai. Eksperimenta sākumā tukšā dūšā paņēma asins paraugu, tad intraperitoneāli 

ievadīja glikozes šķīdumu (0,5 g/kg ķermeņa svara) un paņēma asins paraugus 1 un 2 h pēc 

glikozes ievadīšanas. Lai noteiktu no insulīna atkarīgo glikozes transportu audos, pelēm 

1 h 50 min pēc glikozes ievadīšanas zemādā ievadīja fizioloģisko šķīdumu, kas saturēja 1 µCi 

2-[1,2-3H]-dezoksi-D-glikozes (BioTrend) (([3H]-DOG), specifiskā aktivitāte, 60 Ci/mmol). 

Attēls 11. Eksperimenta shēma acilkarnitīnu izplūšanas noteikšanai no izolēta, 

kontrahējoša muskuļa.  

Attēls 12. Eksperimentālo 2. tipa diabēta un insulīna rezistences modeļu izveide.  
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Pēc 10 minūtēm peles dekapitēja un paņēma sirds, skeleta muskuļu un taukus. Visus 

paraugus līdz mērījumu veikšanai uzglabāja -80°C (Attēls 13).  

 

4.3.7. Bioķīmisko parametru noteikšana plazmā un audos 

AK profilu plazmas un audu paraugos noteica, izmantojot Waters Acquity šķīdumu 

hromatogrāfijas sistēmu un Waters Quattro Micro vai Waters Xevo TQ-S masas 

spektrometru (Liepinsh et al., 2017). AK koncentrācijas plazmā izteiktas µM vienībās, 

savukārt, audos kā nmol/mg audu. AK daudzumu orgānos aprēķināja, ņemot vērā kopējo 

orgāna svaru vai plazmas tilpumu. Plazmas brīvo taukskābju koncentrāciju noteica, 

izmantojot komerciāli pieejamo enzimātiskās reakcijas testēšanas komplektu (Wako, 

Hamburga, Vācija) saskaņā ar ražotāja instrukcijām. Glikozes daudzumu asinīs noteica, 

izmantojot MediSense Optium (Abbott Diabetes Care, Londona, Lielbritānija) glikozes 

mērītāju un testu strēmeles. Plazmas insulīna koncentrāciju noteica, izmantojot žurku/peļu 

insulīna ELISA komplektu (Merck KGaA). HbA1c koncentrāciju noteica ar automatizēto 

hemoglobīna testēšanas sistēmu (DCA Vantage Analyzer, Londona, Apvienotā Karaliste). 

4.4. Statistiskā analīze 

Datu apkopošanai un analīzei lietoja vispārpieņemtās statistikas metodes, izmantojot 

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

In vitro šūnu eksperimentos rezultāti izteikti kā vidējās vērtības ± standartnovirze. Lai 

noteiktu datu atbilstību normālsadalījumam, izmantoja Šapīro-Vilka (Shapiro-Wilk) 

normālsadalījuma testu. Ja datu izkliede atbilda normālsadalījumam, statistisko ticamību 

noteica izmantojot vienvirziena dispersijas analīzi ar Duneta (Dunnett’s) vairākkārtējo 

salīdzinājumu testu, bet ja datu izkliede neatbilda normālsadalījumam, izmantoja Kruskala-

Valisa (Kruskal-Wallis) testu ar Dunna (Dunn’s) vairākkārtējo salīdzinājumu testu. 

Attēls 13. Eksperimenta shēma insulīna rezistences un 2. tipa diabētam 

raksturīgās audu specifiskās insulīna rezistences noteikšanai. 
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Rezultātus, kurus ieguva no in vivo un ex vivo eksperimentiem, izteica kā vidējās 

vērtības ± vidējo standartkļūdu (standard error of the mean) (SEM). Statistikas testiem 

izmantoja Stjūdenta t-testu vai vienvirziena dispersijas analīzi ar Tukija (Tukey’s) pēctestu. 

Rezultātus uzskatīja par ticamiem, ja p<0,05.  
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5. Rezultāti 

5.1 Garķēžu acilkarnitīnu ietekme uz insulīna signālceļu 

5.1.1 Palmitoilkarnitīna ietekme uz InsR un Akt fosforilāciju 

CHO šūnu stimulācija ar 10 nM insulīnu palielināja InsR Tyr1151 fosforilāciju 

25 reizes (Attēls 14A, B) un Akt Ser473 fosforilāciju 47 reizes (Attēls 14A, C). Kad šūnas 

tika stimulētas ar insulīnu 10 µM PK klātbūtnē, InsR Tyr1151 fosforilācijas līmenis 

samazinājās par 35 ± 24% (p <0,05) salīdzinājumā ar insulīna stimulētām šūnām (Attēls 

14B). PK pievienošana šūnu videi samazināja arī insulīna izraisīto Akt Ser473 fosforilāciju 

par 66 ± 12% (p <0,05) (Attēls 14C). Insulīna stimulētās šūnās CPT1 inhibitors, etomoksirs, 

nesamazināja InsR Tyr1151 un Akt Ser473 fosforilāciju, norādot uz to, ka iekššūnas 

AK līmenis neietekmē insulīna signālceļu (Attēls 14D, E, F). Iegūtie rezultāti ļauj secināt, ka 

PK klātbūtne ievērojami samazina insulīna izraisīto InsR un Akt Ser473 fosforilāciju.  
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5.1.2. PTP1B inhibīcija novērš palmitoilkarnitīna izraisītos efektus 

Lai pārliecinātos, vai PK izraisītajam InsR fosforilācijas samazinājumam nepieciešama 

PTP1B iesaiste, tika izmantots vanādiju saturošs insulīna mimētiķis BMOV, kas paaugstina 

InsR fosforilācijas līmeni, inhibējot PTP1B. PK (10 µM) pievienošana BMOV (100 µM) 

stimulētām šūnām neizraisīja izmaiņas InsR Tyr1151 fosforilācijas intensitātē (Attēls 15B), 

liecinot par PTP1B iesaisti PK izraisītajā InsR Tyr1151 defosforilācijā. Neskatoties uz 

saglabāto InsR Tyr1151 fosforilācijas līmeni, PK klātbūtnē tika novērota par 69 ± 15% 

(p <0,005) samazināta Akt Ser473 fosforilācija salīdzinājumā ar BMOV stimulēto kontroli 
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Attēls 14. Palmitoilkarnitīna (PK) un etomoksira ietekme uz InsR un Akt 

fosforilāciju insulīna stimulētās CHO InsR 1248 šūnās. CHO InsR 1284 šūnas 

10 min inkubētas DMEM LG vidē ar 10 nM insulīnu un 10 µM PK. InsR Tyr1151 (B, 

E) un Akt Ser473 (C, F) fosforilācijas līmenis nestimulētās šūnās ir ļoti zems, un 

10 µM PK pievienošana neizraisīja detektējamas izmaiņas Akt fosforilācijā. Galvenā 

uzmanība tika veltīta insulīna izraisītajai InsR Tyr1151 un Akt Ser473 fosforilācijai, 

kura ievērojami samazinājās 10 µM PK klātbūtnē. Reprezentatīvās Western blota joslas 

no insulīna stimulētajām šūnām (B, C, D, E). Relatīvā InsR Tyr1151 un Akt Ser473 

fosforilācija aprēķināta pret kopējo Akt joslas intensitāti katrā paraugā. Insulīna 

stimulētās grupas vidējā vērtība tika pieņemta par 1. Rezultātos attēlotas vidējās 

vērtības ± standartnovirze. Paraugu skaits B un C paneļos: kontrole n = 9, PK n = 4, 

insulīna kontrole n = 8, insulīns + PK n = 7. Paraugu skaits E panelī: insulīna grupa 

n = 6, insulīns + etomoksirs n = 4, Paraugu skaits F panelī: insulīna grupa n = 6, insulīns 

+ etomoksirs n = 5. * - norāda uz statistiski būtisku izmaiņu salīdzinājumā ar kontroles 

grupu, # - norāda uz statistiski būtisku izmaiņu salīdzinājumā ar insulīna stimulēto 

grupu, (vienfaktora dispersijas analīze, Tukija tests). 
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(Attēls 15C). Iegūtie rezultāti ļauj secināt, ka PK samazina BMOV izraisīto Akt Ser473 

fosforilāciju neatkarīgi no InsR Tyr1151 fosforilācijas pakāpes.  

 

Tā kā BMOV izraisītās PTP1B inhibīcijas rezultātā PK nesamazināja InsR Tyr1151 

fosforilāciju, tika pārbaudīta PK ietekme uz attīrīta PTP1B enzīma aktivitāti. BMOV 100 µM 

koncentrācijā samazināja PTP1B aktivitāti par 62 ± 4% (Attēls 15D), bet 10 µM PK 

klātbūtnē PTP1B aktivitātes izmaiņas netika novērotas. Šie rezultāti norāda uz to, ka PK, 

visticamāk, netieši aktivē PTP1B, izraisot InsR Tyr1151 defosforilāciju. PTP1B iesaiste PK 
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Attēls 15. Palmitoilkarnitīna (PK) ietekme uz InsR un Akt fosforilāciju BMOV 

stimulētās CHO InsR 1248 šūnās un PTP1B aktivitāti in vitro. CHO šūnas tika 

inkubētas 1 h ar 100 µM BMOV, un 10 min pirms šūnu paņemšanas tika pievienots 

10 µM PK. Ar BMOV stimulētās CHO InsR 1248 šūnās InsR Tyr1151 un Akt Ser473 

fosforilācijas intensitāte ir līdzvērtīga tai, kāda tika novērota ar insulīnu stimulētās 

šūnās. BMOV stimulācijas rezultātā PK samazināja Akt Ser473 fosforilāciju, bet 

InsR Tyr1151 fosforilācija netika ietekmēta. Reprezentatīvās Western blota joslas 

BMOV stimulētās šūnās (A). Relatīvā InsR Tyr1151 un Akt Ser473 fosforilācija 

aprēķināta pret kopējo Akt joslas intensitāti katrā paraugā. Attīrīta PTP1B enzīma 

aktivitāte PK un BMOV klātbūtnē (D). BMOV stimulētās grupas vidējā vērtība tika 

pieņemta par 1. Rezultātos attēlotas vidējās vērtības ± standartnovirze. Paraugu skaits 

grupā BC panelī: kontrole n = 9, BMOV n = 8, BMOV+PK n = 7. Paraugu skaits D 

panelī, kontrole n = 4, BMOV n = 4, PK n = 4. * - norāda uz statistiski būtisku izmaiņu 

salīdzinājumā ar kontroles grupu, # - norāda uz statistiski būtisku izmaiņu salīdzinājumā 

ar BMOV stimulēto grupu, (vienfaktora dispersijas analīze, Tukija tests) (p<0,05). 
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izraisīto efektu nodrošināšanā tika pārbaudīta izmantojot nekonkurējošo PTP1B inhibitoru 

BVT948. Insulīna stimulētās šūnās BVT948 pilnībā novērsa PK izraisīto InsR Tyr1151 un 

Akt Ser473 defosforilāciju (Attēls 16), tādējādi apstiprinot PTP1B iesaisti garķēžu AK 

izraisīto efektu nodrošināšanā.  

