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SAISINAJUMI

[*H]-DOG — 2-[1,2-*H]-deoksi-D-glikoze

ABL — augsta blivuma lipoproteins

ADF — adenozina difosfats

ALAT - alaninaminotransferaze

AMF — adenozina monofosfats

ASAT — aspartataminotransferaze

ATF — adenozina trifosfats

GB — guanabenzs

GBB — y-butyrobetains

IC50 - inhibitora koncentracija, kas samazina enzima vai transportproteTna
aktivitati par 50%

KPT1 — karnitina palmitoiltransferaze 1

LEAK stavoklis — mitohondriju skabekla patérins kavétas adenina nukleotida
translokazes apstaklos

Metil-GBB — 4-[dietil(metil)Jamonija]butanoats

Omy A — oligomicins A

OXPHOS - oksidativa fosforilacija

OXPHOS stavoklis — ADF-stimul&ta mitohondriala elpoSana

P-Akt — fosforiléta proteinkinaze B

PK — palmitoilkarnitins

TNFo — audzgja nekrozes faktors alfa

UPLC MS/MS — augstas izskirtsp&jas skidruma hromatografija ar sekojosu
tandemmasspektrometriju

ZBL — zema blivuma lipoproteins



IEVADS

Cukura diabégta izplatiba pasaule nepartraukti palielinas, pedgjo tr1s gadu
desmitu laika pieaugot no 4,7% lidz 8,5% pieauguso populacija (NCD Risk
Factor  Collaboration (NCD-RisC), 2016). 2. tipa cukura diab&ta
patofiziologijas pamata ir nepietickami efektiva insulina darbiba (Kerner et al.,
2014). Cukura diabéts ir iemesls daudzam kardiovaskularam komplikacijam,
pieméram, aterosklerozei un iS€miskai sirds slimibai (Defronzo, 2009;
Emerging Risk Factors Collaboration et al., 2010). Pasreizgja diabéta arsteSana
galvenokart balstas uz hiperglikémijas mazinasanu, tomér §Im terapijam médz
biit ierobezota efektivitate un bitiskas blakusparadibas (Moller, 2001). Tade] ir
nepiecieSams mekl&t jaunus farmakologiskos mérkus un arstéSanas stratégijas,
lai uzlabotu diabg&ta pacientu klmisko iznakumu.

Petfjumi ir paradijusi, ka insulina rezistenci un glikozes metabolisma
traucjumus izraisa parmériga taukskabju metabola plisma, kas veicina
nepilnigu taukskabju oksidéSanos un dazadu lipidu metabolitu uzkrasanos
(Martins et al., 2012; Schooneman et al., 2013; van de Weijer et al., 2013).
Starp citiem metabolitiem, kas saistiti ar insulina rezistences attistibu, nozimiga
loma ir garkézu acilkarnitiniem (McCoin et al., 2015; Schooneman et al.,
2013). Acilkarnitini veidojas no aktivétam taukskabém un L-karnitina un
nodroSina garkézu taukskabju transportu mitohondrijos turpmakai f-
oksidacijai. Ir noverots, ka pacientiem ar insulina rezistenci vai cukura diab&tu
ir nedaudz palielinatas garkézu acilkarnitinu koncentracijas plazma un muskulu
audos (Adams et al., 2009; Mihalik et al., 2010). Ar1 eksperimentalos
aterosklerozes modelos novérota garkézu acilkarnitinu uzkrasanas (Gillies un
Bell, 1976). Vairakos iepriek§€jos pétijumos ir konstatéta taukskabju
metabolitu uzkrasanas sirds i§émijas-reperfuzijas gadijumos (Corr et al., 1984;