 

5.1.3. PKC un PP2A nepiedalās palmitoilkarnitīna efektu nodrošināšanā  

Lai pārliecinātos, vai PK izraisītos efektus nodrošina ar Akt fosforilāciju saistītie 

enzīmi PKC un PP2A, tika izmantoti šo fosfatāžu inhibitori. Šūnu inkubācija ar PP2A 

inhibitoru cinka sulfātu (Attēls 17A, B) un no DAG atkarīgās PKC izoformas inhibitoru 

sotrastaurīnu (Attēls 17CD) būtiski neietekmēja insulīna (5 nM) izraisīto Akt Ser473 

fosforilāciju. PK (10 µM) pievienošana insulīnam Zn2+ klātbūtnē izraisīja Akt Ser473 

fosforilācijas samazinājumu (Attēls 17A, B). Šie rezultāti norāda, ka PP2A nepiedalās PK 

izraisītajā Akt Ser473 defosforilācijā (Attēls 17B). Šūnas inkubējot ar insulīna un 

sotrastaurīna kombināciju, tika novēroti līdzīgi rezultāti, jo arī 100 nM sotrastaurīna 

pievienošanai nebija ietekmes uz PK izraisīto Akt Ser473 fosforilācijas samazinājumu (Attēls 

17D). Šie rezultāti ļauj secināt, ka PK izraisītais efekts nav saistīts ar no DAG atkarīgajām 

PKC izoformām.  
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Attēls 16. BVT948 ietekme uz palmitoilkarnitīna (PK) izraisītajām izmaiņām 

insulīna stimulētās CHO InsR 1248 šūnās. CHO šūnas 50 min tika inkubētas ar 

25 μM BVT948, kam sekoja 10 min ilga insulīna (10 nM) stimulācija 10 µM PK 

klātbūtnē. BVT948 klātbūtnē PK vairs nesamazināja InsR Tyr1151 (B) un Akt Ser473 

(C) fosforilāciju. Relatīvā InsR Tyr1151 un Akt Ser473 fosforilācija aprēķināta pret 

kopējo Akt joslas intensitāti katrā paraugā. Insulīna+BVT948 grupas vidējā vērtība tika 

pieņemta par 1. Rezultātos attēlotas vidējās vērtības ± standartnovirze. Paraugu skaits 

grupā: kontrole n = 5, insulīna+BVT948 kontrole n = 12, insulīns+BVT948+PK n = 12. 

* - norāda uz statistiski būtisku izmaiņu salīdzinājumā ar kontroles grupu (Kruskala-

Valisa tests, Dunna daudzkārtējās salīdzināšanas tests (p<0,05)). 
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Vortmanīna klātbūtnē InsR aktivitāte nav ietekmēta (Attēls 18A, B), bet insulīna 

signāls nesasniedz Akt (Attēls 18 A, C), jo vortmanīns bloķē fosfoinozīda atkarīgās kināzes, 

tajā skaitā arī PI3K, kas piedalās signāla pārnesē starp InsR un Akt. 

 

Attēls 17. Sotrastaurīna un Zn2+ ietekme uz palmitoilkarnitīna (PK) 

izraisītajiem efektiem ar insulīnu stimulētās CHO InsR 1248 šūnās. CHO šūnas tika 

1 h inkubētas DMEM LG barotnē, kas saturēja 100 µM cinka sulfātu (A) vai 100 nM 

sotrastaurīnu (C), kam sekoja 10 min inkubācija ar 10 µM PK, 5 nM insulīnu un 

attiecīgo inhibitoru. Tā kā gan PP2A, gan PKC regulē Akt nevis InsR fosforilāciju, 

šajos eksperimentos tika mērītas PK izraisītās izmaiņas tikai Akt Ser473 fosforilācijā. 

Gan cinka sulfāta, gan sotrastaurīna kombinācija ar insulīnu nenovērsa PK izraisīto 

Akt Ser473 fosforilācijas samazinājumu. Reprezentatīvās Western blota joslas insulīna 

stimulētām CHO šūnām 100 µM cinka sulfāta (A, B) vai 100 nM sotrastaurīna (C, D) 

klātbūtnē. Relatīvā Akt Ser473 fosforilācija aprēķināta pret kopējo Akt joslas intensitāti 

katrā paraugā. Insulīna stimulētās grupas vidējā vērtība tika pieņemta par 1. Rezultātos 

attēlotas vidējās vērtības ± standartnovirze. Paraugu skaits panelī B: insulīns n = 6, Zn2+ 

+ insulīns n = 5, PK + Zn2+ + insulīns n = 6. Paraugu skaits panelī D: insulīns n = 3, 

sotrastaurīns + insulīns n = 4 un PK + sotrastaurīns + insulīns n = 4. * - norāda uz 

statistiski būtisku izmaiņu salīdzinājumā ar kontroles grupu, # - norāda uz statistiski 

būtisku izmaiņu salīdzinājumā ar insulīna stimulēto grupu, (vienfaktora dispersijas 

analīze, Tukija tests) (p<0,05).  
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5.1.4. Palmitoilkarnitīns palielina insulīna sekrēciju 

Lai precizētu garķēžu AK izraisītās hiperinsulinēmijas mehānismus, tika izmantota 

insulīnu producējošā RIN5F šūnu līnija. Inkubējot RIN5F šūnas vidē ar PK, tika novērots no 

koncentrācijas atkarīgs insulīna sekrēcijas pieaugums (Attēls 19A). Zemākā PK koncentrācija 

(1 µM) neizraisīja papildu insulīna izdalīšanos, savukārt, 5 µM un 10 µM PK veicināja 

insulīna sekrēciju, palielinot tā daudzumu šūnu vidē 3,6–6,7 reizes salīdzinājumā ar kontroles 

grupu (Attēls 19A). Neskatoties uz to, ka insulīna koncentrācija šūnu vidē bija paaugstināta 

aptuveni 7 reizes, netika novērotas statistiski būtiskas izmaiņas Akt Ser473 fosforilācijas 

intensitātē (Attēls 19B, C). Ņemot vērā augsto insulīna koncentrāciju un nemainīgo 

Akt Ser473 fosforilācijas intensitāti, rezultāti liecina par to, ka PK klātbūtnē šūnu spēja 

detektēt insulīnu ir apgrūtināta, kā rezultātā ir nepieciešama daudz augstāka insulīna 

koncentrācija, lai sasniegtu insulīna sekrēcijas apturēšanai nepieciešamo Akt Ser473 

fosforilācijas līmeni (Attēls 19C). 

 

Attēls 18 Vortmanīna izraisītie efekti ar insulīnu stimulētās CHO InsR 1248 

šūnās. CHO šūnas tika 1 h inkubētas DMEM LG barotnē, kas saturēja 1 µM 

vortmanīnu, kam sekoja 10 min stimulācija ar 10 nM insulīnu. PI3K inhibitors 

vortmanīns neietekmēja InsR Tyr1151 fosforilāciju (A, B), bet pilnībā novērsa insulīna 

stimulēto Akt Ser473 fosforilāciju (A, C). Relatīvā InsR Tyr1151 (B) un Akt Ser473 (C) 

fosforilācija aprēķināta pret kopējo Akt joslas intensitāti katrā paraugā. Insulīna 

stimulētās grupas vidējā vērtība tika pieņemta par 1. Rezultātos attēlotas vidējās 

vērtības ± standartnovirze. Paraugu skaits: insulīns n = 6, Zn2+ + insulīns n = 5, PK + 

Zn2+ + insulīns n = 6. Paraugu skaits panelī D: insulīns n = 3, insulīns + vortmanīns n = 

3. # - norāda uz statistiski būtisku izmaiņu salīdzinājumā ar insulīna stimulēto grupu, 

(Stjūdenta tests) (p<0,05). 
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5.2. Acilkarnitīnu plazmas profila veidošanās  

5.2.1 Acilkarnitīnu koncentrācijas izmaiņas tukšā dūšā 

Salīdzinot AK koncentrāciju starp dažādiem orgāniem, augstākā AK koncentrācija bija 

novērojama žurku sirdī (390–430 nmol/g) un muskuļos (250–350 nmol/g), savukārt, 

viszemākā AK koncentrācija bija novērojama plazmā (10–25 µM) un taukaudos (6–8 nmol/g) 

(Attēls 20). Kopumā organismā vislielākais AK daudzums ir skeleta muskuļos, aknās un sirdī 

(Attēls 20D, E). Neskatoties uz sirds nelielo izmēru, AK daudzums sirdī bija līdzvērtīgs AK 

daudzumam asinsritē. Īsķēžu, vidēja garuma un garķēžu AK koncentrācijas plazmā bija 2,1, 

3,4 un 2,6 reizes augstākas tukšā dūšā salīdzinājumā ar ēdušiem dzīvniekiem (Attēls 20C, D, 

E). Sirdī tukšā dūšā vidējo ķēžu AK daudzums bija par 53% (p = 0,09) (Attēls 20B) augstāks, 

kamēr garķēžu AK daudzums gandrīz 5 reizes palielināts (Attēls 20C), salīdzinājumā ar 

ēdušiem dzīvniekiem. Skeleta muskuļos īsķēžu AK daudzums tukšā dūšā bija par 24% 

zemāks nekā ēdušiem dzīvniekiem (Attēls 20A), savukārt, vidējo ķēžu un garķēžu AK 

koncentrācijas muskuļos bija attiecīgi 3,5 un 2,9 reizes augstākas nekā pēc ēšanas (Attēls 

20B, C). Aknās tukšā dūšā bija novērojams acetil- un vidējo ķēžu AK koncentrācijas kritums 
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Attēls 19. Palmitoilkarnitīna (PK) izraisītie efekti RIN5F šūnu līnijā. RIN5F 

šūnas tika 1 h inkubētas vidē ar dažādām PK koncentrācijām. Insulīna sekrēcija PK 

klātbūtnē (A). Reprezentatīvās Western blota joslas RIN5F šūnās (B). Neskatoties uz to, 

ka statistiski būtiskas izmaiņas Akt Ser473 fosforilācijā starp grupām nebija 

novērojamas, RIN5F šūnu sekretētā insulīna koncentrācija proporcionāli pieauga, 

palielinoties PK koncentrācijai. Relatīvā Akt Ser473 fosforilācija aprēķināta pret kopējo 

Akt joslas intensitāti katrā paraugā. Insulīna sekrēcijas intensitāte PK klātbūtnē ir 

ievērojami palielināta, salīdzinot ar kontroles grupu (C). Kontroles grupas vidējā vērtība 

tika pieņemta par 1. Rezultātos attēlotas vidējas vērtības ± standartnovirze. Paraugu 

skaits A panelī: kontrole n = 4, PK 1 µM n = 4, PK 5 µM n = 4, PK 10 µM n = 4. 

Paraugu skaits C panelī: kontrole n = 9, PK 10 µM n = 9. * - norāda uz statistiski 

būtisku izmaiņu salīdzinājumā ar kontroles grupu (vienfaktora dispersijas analīze, 

Tukija tests) (p<0,05). 
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par 21-32% (Attēls 20A, B), kamēr garķēžu AK daudzums bija 2,5 reizes lielāks (Attēls 

20C). Acetilkarnitīna daudzums epididimālajos taukaudos tukšā dūšā bija par 30% zemāks 

nekā ēdušā stāvoklī (Attēls 20A), kamēr izmaiņas garķēžu AK daudzumā nebija statistiski 

būtiskas. Salīdzinot ar dzīvniekiem postprandiālā stāvoklī, acetilkarnitīna daudzums nierēs 

tukšā dūšā bija par 40% zemāks (Attēls 20A), savukārt, vidēja garuma un garķēžu AK 

daudzums nebija izmainīts (Attēls 20B, C). Izmaiņas vidēja garuma un garķēžu AK 

koncentrācijā plazmā, bija līdzīgas AK daudzuma izmaiņām sirdī (Attēls 20D, E), norādot, ka 

AK profila izmaiņas sirdī varētu ietekmēt plazmas AK profilu. Kopumā šie rezultāti parāda, 

ka visizteiktākās AK koncentrāciju atšķirības starp tukšas dūšas un ēdušu stāvokli bija audos 

ar visizteiktāko metabolās pielāgošanās spēju: sirdī, skeleta muskuļos un aknās. Tā kā 

plazmas AK koncentrācijas izmaiņas, īpaši vidējo ķēžu un garķēžu AK, atspoguļoja AK 

profila izmaiņas šajos audos, plazmas AK koncentrācija varētu būt nozīmīgs marķieris, lai 

spriestu par AK saturu audos. 
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5.2.2. Acilkarnitīnu koncentrācijas izmaiņas glikozes tolerances testa laikā 

Lai novērtētu, vai plazmas AK profila mērījumus var izmantot, lai spriestu par AK 

profilu audos, glikozes tolerances testa laikā tika mērīts AK saturs sirdī, muskuļos un aknās, 

meklējot iespējamo saistību starp šo audu un plazmas AK profiliem. GTT laikā ievērojams 

glikozes un insulīna koncentrācijas pieaugums tika novērots 30 min pēc glikozes ievadīšanas, 

kam sekoja strauja glikozes un insulīna koncentrācijas samazināšanās, gandrīz sasniedzot 

sākotnējo līmeni (Attēls 21A, B). Atšķirībā no glikozes un insulīna koncentrācijas visa 

garuma ķēžu AK koncentrācija plazmā samazinājās 30 min pēc glikozes ievadīšanas, un pēc 

tam pakāpeniski to koncentrācijas pieauga (Attēls 22A, B, C). Tā kā īsķēžu AK var veidoties 

gan glikozes, gan aminoskābju un taukskābju metabolisma rezultātā, GTT testa laikā īsķēžu 

AK līmeņa izmaiņas pārbaudītajos audos bija niecīgas. (Attēls 22D, G, J). 
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Attēls 20. Acilkarnitīnu (AK) koncentrācijas un kopējie daudzumi plazmā un 

orgānos tukšā dūšā un postprandiālā stāvoklī. Tukšā dūšā acetilkarnitīna 

koncentrācija bija ievērojami augstāka plazmā, bet samazināta skeleta muskuļos, nierēs 

un taukaudos (A). Vidējo ķēžu AK koncentrācija dzīvniekiem tukšā dūšā bija 

paaugstināta plazmā, sirdī un skeleta muskuļos, bet samazināta aknās (B). Garķēžu AK 

koncentrācija bija paaugstināta plazmā, sirds un skeleta muskuļos kā arī aknās tukšā 

dūšā (C). Visaugstākās vidējo ķēžu (D) un garķēžu (E) AK koncentrācijas tika 

novērotas sirdī, skeleta muskuļos un aknās, turklāt AK daudzums plazmā bija 

līdzvērtīgs AK daudzumam sirdī. Rezultāti izteikti kā vidējās vērtības ± SEM no 7 

dzīvniekiem. * - norāda uz statistiski būtisku izmaiņu salīdzinājumā ar tukšu dūšu 

(Stjūdenta t-tests, p<0,05).  

Attēls 21. Glikozes un insulīna koncentrāciju izmaiņas plazmā glikozes 

tolerances testa laikā. Pēc glikozes ievadīšanas peļu plazmā būtiski pieaug glikozes 

(A) un insulīna (B) koncentrācija. Rezultāti izteikti kā vidējās vērtības ± SEM no 5 

dzīvniekiem. * - norāda uz statistiski būtisku izmaiņu salīdzinājumā ar sākumstāvokli 

(vienfaktora dispersijas analīze ar Tukija pēctestu, p<0,05). 
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Sirdī 30 min pēc glikozes ievadīšanas būtiski samazinājās vidēja un garķēžu AK 

koncentrācija, kas pēc tam laikam ejot graduāli palielinājās (Attēls 22E, F). Līdzīgas 

izmaiņas netika novērotas ne skeleta muskuļos, ne aknās (Attēls 22L, K), norādot uz to, ka 

vidēja garuma un garķēžu AK koncentrācija plazmā atspoguļo AK daudzuma izmaiņas sirds 

muskulī. 

Atšķirībā no miokarda muskuļiem skeleta muskuļi nereaģēja uz īslaicīgām glikozes un 

insulīna koncentrācijas izmaiņām plazmā. Taukskābju metabolisms un vidējo un garķēžu AK 

daudzums muskuļos GTT laikā nebija izmainīts (Attēls 22H, I). Šo faktu pamatoja netiešās 

kalorimetrijas dati, jo RER (0,7) neizmainījās pēc glikozes ievadīšanas (Attēls 23D), norādot 

uz to, ka skeleta muskuļos pāreja no taukskābju uz glikozes metabolismu nenorisinās ātri, 

savukārt, sirds spēj nekavējoties reaģēt uz cirkulējošo enerģijas substrātu izmaiņām un daļēji 

pārslēgt savu enerģijas metabolismu no taukskābju uz glikozes oksidāciju.  

Attēls 22. Acilkarnitīnu (AK) koncentrācijas plazmā un orgānos glikozes 

tolerances testa (GTT) laikā. Īsķēžu (C2-C5), vidējo ķēžu (C6-C12), un garķēžu (C13-

C18) AK koncentrācijas izmaiņas dažādos orgānos. Īsķēžu (Acetil-C2) (A), vidējo (B), 

un garķēžu (C) AK koncentrācijas plazmā samazinājās 30 min pēc glikozes ievadīšanas. 

Acetilkarnitīna izmaiņas sirdī (D), skeleta muskuļos (G) un aknās (J) GTT laikā nebija 

izteiktas. Sirdī 30 min pēc glikozes ievadīšanas bija novērojams būtisks vidējo (E) un 

garķēžu (F) AK koncentrācijas samazinājums, kam sekoja lēns pieaugums. Muskuļos 30 

min pēc glikozes ievadīšanas palielinājās vidēja garuma (H) un garķēžu (I) AK līmenis, 

kamēr aknās vidēja garuma (K) un garķēžu (L) AK daudzums bija svārstīgs. Rezultātos 

attēlotas vidējās vērtības ± SEM no 5 dzīvniekiem katrā laika punktā. * - norāda uz 

statistiski būtisku izmaiņu salīdzinājumā ar sākumstāvokli (vienfaktora dispersijas 

analīze ar Tukija pēctestu, p<0,05). 
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Šos novērojumus apstiprināja arī palmitāta oksidācijas un garķēžu AK efluksa mērījumi 

izolētos orgānos. Izolētās žurku sirdīs glikozes un insulīna pievienošana perfūzijas šķīdumam 

samazināja palmitāta oksidāciju par 30% (Attēls 23A) un samazināja vidējo ķēžu un garķēžu 

AK efluksu no sirds audiem par 43% un 35% (Attēls 23B, C). Atšķirībā no miokarda, 

izolētajos muskuļos netika novērota ne vidējo ķēžu, ne garķēžu AK eflukss (Attēls 23E), 

norādot, ka skeleta muskuļi nepiedalās plazmas AK profila veidošanā.  