Ford et al., 1996; Idell-Wenger et al., 1978; Whitmer et al., 1978). leprieksgja



petljuma més paradijam, ka samazinot garkézu acilkarnitinu ITmeni, sirds tiek
pasargata no iS€mijas-reperfuzijas bojajuma (Liepinsh et al., 2015). No Siem
rezultatiem secinajam, ka acilkarnitinu ITmena farmakologisks samazinajums
varétu bit noderigs pacientiem ar diab&tu un ta kardiovaskularajam
komplikacijam. Ta ka garkézu acilkarnitini veidojas no garkézu taukskab&m un
L-karnitina, tad efektivs veids, ka kavét insulina rezistences un ar diabétu
saistito kardiovaskularo slimibu attistibu, ir L-karnitina un ta metabolitu
daudzuma samazinasana. Nesen tika sintez€ta un raksturota virkne
savienojumu, kas inhib& L-karnitina biosint€zi un transporteésanu (Liepinsh et
al., 2014a; Tars et al, 2014). Labakais kardioprotektivais efekts zurkam
eksperimentala sirds infarkta modeli tika noverots péc terapijas ar 4-
[etil(dimetil)amonio]butanoatu (metil-GBB), y-butyrobetaina (GBB) metil-
atvasinajumu, kas efektivi inhibe GBB dioksigenazi (ICso 2,8 pM) un organisko
katjonu transportprotetnu 2 (ICso 3,0 uM) (Liepinsh et al., 2015). Lidz Sim
nebija noskaidrots, vai terapija ar metil-GBB kave insulina rezistences attIstibu
un biitu pielietojama diab&ta arstésanai.

Ir nepiecieSami papildus pétfjumi, lai noskaidrotu acilkarnitinu
uzkrasanas lomu insulina rezistences, diabéa un ta kardiovaskularo
komplikaciju attistiba, ka arT lai parbauditu, vai arst€Sana ar metil-GBB ir

efektiva terapija diab&ta un ta komplikaciju arsteésanai.
Darba merkis

Petit jaunas acilkarnitinu Itmeni pazeminoSas vielas metil-GBB
farmakologiskos darbibas mehanismus eksperimentalos cukura diab&ta, sirds

iS€mijas-reperfuzijas un aterosklerozes modelos.



Darba uzdevumi

1. Petit garkézu acilkarnitinu uzkrasanas molekularos mehanismus insulina
rezistences attistiba.

2. Petit, vai garkézu acilkarnitinu limena samazinaSana, izmantojot metil-
GBB terapiju atseviski vai kopa ar fizisko aktivitati, aizkavé diab&ta
attistibu eksperimentalos insulina rezistences mode]os.

3. Petit garkézu acilkarnitinu uzkrasanas ietekmi uz mitohondrialajiem
signalceliem i§€mijas-reperfuzijas modeli.

4. Petit metil-GBB terapijas izraisita garkézu acilkarnitinu limena

samazinajuma ietekmi uz aterosklerozes attistibu.
Darba hipotéze

Farmakologiski samazinot garkézu acilkarnitinu daudzumu, metil-GBB
veicina glikozes metabolismu, uzlabo insulina jutibu, pasarga sirds
mitohondrijus no i§€mijas-reperfiizijas bojajuma, kavé aterosklerozes attistibu

un varétu biit izmantojams diab&ta un ta izraisito komplikaciju arstésana.
Darba zinatniska novitate

P&tfjuma ietvaros tika izvertéta gark&zu acilkarnitinu loma energijas
metabolisma reguléSana un pétita metil-GBB terapijas aizsargajosa ietekme
diabéta un ta kardiovaskularo komplikaciju eksperimentalajos modelos:

1. Garkezu acilkarnitini glikozes klatbtitn€ pastiprina insulina izdali$anos, lai
stimul€tu pareju no tuksSas disas uz &dusu stavokli. Garkézu acilkarnitinu
uzkraSanas &dusa stavokll ierobezo metabolisma elasttbu un veicina
hiperglikémijas un hiperinsulinémijas attistibu.

2. Pirmo reizi ir aprakstits metil-GBB terapijas aizsargajosais efekts diabéta

eksperimentalajos modelos. Metil-GBB ievadiSanas izraisita acilkarnitinu



daudzuma samazinasanas uzlabo insulina juttbu un ievérojami samazina
glikozes un insulina Itmeni asinis pelém ar insulina rezistenci un diab&tu.
Garkézu acilkarnitini ir nozimigakie taukskabju metaboliti, kas izraisa
iS€mijas-reperfuzijas bojajumu. Acilkarnitinu uzkrasanas iS€mijas laika
kaveé oksidativo fosforilaciju, tadgjadi izraisa mitohondriju membranas
hiperpolarizaciju un stimulé reaktivo skabekla savienojumu veidoSanos
sirds mitohondrijos.