Aknās 30 min pēc glikozes ievadīšanas tika novērots ievērojams vidējo ķēžu un 

garķēžu AK daudzuma pieaugums (Attēls 22K, L). Tomēr izmaiņas vidējo ķēžu un garķēžu 

AK profilā neatbilda novērotajām izmaiņām AK daudzumā plazmā, norādot uz to, ka aknas 

nepiedalās plazmas AK profila veidošanā glikozes tolerances testa laikā, un vidējo ķēžu un 

garķēžu AK profils plazmā atspoguļo enerģijas metabolisma izmaiņas sirdī. Turklāt šie 

rezultāti liecina, ka sirds ir atbildīga par vidējo ķēžu un garķēžu AK izmaiņām, pārslēdzoties 

no tukšas dūšas uz postprandiālo stāvokli.  
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Attēls 23. Enerģijas metabolisma profils sirdī un muskuļos. Sirds perfuzēta 

Krebsa-Henseleita buferī, kas papildināts ar taukskābēm atbilstoši apstākļiem plazmā 

tukšā dūšā (0,8mM palmitāts konjugēts ar 2% liellopa seruma albumīnu, 5 mM glikoze, 

0,3ng/mL insulīns). Pievienojot papildus glikozi (10mM) un insulīnu (3 ng/mL), tika 

atdarināta pāreja no tukšas dūšas uz postprandiālu stāvokli. Palmitāta oksidācija 

noteikta, mērot [3H2O] izdalīšanos no radioiezīmētā [9,10-3H] palmitāta. Analizēts arī 

AK daudzums perfuzātā. Vidējās vērtības ± SEM, n = 6, * - norāda uz statistiski būtisku 

izmaiņu salīdzinājumā ar kontroles grupu (Stjūdenta t-tests, p<0,05). 
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5.2.3 Acilkarnitīnu koncentrācija plazmā un muskuļos pēc fiziskas slodzes  

Tā kā skeleta muskuļi satur lielu daudzumu vidējo ķēžu un garķēžu AK, iespējams, 

muskuļi var ietekmēt plazmas AK profilu paaugstinātas fiziskas slodzes apstākļos. Lai to 

pārbaudītu, tika veikti AK profila mērījumi plazmā, skeleta muskuļos un sirdī pēc mērenas 

fiziskās slodzes (Attēls 24). Pēc fiziskas slodzes vidējo ķēžu un garķēžu AK daudzums 

skeleta muskuļos pieauga, attiecīgi, 1,8 un 2 reizes (Attēls 24A, B), salīdzinājumā ar 

intramuskulāro AK daudzumu dzīvnieku muskuļos, kas neveica fiziskas aktivitātes. Tomēr 

atšķirība starp vidējo ķēžu un garķēžu AK koncentrācijām plazmā un sirdī netika konstatētas. 

Šie rezultāti apstiprināja pieņēmumu, ka vidēja un garķēžu AK koncentrācijas plazmā 

neatspoguļo AK profila izmaiņas skeleta muskuļos.  

 

5.3. Taukskābju metabolisma regulācijas traucējumi 2. tipa diabēta 

attīstības laikā 

5.3.1. Acilkarnitīnu koncentrācijas izmaiņas plazmā insulīna rezistences modeļos 

Lai novērtētu insulīna rezistences izraisīto ietekmi uz lipīdu metabolismu, tika veikti 

brīvo taukskābju un AK profila izmaiņu mērījumi plazmā GTT laikā insulīna rezistences un 

2. tipa diabēta modeļos (Tabula 3, Attēls 25, Attēls 26). Tukšā dūšā garķēžu AK līmenis 

plazmā dzīvniekiem, kas ilgstoši bija baroti ar HFD, un db/db pelēm bija 1,3 un 2,5 reizes 

zemāks nekā attiecīgajiem kontroles dzīvniekiem. Pēc glikozes ievadīšanas garķēžu AK 

koncentrācija plazmā ievērojami samazinājās par 33% gan kontroles db/L, gan C57bl/6N 

kontroles dzīvniekos (Attēls 25 A, B). Db/db pelēm GTT laikā plazmas garķēžu AK 
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Attēls 24. Vidējo ķēžu (A) un garķēžu acilkarnitīnu (B) koncentrācijas plazmā, 

sirdī un muskuļos pirms un pēc fiziskas slodzes. Fiziska slodze būtiski palielināja 

vidējo ķēžu un garķēžu acilkarnitīnu daudzumu muskuļos. Vidējās vērtības + SEM no 

6-7 dzīvniekiem grupā. * - norāda uz statistiski būtisku izmaiņu salīdzinājumā ar 

stacionāro kontroles grupu (Stjūdenta t-tests, p<0,05). 
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koncentrācija nesamazinājās (Attēls 25A). Salīdzinājumā ar kontroles C57bl/6N pelēm, 

garķēžu AK koncentrācija HFD saņēmušo peļu plazmā 2 h pēc glikozes ievadīšanas 

samazinājās par 14-16% un būtiski atšķīrās no garķēžu AK koncentrācijas kontroles grupas 

(Attēls 25B). 

 

Īsķēžu AK, galvenokārt acetilkarnitīns, veido 90-95% no kopējā plazmas AK profila 

(Tabula 3). Tukšā dūšā īsķēžu AK koncentrācija kontroles C57bl/6N peļu plazmā bija 

54 ± 3,6 µM, bet ar HFD barotajām pelēm īsķēžu AK koncentrācija plazmā bija 1,5 reizes 

zemāka. Salīdzinājumā ar kontroles C57bl/6N pelēm db/L pelēm tukšā dušā bija 2,7 reizes 

zemāka īsķēžu AK koncentrācija, savukārt, db/db dzīvniekiem īsķēžu AK koncentrācija 

*#
*#

40

60

80

100

120

140

Tukša dūša 1h 2h

Laiks pēc glikozes
ievadīšanas

db/L db/db

G
a

rķ
ē

ž
u

 a
c

il
k

a
rn

it
īn

i 
(C

1
4

-C
1

8
:2

),
 

%
 n

o
 s

ā
k

u
m

s
tā

v
o

k
ļa

*#
*#

*
*

40

60

80

100

120

140

160

180

Tukša dūša 1h 2h

Laiks pēc glikozes
ievadīšanas

Īs
ķ

ē
ž
u

 a
c

il
k

a
rn

it
īn

i 
(C

2
-C

4
),

 %
 

n
o

 s
ā

k
u

m
s

tā
v
o

k
ļa

db/L db/db

40

60

80

100

120

140

Tukša dūša 1h 2h

Laiks pēc glikozes
ievadīšanas

db/L db/db

V
id

ē
jo

 ķ
ē

ž
u

 a
c

il
k

a
rn

it
īn

i 
(C

5
-C

1
2

),
 

%
 n

o
 s

ā
k

u
m

s
tā

v
o

k
ļa

*
*

*
*

40

60

80

100

120

Tukša dūša 1h 2h

Laiks pēc glikozes
ievadīšanas

Kontrole HFD

V
id

ē
jo

 ķ
ē

ž
u

 a
c

il
k

a
rn

it
īn

i 
(C

5
-C

1
2

),
 

%
 n

o
 s

ā
k

u
m

s
tā

v
o

k
ļa

*

* *

40

60

80

100

120

Tukša dūša 1h 2h

Laiks pēc glikozes
ievadīšanas

Īs
ķ

ē
ž
u

 a
c

il
k

a
rn

it
īn

i 
(C

2
-C

4
),

 %
 

n
o

 s
ā

k
u

m
s

tā
v
o

k
ļa

Kontrole HFD

*
*#

* *

40

60

80

100

120

Tukša dūša 1h 2h

Laiks pēc glikozes
ievadīšanas

Kontrole HFD

G
a

rķ
ē

ž
u

 a
c

il
k

a
rn

it
īn

i 
(C

1
4

-C
1

8
:2

),
 

%
 n

o
 s

ā
k

u
m

s
tā

v
o

k
ļa

A B

C D

E F

Attēls 25. Acilkarnitīnu (AK) koncentrācijas izmaiņas plazmā 2. tipa diabēta un 

insulīna rezistences modeļos glikozes tolerances testa laikā. Garķēžu (A, B), īsķēžu 

(C, D) un vidējo ķēžu (E, F) AK koncentrācijas plazmā tika noteiktas tukšā dūšā 1 un 

2 h pēc glikozes (0,5 g/kg) ievadīšanas. Rezultātos attēlotas vidējās vērtības ± SEM no 

5-10 dzīvniekiem grupā. * - norāda uz statistiski būtisku izmaiņu no salīdzinājumā ar 

tukšu dūšu, # - norāda uz statistiski būtisku izmaiņu salīdzinājumā ar attiecīgo kontroles 

grupu (Atkārtoto mērījumu vienfaktora dispersijas analīze, Tukija pēctests p<0,05) 
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plazmā bija 1,45 reižu augstāka nekā db/L pelēm (Tabula 3). Īsķēžu AK koncentrācija 

plazmā 2 h pēc glikozes ievadīšanas bija ievērojami samazinājusies, attiecīgi, par 23; 27 un 

45% C57bl/6N, HFD barotajās un db/db pelēs (Attēls 25 C, D).  

 Kontrole HFD db/L db/db 

Īsķēžu acilkarnitīni, µM 

C2 53 ± 3,5 36 ± 1,8* 20 ± 0,9 28 ± 1,5* 

C3 0,39 ± 0,03 0,29 ± 0,03* 0,18 ± 0,01 0,015 ± 0,01 

C4 0,40 ± 0,02 0,53 ± 0,03* 0,20 ± 0,01 0,64 ± 0,07* 

C5 0,18 ± 0,01 0,16 ± 0,01 0,18 ± 0,01 0,41 ± 0,05* 

Kopā 54 ± 3,6 37 ± 1,8* 20 ± 0,9 29 ± 1,5* 

Vidējo ķēžu acilkarnitīni, µM 

C6 0,12 ± 0,01 0,11 ± 0,01 0,08 ± 0,01 0,05 ± 0,00* 

C8 0,02 ± 0,00 0,02 ± 0,00 0,02 ± 0,00 0,01 ± 0,00* 

C10 0,02 ± 0,00 0,03 ± 0,00 0,02 ± 0,00 0,01 ± 0,00* 

C12 0,04 ± 0,00 0,05 ± 0,01 0,04 ± 0,00 0,02 ± 0,00* 

Kopā 0,34 ± 0,03 0,32 ± 0,02 0,30 ± 0,02 0,48 ± 0,05* 

Garķēžu acilkarnitīni, µM 

C14 0,13 ± 0,01 0,14 ± 0,01 0,14 ± 0,01 0,04 ± 0,00* 

C16 0,65 ± 0,03 0,47 ± 0,06* 0,44 ± 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* 

Kopā 1,90 ± 0,09 1,46 ± 0,10* 1,26 ± 0,05 0,51 ± 0,02* 

Kopējais acilkarnitīnu daudzums, µM 

 56 ± 3,6 39 ± 1,9* 22 ± 0,9 29 ± 1,6* 

Īsķēžu AK koncentrācijas pieaugums plazmā par 57% (Attēls 25C) tika novērots tikai 

db/L pelēs. Tukšā dūšā vidējo ķēžu AK līmenis plazmā neatšķīrās starp kontroles un HFD 

barotajām C57bl/6N pelēm, bet db/db pelēm tukšā dūšā vidējo ķēžu AK koncentrācija 

Tabula 3. Plazmas īsķēžu, vidēja garuma un garķēžu acilkarnitīnu 

koncentrācijas tukšā dūšā insulīna rezistences un 2. tipa diabēta peļu modeļos.  

Vidējās vērtības ± SEM no 9-10 dzīvniekiem grupā. * - norāda uz statistiski būtisku 

izmaiņu salīdzinājumā ar attiecīgo kontroles grupu (Stjūdenta t-tests, P<0,05). 
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plazmā, salīdzinot ar db/L dzīvniekiem, bija 1,6 reizes lielāka (Tabula 3). Vidējo ķēžu AK 

koncentrācija plazmā db/db grupā bija līdzīga AK daudzumam db/L dzīvniekos un GTT laikā 

nemainījās (Attēls 25E). Kontroles un HFD barotajām C57bl/6N pelēm vidējo ķēžu AK 

līmenis GTT laikā samazinājās par 31% (Attēls 25F). Tādējādi kontroles un HFD barotajiem 

dzīvniekiem bija novērojams līdzvērtīgs īsķēžu un vidējo ķēžu AK līmeņa samazinājums, bet 

db/db pelēm netika novērota līdzvērtīga saistība starp īsķēžu un vidējo ķēžu AK 

koncentrācijas izmaiņām plazmā un insulīna rezistences pakāpi. 

5.3.2. Brīvo taukskābju koncentrācijas izmaiņas plazmā insulīna rezistences modeļos 

Kontroles db/L dzīvniekiem 2 h pēc glikozes ievadīšanas brīvo taukskābju 

koncentrācija plazmā samazinājās vidēji par 28%. Turpretim db/db pelēm ar izteiktu insulīna 

rezistenci taukaudos brīvo taukskābju līmenis GTT laikā nemainījās (Attēls 26A). Kontroles 

barību ēdošajām C57bl/6N pelēm 2 h pēc glikozes ievadīšanas, brīvo taukskābju 

koncentrācija plazmā samazinājās par 35%. Pelēm ar insulīna rezistenci (HFD un db/db) 

brīvo taukskābju koncentrācija plazmā šajā periodā būtiski nesamazinājās, norādot uz 

traucētu insulīna atbildes rekciju taukaudos (Attēls 26B). 

 

5.3.3. Glikozes uzņemšana audos insulīna rezistences modeļos 

Lai novērtētu insulīna jutību dažādos audos, tika noteikta [3H]-DOG uzņemšana peļu 

audos. Iezīmētās glikozes uzņemšana db/db peļu sirdī, muskuļos un taukaudos bija 2 līdz 8 
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Attēls 26. Brīvo taukskābju koncentrāciju izmaiņas plazmā 2. tipa diabēta un 

insulīna rezistences modeļos glikozes tolerances testa laikā. Brīvo taukskābju 

koncentrācijas izmaiņas (A, B) tika noteiktas tukšā dūšā un 1 un 2 h pēc glikozes 

ievadīšanas. Attēlotas vidējās vērtības ± SEM no 5-10 dzīvniekiem grupā. * - norāda uz 

statistiski būtisku izmaiņu salīdzinājumā ar sākumstāvokli, # - norāda uz statistiski 

būtisku izmaiņu salīdzinājumā ar attiecīgo kontroles grupu (Stjūdenta t-tests, p<0,05). 
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reizes mazāka, salīdzinot ar db/L kontroles dzīvniekiem (Attēls 27A). Pelēm, kas ilgstoši bija 

saņēmušas HFD barību, uzņemtās glikozes daudzums taukaudos bija samazinājies tikai 2,7 

reizes, bet sirds un muskuļu audos glikozes uzņemšana nebija izmainīta (Attēls 27B). Lai 

raksturotu izvēlētos insulīna rezistences un 2. tipa cukura diabēta eksperimentālos modeļus, 

gan postprandiālā, gan tukšā dūšā tika noteikts glikozes, insulīna, un HbA1c līmenis plazmā, 

kā arī veikts GTT (Attēls 28 un Attēls 29). Db/db pelēm bija statistiski ticami samazināta 

glikozes tolerance, un laukums zem glikozes koncentrācijas līknes GTT testa laikā bija 

3 reizes lielāks nekā kontroles db/L dzīvniekiem (Attēls 28A, C). C57bl/6N pelēm, kas 

8 nedēļas bija saņēmušas HFD barību, glikozes tolerance bija mēreni traucēta, un laukums 

zem glikozes koncentrācijas līknes GTT testa laikā bija palielināts par 54% salīdzinājumā ar 

kontroles C57bl/6N peļu grupu (Attēls 28B, D). Kopumā ar HFD barotām pelēm tika 

novērota mēreni, bet db/db pelēm smagi glikozes tolerances traucējumi un insulīna 

rezistence. 

 

#

#

#

0

4000

8000

12000

16000

20000

Aknas Sirds Muskuļi Taukaudi

[3
H

]-
D

O
G

 u
z
ņ

e
m

š
a

n
a

, 
c

p
m

/g
 a

u
d

u db/L db/db

#

0

500

1000

1500

2000

Aknas Sirds Muskuļi Taukaudi

[3
H

]-
D

O
G

 u
z
ņ

e
m

š
a

n
a

, 
c

p
m

/g
 a

u
d

u

Kontrole HFD
A B

Attēls 27. [3H]-DOG uzņemšana aknās, sirdī, muskuļos un taukaudos 2. tipa 

diabēta (A) un insulīna rezistences modelī (B) 2 h pēc glikozes tolerances testa. 

Pelēm subkutāni 1h 50 min pēc glikozes tolerances testa sākuma tika ievadīts 1 µCi 

[3H]-DOG. Aknu, sirds, muskuļu un taukaudu paraugi tika paņemti 10 min pēc [3H]-

DOG ievadīšanas. [3H]-DOG daudzums audu homogenātos noteikts ar šķidrumu 

scintilācijas metodi. Attēlotas vidējās vērtības ± SEM no 5-10 dzīvniekiem grupā. # - 

norāda uz statistiski būtisku izmaiņu salīdzinājumā ar kontroles grupu (Stjūdenta t-tests, 

p<0,05). 



47 

 

 

5.3.4. Glikozes regulācija insulīna rezistences modeļos 

Db/db salīdzinājumā ar db/L pelēm glikozes līmenis plazmā gan tukšā dūšā, gan ēdušā 

stāvoklī, gan pēc GTT bija paaugstināts, attiecīgi, 2 un 4 reizes (Attēls 29A, B). Barošana ar 

HFD barību bija izraisījusi glikozes pieaugumu asinīs par 35 –54%. Gan db/db, gan ar HFD 

barotajām pelēm salīdzinājumā ar kontroles dzīvniekiem tukšā dūšā un postprandiālā stāvoklī 

tika novērota hiperinsulinēmija (Attēls 29C, D). Tādējādi db/db un HFD pelēm insulīna 

koncentrācija bija 20 līdz 14 reizes augstāka nekā attiecīgajiem kontroles dzīvniekiem (Attēls 

29C, D). Ilgtermiņa hiperglikēmijas marķiera, HbA1c, daudzums asinīs db/db pelēs bija 

vidēji par 50% augstāks nekā db/L dzīvniekos, bet HFD barības lietošana nebija izmainījusi 

HbA1c līmeni asinīs (Attēls 29E, F). 
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Attēls 28. Glikozes koncentrācijas izmaiņas glikozes tolerances testa laikā 2. tipa 

diabēta un insulīna rezistences modelī. Glikozes izmaiņas (A, B) un laukums zem 

glikozes koncentrācijas izmaiņu līknes (C, D) kontroles, HFD, db/L un db/db pelēs. 

Attēlotas vidējās vērtības ± SEM no 10 dzīvniekiem grupā. * - norāda uz statistiski 

būtisku izmaiņu salīdzinājumā ar tukšas dūšas stāvokli # - norāda uz statistiski būtisku 

izmaiņu salīdzinājumā ar attiecīgo kontroles grupu (Stjūdenta t-tests, p<0,05). 
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Attēls 29. Glikozes, insulīna un glikētā hemoglobīna koncentrācijas 2. tipa 

diabēta un insulīna rezistences modelī. Glikozes (A, B) un insulīna (C, D) 

koncentrācija plazmā, kā arī glikētā hemoglobīna (E, F) līmenis asinīs tukšā dūšā, 

ēdušiem un 2 h pēc GTT. Attēlotas vidējās vērtības ± SEM no 10 dzīvniekiem grupā. * - 

norāda uz statistiski būtisku izmaiņu salīdzinājumā ar tukšas dūšas stāvokli, # - norāda 

uz statistiski būtisku izmaiņu salīdzinājumā ar attiecīgo kontroles grupu (Stjūdenta t-

tests, p<0,05). 
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6. Diskusija 

6.1. Garķēžu acilkarnitīnu izraisītās insulīna rezistences mehānismi 

Jau kopš Sers Randls atklāja konkurenci starp lipīdu un glikozes oksidāciju šūnas 

enerģijas metabolisma procesos (Randle et al., 1963), ir veikti plaši pētījumi, lai izprastu 

lipīdu un glikozes enerģijas metabolisma mijiedarbības aspektus un tos regulējošos faktorus 

(Hue and Taegtmeyer, 2009). Ieskats par šo mijiedarbību ir būtisks, lai izprastu insulīna 

rezistences mehānismus. Paaugstināts garķēžu AK līmenis jau ilgstoši tiek saistīts ar insulīna 

jutības traucējumiem 2. tipa diabēta pacientiem (Aguer et al., 2014), un vairākkārt šī saistība 

apstiprināta arī insulīna rezistences dzīvnieku modeļos (Liepinsh et al., 2016b; Makarova et 

al., 2019). Mūsu apkopotie dati parāda garķēžu AK lomu insulīna signālceļa regulācijā un 

sniedz ieskatu par insulīna rezistences un hiperinsulinēmijas aspektiem, kas saistīti ar 2. tipa 

cukura diabēta attīstību. Mūsu iegūtie rezultāti parāda, ka PK ietekmē insulīna signālceļu, 

izraisot InsR Tyr1151 defosforilāciju (Attēls 30). PK ietekmē InsR Tyr1151 defosforilāciju, 

aktivējot enzīmu PTP1B. Būtiski, ka PK ievērojami samazina insulīna un BMOV izraisīto 

Akt Ser473 fosforilāciju, kas liecina, ka PK izraisītā Akt defosforilācija nav saistīta tikai ar 

InsR Tyr1151 defosforilāciju. PP2A un PKC inhibīcija nemazināja PK izraisītos efektus uz 

Akt Ser473 fosforilāciju, kas norāda, ka PP2A un PKC nav iesaistīti PK izraisītajā Akt 

defosforilācijā. Šie rezultāti liek domāt, ka mehānisms, kā PK ietekmē insulīna signālceļu, 

būtiski atšķiras no mehānisma, ar kuru insulīna signālceļu ietekmē keramīdi un DAG.  