Pirmo reizi paradita metil-GBB terapijas aterosklerozes attistibu kavejosa
iedarbiba apoE~~ vpelem. Metil-GBB terapijas pretaterosklerozes
mehanisms ir saistits ar garkézu acilkarnitinu daudzuma samazinajumu
vaskularajos audos, ka arT makrofagu un monocitu infiltracijas kavésanu

aterosklerotiskajas pangas.



1. MATERIALI UN METODES

1.1. Dzivnieki un terapija

CD-1 Tinjjas pelu tévini (8—12 nedelas veci, Envigo Netherlands
(iepriek§ Harlan Laboratories BV), Niderlande), C57BL/6 peles (8—12 ned€lu
vecuma, Envigo Netherlands), db/db peles (10 nedélu vecuma, Envigo
Netherlands), bez diab&ta db/Lean pelu tevini (Envigo Netherlands), Wistar
Imijas zurkas (10—16 nedglas, Eksperimentalo dzivnieku laboratorija, Rigas
Stradina universitate, Latvija), apoE ™"~ pelu matites (7 nedélu vecuma, Taconic,
Danija) tika izmantotas eksperimentos. Dzivnieki tika tur€ti standarta apstaklos
(21-23 °C, 12 h gaismas-tumsas cikls) ar neierobezotu piekluvi partikai (R70
bariba, Lantmdnnen Lantbruk, Zviedrija) un tdenim. Divas ned€las pirms
eksperimentu sakuma visi dzivnieki tika pielagoti vietgjiem apstakliem. Visas
eksperimentalas procediiras ar laboratorijas dzivniekiem tika veiktas saskana ar
Eiropas Savienibas direktivu 2010/63/EU, ka arT tas tika saskanotas ar Latvijas
Republikas Partikas un veterinaro dienestu un Dzivnieku aizsardzibas &tikas
padomi. ZinoSana par in vivo eksperimentiem un rezultatiem tika veikta péc
ARRIVE vadlinijam (Kilkenny et al., 2010; McGrath et al., 2010).

Lai izpétitu garkézu acilkarnitinu ietekmi uz glikozes homeostazi, CD-1/
pelem tika intraperitoneali ievadits palmitoilkarnitins deva 50 mg/kg. Lai
nodrosinatu palmitoilkarnitina nepartrauktu devu, pelém subkutani tika
implanteti osmotiski ministikni (ALZET®, ASV), kas wuzpilditi ar
palmitoilkarnitinu (10 mg/kg diena vai 50 mg/kg diend) uz 24 stundam (akitas
iedarbibas petijums) vai 28 dienam (ilgtermina iedarbibas p&tijums). Kontroles
dzivniekiem tika implantéti osmotiskie ministkni ar fiziologisko §kidumu. Lai
kaveétu endogéna insulina izdaliSanos, péc vienreizgjas palmitoilkarnitina (50
mg/kg) ievadiSanas tika izmantots ar-adrenoreceptoru agonists guanabenzs (i.p.

1 mg/kg, Saha et al., 2005). Lai noteiktu palmitoilkarnitina efektu uz insulina
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stimuléto iedarbibu, insulinu (0,3 SV/kg) ievadija subkutani 1 stundu péc
intraperitonealas guanabenza vai guanabenza + palmitoilkarnitina injekcijas.
Lai izpétitu ilgstoSas farmakologiskas acilkarnitinu  limena
samazinasanas un fiziskas aktivitates terapiju pretdiab&ta iedarbibu, C57BL/6
peles tika sadalitas 3 grupas, un db/db peles tika sadalitas 4 grupas, ka paradits
1.1. tabula. C57BL/6 peles 8 nedg€las tika barotas ar augsta tauku satura (Special
Diets Services, Lielbritanija) di€tu, lai izraisTtu insulina rezistenci. Metil-GBB
fosfats (ekvivalents 5 mg/kg metil-GBB) tika dots ar dzeramo tGdeni 8 nedélas.
Taja pasa laika perioda tika nodroSinata fiziska aktivitate db/db peleém,
izmantojot piespiedu fiziskas aktivitates aparatiru (PsymCon Model 35500,

Lafayette Instrument, ASV).

1.1. tabula
Petijuma dizains ar C57BL/6, db/Lean un db/db peléem
Nr. Grupa Peles ar bojatu Peles ar Teraviia
plk. P insulina jutibu diabtu Py
1. Kontrole bez diab&ta Parasta bariba db/Lean tidens
2. Kontrole ar diabétu Tauku bariba db/db tidens
3. Metil-GBB Tauku bariba db/db Metil-GBB!
4. | Fiziska aktivitate _ db/db Fiziska
aktivitate
. o Metil-GBB! +
5. | Metil GBB + fiziska — db/db fiziska
aktivitate e,
aktivitate

! metil-GBB vienreiz diend, p.o. 5 mg/kg; ? Fiziska aktivitate — piespiedu staigasana
piecas dienas nedgla, 60 minites diena, atruma 5 metri minate.

Lai izpétitu acilkarnitinu lomu i$€mijas-reperfuzijas bojajuma attistiba,
pirms izol&tas sirds eksperimentiem Wistar zurkas tika anestéz&tas, izmantojot
natrija pentobarbitalu (60 mg/kg intraperitonealas injekcijas), vienlaikus lietojot

heparinu (1000 vienibas/kg).
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Lai novertétu saistibu starp palielinatu plazmas un audu acilkarnitinu
daudzumu un aterosklerozes attistibu un pétitu metil-GBB molekularos
pretaterosklerozes mehanismus, apoE~" pelém tika dots metil-GBB fosfats
(atbilst 10 mg/kg metil-GBB), kas izSkidinats dzeramaja tideni. Aterosklerozes
attistibas paatrinasanai visi eksperimentalie dzivnieki 8 ned€lu vecuma 4
ménesus tika baroti ar Western RD (P) ditu, kas satur&ja 21% tauku un 0,15%

holesterina (Special Diets Services, Lielbritanija).

1.2. Metodes
1.2.1. In vitro metodes

1.2.1.1. Western blot analize

Poliakrilamida gela elektroforéze un Western blot analize tika veikta, ka
ieprieks aprakstits (Liepinsh et al., 2014b). Lai noteiktu Akt fosforilacijas
Iimeni Ser473, membranas tika inkub€tas ar anti-P-Akt (#sc-7985-R; Santa
Cruz Biotechnology, ASV vai #4060S; Cell Signaling Technology, ASV)
specifiskam antivielam un iegiitie dati tika normalizeti pret kop&jo Akt (#sc-

8312, Santa Cruz Biotechnology) proteina ekspresiju.

1.2.1.2. Acilkarnitinu noteik§ana plazma un audos

Acylkarnitinu daudzuma noteikSanu paraugos veica ar UPLC/MS/MS
(Makrecka et al., 2014). Parauga ekstrakcija tika veikta, ka aprakstits ieprieks
(Blachnio-Zabielska et al., 2011).

1.2.1.3. Metil-GBB noteikSana plazma

Metil-GBB koncentracijas plazma meérija ar UPLC/MS/MS un Quattro
Micro tripla-quadrupole masas spektrometru, izmantojot pozitivas uzladésanas

elektroizsmidzinasanas jonizaciju (Dambrova et al., 2008, 2013).
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1.2.1.4. Biokimisko parametru noteik§ana plazma un asinis

Asins paraugi biokimiskajiem merjjumiem tika nemti no astes vénas,
izmantojot heparinu saturoSas mégenes. Lai iegltu plazmu, paraugus
centrifuggja pie 1000 g 10 min 4 °C temperattra.

Glikozes koncentraciju plazmas paraugos méerjja, izmantojot
Instrumentation Laboratory (Italija) un Roche Diagnostics (Vacija) komerciali
pieejamus reagentu komplektus. Glikozes Iimeni asinis noteica ar MediSense
Optium (Abbott Diabetes Care, Lielbritanija) glikozes meritaju. Brivo
taukskabju koncentracija tika noteikta, izmantojot reagentu komplektus no
Wako (Vacija). Insulina koncentracija plazma tika noteikta, izmantojot Zurku
insulina RI4A komplektu un zurku/pelu insulina ELISA komplektu (Millipore,
ASV). Trigliceridu, augsta un zema blivuma lipoproteinu holesterina
koncentracijas tika méritas, izmantojot IL Laboratories komplektus (ASV).
Audzgja nekrozes faktora alfa (TNFa) koncentraciju plazma merija, izmantojot

TNFo ELISA komplektu no Millipore.