PTP1B ir viens no enzīmiem, ar būtisku fizioloģisko lomu insulīna signālceļā. Iepriekš 

veiktos pētījumos parādīts, ka PTP1B delēcija palielina insulīna jutību (González-Rodríguez 

et al., 2010), bet PTP1B pārekspresija izsauc insulīna rezistenci, kāda novērojama 2. tipa 

diabēta gadījumā (Zabolotny et al., 2004). Šajā pētījumā mēs pirmo reizi parādījām, ka 

garķēžu samazina InsR Tyr1151 fosforilāciju, izmantojot no PTP1B atkarīgu mehānismu 

(Attēls 30). Savukārt, ja PTP1B aktivitāte ir kavēta, PK nespēj samazināt InsR fosforilāciju. 

Būtiski, ka PTP1B kavēšana ar BMOV novērsa PK izraisīto InsR Tyr1151 fosforilācijas 

samazinājumu, bet neietekmēja PK izraisīto Akt Ser473 defosforilāciju. Tāpēc var secināt, ka 

PK izraisītā Akt defosforilācija nav saistīta tikai ar ietekmi uz InsR Tyr1151 defosforilāciju, 

bet arī uz kādu no tālākajiem insulīna signālceļa posmiem. Tā kā PTP1B ir būtiska loma 

insulīna signālceļa aktivācijā, PTP1B regulācija ietver arī atgriezeniskās saites, ko PK varētu 

ietekmēt. Iepriekš veikto pētījumu dati liecina, ka Akt fosforilē PTP1B enzīmu Ser50 pozīcijā 

un samazina PTP1B aktivitāti, kā rezultātā nenotiek InsR defosforilācija un insulīna 
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signālceļš ir papildus aktivēts. (Ravichandran et al., 2019). Tā kā PK samazina Akt aktivitāti, 

ir traucēta no Akt atkarīgā PTP1B kavēšana un PTP1B izraisītā InsR Tyr1151 defosforilācija 

turpinās. Šādi varētu skaidrot, kādēļ PK klātbūtnē neatkarīgi vienam no otra samazinās InsR 

un Akt fosforilācija. Tomēr vortmanīns neizraisīja būtiskas izmaiņas InsR Tyr 1151 

fosforilācijā (Attēls 18B), liecinot par to, ka pieņēmums par Akt-PTP1B atgriezenisko saiti 

nevar izskaidrot PK izraisītos efektus CHO šūnu līnijā.  

BVT948 ir nekonkurējošs, neatgriezenisks proteīna tirozīna fosfatāžu inhibitors: 

PTP1B (IC50 0,9), T-šūnu proteīnu tirozīna fosfatāze (TC-PTP) (IC50 1,7 µM), SH2 domēnu 

saturoša tirozīna fosfatāze 2 (SHP-2) (IC50 0,09 µM) un ar leikocītu antigēnu saistītā proteīnu 

tirozīna fosfatāze (LAR) (IC50 1,5 µM) (Liljebris et al., 2004). BVT948 PK klātbūtnē saglabā 

InsR Tyr 1151 un Akt Ser473 fosforilāciju, kas liecina par to, ka PK šajā gadījumā neietekmē 

nevienu no insulīna signālceļa kināzēm. Tādējādi mehānisms ar kuru PK ietekmē Akt 

fosforilāciju ir atkarīgs no BVT948 bloķētajām fosfatāzēm. Tā kā PK samazināja Akt Ser 473 

fosforilāciju šūnās, kas tika stimulētas ar BMOV, var pieņemt, ka Akt defosforilācija PK 

klātbūtnē ir atkarīga no fosfatāzēm, kuras inhibē BVT948, bet neietekmē BMOV (Peters et 

al., 2003; Liljebris et al., 2004). Līdz šim literatūrā aprakstītas 2 fosfatāzes, kas atbilst šiem 

kritērijiem: LAR (Zabolotny et al., 2001) un TC-PTP (Lee et al., 2017), tomēr turpmāki 

pētījumi ir nepieciešami, lai apstiprinātu to, vai tiešām PK kavē insulīna signālceļa aktivāciju 

ar šo fosfatāžu palīdzību.  
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Vēsturiski PP2A aprakstīta kā Akt Tyr308 fosforilācijas negatīvais regulators, taču 

jaunākie pētījumi arī norādījuši uz tās iesaisti Akt Ser473 fosforilācijas regulācijā (Hein et al., 

2016). Ir zināms, ka PP2A aktivāciju un Akt defosforilāciju stimulē keramīdi (Bikman and 

Summers, 2011). Mūsu pētījumā PP2A kavēšana ar Zn2+ neizmainīja PK ietekmi uz 

Akt Ser473 fosforilāciju CHO InsR1284 šūnās. Tāpēc varētu secināt, ka PK neizraisa 

Akt Ser473 defosforilāciju ar mehānismu, kāds raksturīgs keramīdiem. Zn2+ joni uzlabo 

insulīna sensitivitāti, ne tikai kavējot PP2A (Wu et al., 2016), bet arī citas insulīna signālceļu 

negatīvi regulējošās fosfatāzes (Pandey et al., 2010), ieskaitot fosfatāzes un tenzīna homologu 

(phosphatase and tensin homolog) (PTEN) (Wu et al., 2003). Tā kā inkubācija ar Zn2+ 

nenovērsa PK efektus uz Akt Ser473 fosforilāciju, var secināt, ka ne PP2A, ne PTEN nav 

saistīti ar PK izraisītajiem insulīna signālceļu kavējošajiem efektiem (Attēls 30). 

Virknē pētījumu parādīta PKC grupas proteīnkināžu iesaiste insulīna signālceļa 

regulācijā, kā piemēram, atsevišķu PKC izoformu palielināta ekspresija un aktivitāte ir 

saistīta ar insulīna rezistenci (Kawakami et al., 2004; Li et al., 2004). Tā kā dažādām PKC 

izoformām ir augsta homoloģija, šajā pētījumā izmantots nespecifisks PKC inhibitors, 

sotrastaurīns, kas inhibē DAG aktivētās PKC izoformas - α, βI, δ, ε, η un θ (Evenou et al., 
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Attēls 30. Palmitoilkarnitīna (PK) ietekme uz insulīna signālceļu. PK kavē 

insulīna signālceļu, samazinot InsR un Akt fosforilāciju. PK nesamazina InsR Tyr1151 

fosforilāciju, ja PTP1B tiek bloķēts ar BMOV vai BVT948. PP2A un PKC nepiedalās 

PK izraisīto efektu nodrošināšanā. Saīsinājumi un simboli: zilā krāsā – normāla, 

fizioloģiska regulācija, sarkanā krāsā – PK izraisītie efekti, zaļā krāsā –, insulīna 

signālceļa negatīvo regulatoru inhibitori, InsR – insulīna receptors, Akt - proteīnkināze 

B, PTP1B - proteīnu tirozīna fosfatāze 1B, BMOV - bis(maltolato)oksovanādijs (IV) Ins 

– insulīns, “-P” - defosforilācija, “+P” – fosforilācija.  
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2009). Sotrastaurīns neizmainīja ne insulīna ierosināto Akt Ser473 fosforilāciju, nedz novērsa 

PK efektus, tāpēc var secināt, ka arī no DAG atkarīgās PKC izoformas nav saistītas ar PK 

samazināto Akt fosforilāciju. 

 

Pētījumi par insulīna sekrēcijas autokrīno regulāciju aizsākās vairāk nekā pirms 20 

gadiem, kad parādīja PI3K lomu insulīna sintēzes regulācijā β šūnu saliņās (islets) (Leibiger 

et al., 1998). Tālākie pētījumi parādīja, ka Akt kontrolē insulīna sekrēcijas intensitāti, un 

traucējumi Akt signālceļā izraisa insulīna sekrēcijas disfunkciju β šūnās (Bernal-Mizrachi et 

al., 2004). Iepriekš ir aprakstīti arī novērojumi, ka garķēžu AK uzkrāšanās palielina insulīna 

sekrēciju no β šūnām in vitro (Aichler et al., 2017), kā arī plazmas insulīna koncentrāciju in 

vivo (Liepinsh et al., 2017). Mūsu pētījumā RIN5F šūnās PK klātbūtnē Akt Ser473 

fosforilācijas līmenis bija nemainīgs, bet palielinātas sekrēcijas rezultātā insulīna 

koncentrācija bija būtiski augstāka. Tādējādi rezultāti norāda, ka paaugstināts PK līmenis 

izraisa hiperinsulinēmiju, jo ir nomākta Akt Ser473 fosforilācija (Attēls 31). 

Mūsu iegūtie rezultāti papildina iepriekš veiktos atklājumus par garķēžu AK 

mijiedarbību ar insulīna signālceļu (Aguer et al., 2014; McCoin et al., 2015; Liepinsh et al., 

2016a, 2017; Blackburn et al., 2020). Mūsu pētījumā pirmo reizi parādīts, ka garķēžu AK 

izraisītais Akt Ser473 fosforilācijas samazinājums daļēji izskaidrojams ar no PTP1B atkarīgu 

InsR defosforilāciju. Turpretim nesen publicētā pētījumā, ko veikuši Pereyra ar kolēģiem 

muskuļu specifiskās CPT2 delēcijas peļu modelī, pētnieki apraksta, ka palielināts garķēžu 

AK saturs muskuļos neizraisa insulīna un glikozes tolerances traucējumus (Pereyra et al., 
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Attēls 31. Palmitoilkarnitīna (PK) izraisītie efekti uz insulīna sekrēciju. PK 

samazina Akt Ser473 fosforilāciju, kā rezultātā tiek kavēta autokrīnā insulīna sekrēcijas 

regulācija, izraisot pastiprinātu insulīna izdalīšanos no šūnām. Saīsinājumi un simboli: 

Zilā krāsa – normāla, fizioloģiska regulācija, Sarkana krāsa – PK izraisītie efekti, InsR – 

insulīna receptors, Akt - proteīnkināze B, Ins – insulīns, “-P” - defosforilācija, “+P” – 

fosforilācija. 
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2017). Jāatzīmē, ka šajā pētījumā neizvērtēja ne audu glikozes transportu, ne oksidēšanās 

ātrumu konkrētā modeļa peļu muskuļos, kas būtu svarīgi in vivo pētījumos, kur no insulīna 

atkarīgās glikozes uzņemšanas procesā piedalās vairāki orgāni. Jāatzīmē, ka šī pētījuma 

rezultāti rāda, ka paaugstināts garķēžu AK līmenis ievērojami samazināja Akt Ser473 

fosforilāciju gan aknās un taukaudos, gan arī muskuļos pelēm, kas saņēmušas HFD barību 

(Pereyra et al., 2017). Novērotās garķēžu AK uzkrāšanās izraisītais Akt Ser473 fosforilācijas 

samazinājums atbilst mūsu pētījumā novērotajam. 

6.2. Plazmas acilkarnitīnu profils kā marķieris enerģijas metabolismam 

sirdī  

Mūsu pētījumos novērojām, ka visizteiktākās AK daudzuma atšķirības starp 

postprandiālo un tukšas dūšas stāvokli ir audos, kas spējīgi pielāgot savu enerģijas 

metabolismu. AK daudzums plazmā ir salīdzinoši neliels, tomēr tas var būtiski mainīties, 

enerģijas metabolismam audos pārslēdzoties no taukskābju uz glikozes oksidāciju. Tukšas 

dūšas stāvoklī ATF miokardā pārsvarā veidojas, oksidējoties taukskābēm (Lopaschuk et al., 

2010; Liepinsh et al., 2014); tā rezultātā pieaug garķēžu AK daudzums. Tā kā sirds audu 

enerģijas substrātu krājumi ir ierobežoti (Opie, 1969; Neely and Morgan, 1974), miokarda 

metabolisms spēj ātri pārslēgties atkarībā no tā, kādi ir asinsritē pieejamie enerģijas substrāti. 

Pēc glikozes ievadīšanas izdalās insulīns, kas veicina enerģijas metabolisma pārslēgšanos no 

taukskābju uz glikozes oksidāciju, kā rezultātā garķēžu un vidējo ķēžu AK daudzums sirdī 

samazinās. Glikozes un insulīna koncentrācijai plazmā samazinoties, sirds pastiprināti 

izmanto taukskābes un palielinās vidējo ķēžu un garķēžu AK koncentrācijas (Attēls 32). 
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Attēls 32. Izmaiņas plazmas glikozes un insulīna, kā arī plazmas un sirds garķēžu 

acilkarnitīnu (AK) līmeņos GTT laikā. Pēc glikozes ievadīšanas insulīns (zaļā līnija) sekmē 

glikozes (sarkanā līnija) uzņemšanu audos, kam paralēli novēro garķēžu AK samazinājumu 

sirdī (melnā līnija) un plazmā (zilā līnija), kas liecina par to, ka miokards pārslēdzas no 

taukskābju enerģijas metabolisma uz glikozes oksidāciju. Pēc laika, kad glikozes un insulīna 

līmeņi plazmā samazinās, organismam ierobežojot glikozes izmantošanu enerģijas ieguvei, 

tādēļ sirds pakāpeniski palielina taukskābju oksidācijas īpatsvaru, kā rezultātā plazmā pieaug 

garķēžu AK koncentrācija. 

Skeleta muskuļi enerģijas iegūšanai izmanto gan taukskābes, gan glikozi, bet 

samazinoties glikozes rezervēm, taukskābju metabolisms kļūst par dominējošo enerģijas 

ieguves veidu (Soeters et al., 2009; Turner et al., 2014). Skeleta muskuļos AK daudzums 

palielinās arī ilgstošas badošanās gadījumā (Soeters et al., 2009). GTT laikā skeleta muskuļi 

nereaģēja uz glikozes ievadīšanu, bet 4-6 h pēc glikozes ievadīšanas, garķēžu AK daudzums 

muskuļaudos pakāpeniski pieaug. Tā kā garķēžu AK nosaka enerģijas ieguves veidu 

muskuļos un sirdī (Koves et al., 2008; Aguer et al., 2014; Makrecka et al., 2014; Liepinsh et 

al., 2017), to pieaugums badošanās laikā kavē pāreju uz glikozes metabolismu; šo stāvokli 

dēvē arī par pārejošu insulīna rezistenci (Soeters et al., 2008, 2009; Van Der Crabben et al., 

2008). Kopumā vidējo un garķēžu AK koncentrācija plazmā neatspoguļo muskuļu AK saturu 

neilgi pēc glikozes ievadīšanas. 

Uzskata, ka paaugstināts garķēžu AK līmenis aknās tukšā dūšā norāda uz paaugstinātu 

taukskābju metabolismu un oksidāciju (Schooneman et al., 2015; Xu et al., 2016). Mēs 

novērojām, ka tukšā dūšā ir paaugstināts garķēžu, bet ne vidējo ķēžu AK līmenis aknās, kas 

norāda, ka izmaiņas organisma AK profilā raksturo taukskābju metabolītu uzņemšanas 
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ātrumu, nevis oksidāciju aknās. Līdzīgi rezultāti iegūti pētījumā par garķēžu AK uzņemšanu 

aknās tukšā dūšā (Xu et al., 2016). Nesenā pētījumā aknu specifiskā CPT2 delēcijas peļu 

modelī demonstrēts, ka neskatoties uz dramatisku garķēžu AK līmeņa pieaugumu aknās, 

garķēžu AK koncentrācija plazmā nemainās (Lee et al., 2016). Šie novērojumi apstiprina, ka 

aknas aktīvi uzņem un uzkrāj garķēžu un vidējo ķēžu AK no plazmas, bet nav šo AK avots 

plazmā.  

Iepriekš izteikts pieņēmums, ka īsķēžu AK profilu plazmā nosaka aknas, savukārt, vidējo 

ķēžu AK profilu nosaka aknu un muskuļu darbība (Schooneman et al., 2015; Xu et al., 2016). 

Sirdī garķēžu taukskābes ir galvenais substrāts ATF iegūšanai (Neely and Morgan, 1974; 

Lopaschuk et al., 2010; Liepinsh et al., 2014), tādēļ sirdi uzskata par galveno plazmas 

garķēžu AK avotu (Xu et al., 2016); tomēr līdz šim tas nebija eksperimentāli pierādīts. Mūsu 

pētījums liecina, ka izmaiņas garķēžu AK koncentrācijā plazmā GTT laikā atspoguļo 

izmaiņas garķēžu AK profilā tieši sirdī, nevis muskuļos vai aknās. Turklāt vidējo ķēžu un 

garķēžu AK koncentrācija sirdī korelē ar plazmas AK līmeņiem. Kopumā, mūsu rezultāti 

liecina, ka vidēja un garķēžu AK profils plazmā atspoguļo AK profila izmaiņas sirdī (Attēls 

32).  

Jebkuram orgānam svarīgi ir spēt pārslēgties starp pieejamajiem enerģijas substrātiem. 

Metabolo traucējumu, piemēram, insulīna rezistences vai sirds mazspējas attīstībai raksturīga 

traucēta enerģijas metabolisma pielāgošanās spēja (Galgani et al., 2008; Muoio and Neufer, 

2012; Muoio, 2014). Lipīdu metabolisma starpproduktu uzkrāšanās aknās, skeleta muskuļos 

un sirdī izsauc mitohondriju disfunkciju, iekaisumu un insulīna rezistenci (Muoio and Neufer, 

2012; Turner et al., 2014; McCoin et al., 2015). Gadu desmitiem AK uztvēra tikai kā 

taukskābju transporta formu mitohondrijos, bet šobrīd pierādīta AK iesaiste enerģijas 

metabolisma regulācijā un AK akumulācijas saistība ar insulīna rezistences attīstību (Aguer 

et al., 2014; Makrecka et al., 2014; Liepinsh et al., 2016a, 2017). Tādēļ plazmas AK 

koncentrācijas izmaiņas ir nozīmīgs marķieris insulīna rezistences diagnostikai. 

Šobrīd patoloģiskas izmaiņas plazmas AK profilā izmanto galvenokārt, lai diagnosticētu 

taukskābju metabolisma traucējumus iedzimtu saslimšanu gadījumā (Piero Rinaldo, Tina M. 

Cowan, 2008; Adams et al., 2009; Mihalik et al., 2010). Tikai atsevišķos pētījumos meklēta 

saistība starp plazmas un audu AK profiliem (Soeters et al., 2009; Schooneman et al., 2014), 

bet korelācija starp plazmas, muskuļu un aknu AK profiliem nav atrasta. Sirdī vidējo ķēžu un 
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garķēžu AK daudzums postprandiālā stāvoklī ir augstāks nekā citos audos tukšā dūšā. Ja AK 

plūsma no audiem uz plazmu ir atkarīga no AK iekššūnas koncentrācijas, tādā gadījumā 

vidējo ķēžu un garķēžu AK eflukss virzās atkarībā no AK koncentrācijas gradienta no sirds 

audiem uz plazmu. Tā kā AK profila plūsmas izmaiņas var būt nelineāras, pat relatīvi nelielas 

izmaiņas sirds vidējo un garķēžu AK profilā, metabolismam pārslēdzoties starp tukšas dūšas 

un postprandiālo stāvokli, var ievērojami izmainīt plazmas AK līmeni. Sirds mazspējas 

pacientiem, kam raksturīgi izteikti metabolās pielāgošanās traucējumi, paaugstināta 

cirkulējošo garķēžu AK koncentrācija saistīta ar mitohondriju funkcionālajiem bojājumiem 

un palielinātu hospitalizācijas risku (Ahmad et al., 2016). Tādējādi plazmas vidējo un 

garķēžu AK koncentrācijas noteikšanu var izmantot, lai raksturotu sirds enerģijas 

metabolisma profilu (Attēls 32) un novērtētu sirds un asinsvadu slimību risku. 

AK līmeni organismā var mainīt ne tikai metabolisma, bet arī ģenētiskie defekti gēnos, 

kas atbildīgi par acilkarnitīnu transportu un metabolismu. Mutācijas OCNT2 gēnā var izraisīt 

primāro karnitīna deficītu, kam raksturīgs samazināts brīvā karnitīna daudzums serumā. 

Slimība zīdaiņiem mēdz izpausties kā akūtas hipoglikēmijas epizodes, bet bērnam pieaugot, 

attīstās kardiomiopātija un muskuļu vājums (de Boer et al., 2013). Ģenētisko CPT1 defektu 

gadījumā bioķīmiski novērojama neketogēnā hipoglikēmija (nonketotic hypoglycemia), 

vidēja hiperamoniēmija, paaugstināta brīvo taukskābju koncentrācija un paaugstināts plazmas 

karnitīna līmenis (Longo et al., 2006). Defektīva CPT2 kodējošā gēna gadījumā garķēžu AK 

nokļūst mitohondriju matriksā, bet netiek efektīvi pārveidoti par acil-CoA (Bonnefont et al., 

1999), tādējādi uzkrājoties gan matriksā, gan starpmembrānu telpā, veicinot insulīna 

rezistences attīstību muskuļos (Blackburn et al., 2020). Defektus CACT darbībā raksturo ļoti 

zems brīvā karnitīna līmenis un ļoti augstas garķēžu AK koncentrācijas, bet metaboloma 

profils ir līdzīgs kā CPT2 defektu gadījumā (Longo et al., 2006).  