1.2.1.5. Sirds mitohondriju izoléSana

Mitohondriji tika izol&ti no sirds audiem, izmantojot ieprieks aprakstitu
metodi (Kuka et al., 2012a). Izoléti sirds mitohondriji I1dz izmantoSanai tika

uzglabati uz ledus vai tika sasaldéti lidz analizei.

1.2.1.6. Palmitoilkarnitina wuzkrasanas noteikSana mitohondriju
frakcijas

Izoléti zurku sirds mitohondriji tika inkubéti 5,6 nM ieziméta [9,10-*H]-

palmitoilkarnitina  (specifiska radioaktivitate 60 Ci/mmol; American

Radiolabeled Chemicals), 10 mM sukcinata, 1 uM rotenona un 1 mM ADF

klatbuitng. P&c tam mitohondriji tika mazgati un sagatavotas mitohondriju
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frakcijas. Ar€jas mitohondriju membranas un starpmembranu frakcijas

atdaliSana tika veikta, ka aprakstits ieprieks (Ryu et al., 2011).

1.2.1.7. Mitohondriju skabekla patérina merijumi

Lai noteiktu palmitoilkarnitina izraisttu mitohondriju bojajumu, tika
veikta augstas izSkirtsp&jas respirometrija ar vienlaicigu fluorimetriju,
izmantojot Oxygraph-2k (O2k, Oroboros Instruments, Austrija) apvienojuma ar
O2k fluorescences LED?2 moduli. Sukcinats (10 mM) ar rotenonu (1 uM) tika
izmantots, lai méritu ar kompleksu II saistitu elpoSanu, un piruvats un malats
(attiecigi 5 mM un 0,5 mM) ar sukcinatu (10 mM), lai méritu ar kompleksiem I
un II saistito elpoSanu. Merjjumi tika veikti oksidativas fosforilacijas
(OXPHOS) stavokli, izmantojot 1| mM ADF. Lai noteiktu LEAKou, saistito
elposanu, tika pievienots oligomicins A (10 uM). Vienlaikus ar skabekla
patérina merjjumiem tika izmantots tetrametil-rodamina metilesteris (TMRM,
LST668, Life Technologies), lai noteiktu mitohondriju membranas potencialu,
ka art tika mérita H>O, pluisma, izmantojot H,O; jutigu zondi Amplex® Ultra

Red (A36006, Life Technologies, Makrecka-Kuka et al., 2015).

1.2.1.8. Aterosklerotisko bojajumu kvantitativa noteikSana aortas
sinusa

Aterosklerozes parametru kvantitativai analizei sirdis tika apstradatas,
izmantojot ieprieks aprakstitu metodi (Vilskersts et al., 2009). Aortas atteli tika
iegiiti, izmantojot Leica DFC490 digitalo kameru (Vacija). Kopgjais bojajuma
laukums tika merits, izmantojot Image-Pro Plus 6.3 programmatiiru, ka

aprakstits ieprieks (Liepinsh et al., 2013a).
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1.2.1.9. Makrofagu un monocitu infiltracijas Kkvantitativa
noteikSana aterosklerotiskajos bojajumos

Lai noteiktu makrofagu un monocttu skaitu aortas sinusa
aterosklerotiskajos bojajumos, tika sagatavoti 10 um biezi aortas sinusa
griezumi (Vilskersts et al., 2009). Griezumi tika piestiprinati uz poli-L-lizina
parklajumu saturoSiem priekSmetstikliem, zaveti gaisa un fikseti auksta
acetona. Pec fiksacijas griezumi tika krasoti ar zurku anti-MOMA-2 antivielam
no Abcam (Lielbritanija), izmantojot ieprieks aprakstitu metodi (Hoyer et al.,

2012).