6.3. Garķēžu acilkarnitīni un brīvās taukskābes kā insulīna rezistences 

marķieri  

Lai identificētu jaunus marķierus diabēta diagnostikai, mūsu pētījumā pārbaudījām, vai brīvo 

taukskābju un garķēžu AK koncentrāciju izmaiņas GTT laikā ir saistāmas ar insulīna jutību. 

Pēc glikozes ievadīšanas, kontroles dzīvniekos insulīna izdalīšanās samazināja gan brīvo 

taukskābju, gan garķēžu AK plazmas koncentrāciju par 30% (120 min). Iegūtie rezultāti ļauj 

secināt, ka AK koncentrācijas izmaiņas plazmā GTT laikā ir izmantojamas, lai raksturotu 
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muskuļu un sirds specifisko insulīna rezistenci, kamēr brīvo taukskābju koncentrāciju 

izmaiņas plazmā raksturo taukaudu insulīna rezistenci (Attēls 33). Tukšā dūšā garķēžu AK 

koncentrācijas plazmā bija ievērojami zemākas peļu modeļos, kas raksturojas ar adipocītu un 

muskuļu insulīna rezistenci. AK koncentrāciju mērījumi tukšā dūšā nav izmantojami insulīna 

jutības diagnostikai, jo dzīvniekiem ar insulīna rezistenci ir izteikta tukšās dūšas 

hiperinsulinēmija, kas kavē no CPT1 atkarīgās garķēžu AK sintēzi (Soeters et al., 2009; 

Schooneman et al., 2013; Liepinsh et al., 2017). Tas sakrīt ar iepriekš publicētiem 

novērojumiem, kuros parādīts, ka insulīna jutības indekss nekorelē ar plazmas AK līmeni 

tukšā dūšā, bet insulīna jutības uzlabošanās indivīdos ar palielinātu svaru izraisīja atsevišķu 

AK koncentrāciju paaugstināšanos (C2, C4OH, C10, C14:1, C16, C18:1) (Schooneman et al., 

2016). Tukšā dūšā, kad plazmas insulīna līmenis ir zems, garķēžu AK mērījumus var 

izmantot, lai raksturotu mitohondriālo taukskābju oksidāciju (Knottnerus et al., 2018), bet šis 

stāvoklis nav piemērots, lai pēc garķēžu AK un brīvo taukskābju koncentrācijas spriestu par 

insulīna rezistenci. Vairākos pētījumos ir mēģināts noteikt saistību starp cirkulējošo AK 

koncentrācijām tukšā dūšā un insulīna jutību GTT laikā (Adams et al., 2009; Mihalik et al., 

2010; Mai et al., 2013; Zhang et al., 2014). Tomēr jāņem vērā, ka normālos fizioloģiskos 

apstākļos, tukšā dūšā insulīna līmenis ir zems, tāpēc AK koncentrācijas neatspoguļo insulīna 

jutību (Liepinsh and Dambrova, 2018). Papildus tam ir identificēti dažāda garuma AC, kuru 

plazmas koncentrācija ir paaugstināta tieši pacientiem ar glikozes regulācijas traucējumiem 

vai 2. tipa diabētu, tomēr šī saistība skaidrojama ar mitohondriju darbības defektiem un 

nepilnīgu taukskābju oksidāciju, nevis insulīna rezistenci (Liepinsh and Dambrova, 2018). 

Postprandiālā stāvoklī insulīns kavē garķēžu AK sintēzi (Soeters et al., 2009; Schooneman et 

al., 2013); tāpēc AK koncentrācijas izmaiņu mērījumi pēc glikozes uzņemšanas raksturo 

insulīna jutību. Mūsu pētījumā izmērījām, ka veselām pelēm pēc glikozes ievadīšanas 

plazmas garķēžu AK koncentrācijas samazinājās par 30%, kamēr ar HFD barotās pelēs ar 

mērenu insulīna rezistenci garķēžu AK koncentrācijas kritums bija mazāk izteikts, savukārt, 

2. tipa diabēta modelī garķēžu AK līmenis nesamazinājās vispār. Diabēta modelī novērotā 

hiperglikēmija un izteikti glikozes tolerances traucējumi GTT laikā ir saistīti ar no insulīna 

atkarīgās glikozes uzņemšanas samazināšanos sirdī, muskuļos un taukaudos. Insulīna 

rezistences modelī, attīstoties mēreniem glikozes homeostāzes traucējumiem, samazināta 

insulīna jutība bija vērojama tikai taukaudos. Tomēr jāņem vērā, ka pelēm ar insulīna 

rezistenci HFD modelī bija izteikti paaugstināta insulīna koncentrācija, kas liecina, ka šīm 

pelēm ir agrīna insulīna rezistence, kas maskē insulīna rezistenci audos. Db/db pelēs 
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novērojām izteiktu insulīna rezistenci un samazinātu glikozes uzņemšanu arī skeleta 

muskuļos un sirdī. Šie mērījumi apstiprina, ka garķēžu acilkarnitīnu mērījumi plazmā 

atspoguļo sirds un muskuļu insulīna rezistences pakāpi dzīvniekos. Mūsu novērojumi saskan 

ar iepriekš veikto pētījumu rezultātiem pacientos ar insulīna rezistenci, kuros glikozes 

stimulētā insulīna sekrēcija nespēj pilnvērtīgi apturēt garķēžu AK veidošanos muskuļos 

(Mihalik et al., 2010; Bouchouirab et al., 2018). Tas apstiprina, ka plazmas garķēžu AK 

līmeņu mērījumi glikozes tolerances un eiglikēmiskās skavas laikā ir piemēroti insulīna 

jutības novērtēšanai muskuļos un sirdī. 

 

Veselos indivīdos glikozes stimulētā insulīna sekrēcija kavē lipolīzi taukaudos un samazina 

plazmas brīvo taukskābju koncentrāciju (Randle, 1998). Mūsu pētījumā glikozes ievadīšana 

samazināja brīvo taukskābju koncentrāciju kontroles grupās par 35%, bet ar HFD barotajās 

un db/db pelēs plazmas brīvo taukskābju līmenis nemainījās. Glikozes uzņemšanas mērījumi 

abos modeļos uzrādīja būtisku taukaudu insulīna rezistenci, kas raksturojas ar nepārtrauktu 

lipolīzi un brīvo taukskābju izplūšanu no taukaudiem gan tukšā dūšā, gan postprandiālā 

stāvoklī. Līdzīgi mērījumi ir veikti pacientos, parādot, ka insulīns nespēj samazināt plazmas 

brīvo taukskābju koncentrāciju plazmā 2. tipa diabēta pacientos (Mihalik et al., 2010), 

tādējādi apliecinot mūsu pētījumā novēroto efektu klīnisko nozīmi. Kopumā brīvo taukskābju 
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Attēls 33. Garķēžu acilkarnitīnu (AK) un brīvo taukskābju koncentrācijas 

izmaiņas glikozes tolerances testa laikā. Nepietiekams plazmas brīvo taukskābju 

samazinājums, pārejot no tukšas dūšas uz postprandiālo stāvokli, liecina par taukaudu 

insulīna rezistenci, bet nepietiekams garķēžu AK samazinājums liecina par sirds un 

skeleta muskuļu insulīna rezistenci.  
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koncentrācijas samazināšanās plazmā, reaģējot uz glikozes ievadīšanu, atspoguļo taukaudu 

insulīna jutību. 

Tā kā acetilkarnitīna (C2) koncentrācija ir daudz lielāka nekā pārējo acilkarnitīnu 

koncentrācija, no kopējās AK koncentrācijas mērījumiem ir iespējams spriest galvenokārt par 

izmaiņām acetilkarnitīna daudzumā. Turklāt īsķēžu AK veidojas gan lipīdu, gan aminoskābju 

un ogļhidrātu metabolisma rezultātā, un galvenokārt veidojas aknās (Schooneman et al., 

2015). Mēs novērojām, ka īsķēžu un vidējo ķēžu AK līmenis pēc glikozes ievadīšanas 

samazinājās kontroles un insulīna rezistentajos dzīvniekos, un netika novērota konsekventa 

saistība starp izmaiņām AK plazmas koncentrācijā un insulīna rezistences pakāpi. Tādējādi 

īsķēžu un vidējo ķēžu AK nav uzskatāmi par nozīmīgiem marķieriem muskuļu un sirds 

specifiskas insulīna rezistences noteikšanai. 

Kopumā brīvo taukskābju koncentrācijas samazinājums plazmā pēc glikozes ievadīšanas 

atspoguļo jau agrīnas izmaiņas taukaudu insulīna jutībā, bet nepietiekams garķēžu AK līmeņa 

samazinājums ir saistīts ar muskuļu un sirds insulīna rezistenci. Pētījumā iegūtie dati liecina, 

ka, lai noteiktu tauku un muskuļu audu specifisku insulīna rezistenci, īsķēžu un vidējo ķēžu 

AK līmeņu raksturošana nav piemērota, turpretim plazmas brīvo taukskābju un garķēžu AK 

koncentrācijas noteikšana plazmā 2 h pēc glikozes ievadīšanas pacientiem ir pielietojama 

diagnostiskai. 
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7. Secinājumi 

1. Palmitoilkarnitīns kavē insulīna signālceļu, izmantojot no PTP1B atkarīgu 

mehānismu, tādējādi samazinot InsR un Akt fosforilāciju. 

2. Sirds ir galvenais orgāns, kura acilkarnitīnu profila izmaiņas šūnās nosaka vidējo 

ķēžu un garķēžu acilkarnitīnu profilu plazmā. Pēc plazmas acilkarnitīnu profila 

mērījumiem var spriest par taukskābju metabolisma procesiem sirds audos.  

3. Nepietiekams plazmas garķēžu acilkarnitīnu samazinājums glikozes tolerances testa 

laikā norāda uz insulīna rezistenci muskuļu un miokarda audos, savukārt, par 

taukaudu insulīna rezistenci liecina nepietiekams brīvo taukskābju līmeņa 

samazinājums.  
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9. Pateicības 
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palīdzību:  
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