1.2.1.10. Aterosklerotisko bojajumu kvantitativa noteikSana aorta

Aortas tika fiksetas 4% formaldehida. Péc fiksacijas visa aorta tika
atveérta garenvirziena, piestiprinata pie silikona plaksném un krasota lipidu
noteikSanai ar Sudanu IV. Aortas att€li tika uznpemti, izmantojot Sony a77
digitalo kameru, un kopgjais bojajuma laukums tika aprekinats, izmantojot
Image-Pro Plus 6.3 programmatiiru. Aterosklerozes apmers tika izteikts
procentos no aortas virsmas, ko parklaj bojajumi, salidzinot ar kop&jo aortas

virsmu.
1.2.2. Exvivo un in vivo metodes

1.2.2.1. Glikozes un insulina tolerances testi

Lai sagatavotos glikozes tolerances testam, pelém nakts laika tika
nonemta bariba. Tad pelém tika intraperitoneali ievadits glikozes skidums (0,5
vai 1 g/kg) un no astes vénas tika nemti asins paraugi $ados laika punktos: 0
(tuksa dusa), 15, 30, 60, 120, 180 un 240 miniites. Insulina tolerances testam
€dusam pelém insulina $kidums tika ievadits intraperitoneali vai subkutani (ar
attiecigajam devam 0,75 vai 0,3 — 0,5 SV/kg) un no astes venas tika nemti asins

paraugi Sados laika punktos: 0 (&dusi), 30, 60, 120 un 240 miniites
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(eksperimenta ar db/db pelem tika savakts papildus asins paraugs péc 24
stundam). Glikozes koncentracija asinis tika mérita, izmantojot MediSense

Optium Xceed asins glikozes meritaju.

1.2.2.2. Glikozes uznemsanas mérijumi in vivo

Lai noteiktu glikozes uznemsanu in vivo, peleém tika ievadits 1 pCi
2-[1,2-*H]-deoksi-D-glikozes ([*H]-DOG, specifiska aktivitate, 60 Ci/mmol).
P&c 10 mintGt€m peles tika nogalinatas un tika sagatavoti sirds, muskulu, aknu
un taukaudu homogenati (1 : 5, masa/tilpums milliQ Gdeni). [*H]-DOG saturs

audu paraugos tika noteikts ar scintilacijas metodi.

1.2.2.3. Izoletas sirds infarkta petijums

Izoletas zurku sirds infarktu eksperimentu veica saskana ar
Langendorffa metodi, ka iepriekS aprakstits (Kuka et al., 2012a). Infarkta
lielums tika noteikts, ka aprakstits ieprieks (Liepinsh et al., 2013a).

1.3. Datu apstrades statistiskas metodes

Datus izteica ka vidgjas aritmétiskas vertibas + vidgjas aritmétiskas
vertibas standartklida (S.E.M.). Grupu salidzinasanai izmantoja Stjudenta
t-testu, hi kvadrata testu dispersijas analizes metodi ar sekojosu Tukija testu,
t-testu divu atkarigu izlasu salidzinasanai, Manna-Vitnija U-testu vai Dunneta
testu. AtSkiribas tika uzskatitas par nozimigam, ja P < 0,05. Dati tika analiz&ti,

izmantojot Graph Pad Prism 5.03 programmatiru (Graph Pad Inc., ASV).
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2. REZULTATI

2.1. Palmitoilkarnitina akiitas un ilgstosas lietoSanas ietekme uz
energijas metabolismu pelés

Lai izpétitu acilkarnitinu nozimi insulina rezistences attistiba, pelem tika
akdti vai ilgstosi ievadits palmitoilkarnitins, lai palielinatu garkézu acilkarnitinu
koncentraciju.

2.1.1. Akutas palmitoilkarnitina ievadi§anas ietekme uz glikozes
metabolismu

Palmitoilkarnitina ievadiSana deva 50 mg/kg izraisija tikai triskartju

garkézu acilkarnitinu daudzuma pieaugumu muskulos (2.1. attels).

n
<
J
*

30 - *

20 A

Garkeézu acilkarnitini,
nmol/g muskulaudu

Edusi Edu$i+ Tuksa
PK diasa

2.1. attels. Palmitoilkarnitina (PK, 50 mg/kg i.p. 1 h) akiitas lietoSanas ietekme uz
garkeéZu acilkarnitinu koncentraciju muskulu audos
Rezultati ir vid&jais + S.E.M. no 8 (dusam), 3 (€dusam + PK) vai 5 (tukSas dusas)
pelem. *Statistiski ticami atskiras no &duso dzivnieku grupas (Tukija tests, P < 0,05)

Salidzinajumam, tukSas daSas stavokll garkézu acilkarnitinu daudzums
muskulaudos bija 5 reizes lielaks neka edusa stavokli (2.1. attels). Tadgjadi var
secinat, ka palmitoilkarnitina ievadiSanas izraisitais efekts uz garkézu

acilkarnitinu daudzumu muskulos ir [1dzigs Tstermina badoSanas stavoklim.
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Palmitoilkarnitina vienreizgja ievadiSana izraisija ievérojamu glikozes
koncentracijas palielinasanos pelém tuksa dasa (2.2. A att€ls) un edusa stavokli
(2.2. B attgls). Insulina ievadiSana nozimigi samazinaja glikozes Itmeni asinis
gan kopa ar palmitoilkarnitinu, gan bez ta. Sis papildus insulina koncentracijas
pieaugums samazinaja palmitoilkarnitina izraisito ietekmi uz glikozes Itmeni
asinis, kas liecina, ka augstakas insulina koncentracijas var parvaret

palmitoilkarnitina izraisTto kavgjoso ietekmi uz glikozes metabolismu.

A B
12 - . 25
=20
297 15
€6 - S1o
N
3 4
© 0
0 - Kontrole lnsulms PK +
Kontrole PK Insulins

2.2. attels. Palmitoilkarnitina (PK, 50 mg/kg i.p. 1 h) akiitas lietoSanas ietekme uz
glikozes koncentraciju tuksa diisa (A) un eédusa (B) stavoklt
Rezultati ir vid&jais + S.E.M. no 5 dzivniekiem. * Iev@rojami atskiras no atbilstosas
kontroles grupas, # ievérojami atskiras no insulina kontroles grupas (Stjidenta t-tests vai
ANOVA dispersijas analize ar sekojo$u Tukija testa, P < 0,05).

Lai parbauditu palmitoilkarnitina 24 stundu iedarbibu uz glikozes
toleranci un energijas metabolisma lidzsvaru pelém, palmitoilkarnitinu ievadija
pelém deva 50 mg/kg/diena, izmantojot 1€nas vielu izdaliSanas osmotiskos
ministiknus (2.3. att€ls).

Glikozes tolerances testa palmitoilkarnitina grupas pelém tika noverots
ievérojami augstaks glikozes Iimenis asinis (2.3. attéls). Sie rezultati liecina, ka
palmitoilkarnitina koncentracijas pieaugums kaveé glikozes metabolisma pareju

no postprandiala stavokla uz tuksSas diiSas stavokli.
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2.3. attels. Palmitoilkarnitina (PK, 50 mg/kg/24 stundas) ievadiSanas ietekme uz
glikozes toleranci
Katra veértiba ir vidgjais = S.E.M. no 4 dzivniekiem. * Bitiski atskiras no
attiecigas kontroles grupas (Stjiidenta t-tests, P < 0,05).

Lai noteiktu, vai acilkarnitini ietekme insulina sekréciju, pelem tuksa
dusa bolus injekcijas veida tika ievadits palmitoilkarnitins. Palmitoilkarnitina
ievadiSana izraisija ieverojamu (5 reizes) insulina koncentracijas palielinasanos
(2.4. attels).

%
A 0,6 - B "
2,5 -
E E 20
?1) 094 T ?1)
= = 1,5
g £
JE 'E 1,0 1
£ 021 = 0,5 -
0,0 -
0,0 - Kontrole | 1 stunda |4 stundas
Kontrole PK

2.4. attels. Insulina koncentracija plazma péc palmitoilkarnitina (PK, 50 un 100
mg/kg) ievadiSanas tuksa diasa (A) un eédusa stavoklt (B)
Katra vértiba ir vidgjais £ S.E.M. no 5 dzivniekiem. * Batiski atSkiras no
attiecigas kontroles grupas (Stjidenta t-tests vai ANOVA dispersijas analize ar sekojosu
Tukija testu, P < 0,05).
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P&c palmitoilkarnitina ievadiSanas &dusas pelés insulina koncentracija
palielingjas aptuveni 2 reizes (2.4. B attels). Kopuma rezultati parada, ka
palmitoilkarnitins pastiprina glikozes stimul€to insulina izdaliSanos, tad&jadi
paradot, ka garkézu acilkarnitinu iedarbiba ir svariga fiziologiskai parejai no
tuksas dasas stavokla uz &dusSu stavokli, un diab&ta gadijuma paaugstinata to
koncentracija izraisa hiperinsulinémiju.

Lai detalizétak analiz€tu palmitoilkarnitina ietekmi uz insulina
izdaliSanos, tika novertéta gan insulinatkariga, gan no insulina neatkariga
glikozes homeostaze in vivo. Lai pétitu insulina neatkarigo palmitoilkarnitina
iedarbibu uz plazmas glikozi, pelem tika ievadits a,-adrenoreceptora agonists
guanabenzs, kas inhib& endogénu insulina izdaliSanos (4Angel et al., 1988; Saha
et al, 2005). Lai novertetu insulina atkarigo iedarbibu, p&c guanabenza

ievadiSanas tika ievadits insulins (2.5. attels).

A B —=—GB —o— GB+PK
25
_ 20 EGB T VInsulins
£ 16- OGB+PK = 20 - *
12 ils { vGs .
£ 08 - E 10 -
g 0,4 - s 3 5 5
w1 0
0,0 1 . - 30 [ 60 [ 30 | 60
. Hll_)o_.. Insulina min | min | min | min
o insulemija| efekts Baz-| Hipo- Insulina
Bazlinija GB 60 min linija| insulemija| efekts

2.5. attels. No insulina neatkariga palmitoilkarnitina (PK, 50 mg / kg i.p.) ietekme
uz plazmas insulina (A) un glikozes (B) Itmeni
Katra vértiba ir vidgjais £ S.E.M. no 8 dzivniekiem. *levérojami atSkiras no attiecigas
kontroles grupas, $ ieverojami atskiras no bazes linijas (Stjudenta t-tests vai ANOVA
dispersijas analize ar sekojosu Tukija testu, P <0,05). GB - guanabenzs.

Edusam  kontroles pelém  guanabenza ievadiSana  izraisija

hipoinsulinémiju (2.5. attels) un izraislja ievérojamu glikozes Ilimena
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paaugstinasanos plazma no 8,6 mM Iidz 17,7 mM. Sekojosa insulina ievadisana
palielingja insulina koncentraciju (2.5. A att€ls) un iev€rojami samazinaja
glikozes koncentraciju Iidz sakotngjam Iimenim (2.5. B attéls).
Palmitoilkarnitina ievadiSana kombinacija ar guanabenzu izraisija glikozes
koncentracijas paaugstinasanos plazma par aptuveni 3 mM augstak neka
salidzinajuma ar guanabenza grupu. Palmitoilkarnitins arT ievérojami kav€ja
glikozes Itmeni samazino$o insulina efektu (2.5. att€ls). Tadgjadi glikozes
koncentracija asinis palmitoilkarnitina grupa saglabajas par 5 mM augstaka
neka kontroles pelém.

Sos efektus var izskaidrot ar bitisku palmitoilkarnitina izraisitu insulina

stimulétas [*H]-DOG uznemsanas samazinasanu muskulu audos (2.6. attgls).

300 1 =GB OGB + PK
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2.6. attels. Akiitas palmitoilkarnitina (PK, 50 mg/kg i.p. 1 stunda) ievadiSanas
iedarbiba ar guanabenzu (GB) un insulinu uz [*H]-deoksiglikozes uznemsanu
Katra vértiba ir vid&jais £ S.E.M. no 8 dzivniekiem. * Ievérojami atkiras no
attiecigas kontroles grupas (ANOVA dispersijas analize ar sekojosu Tukija testu, P <
0,05).

Svarigi, ka palmitoilkarnitina ietekmi uz glikozes ITmeni asints dal&ji mazinaja

ievérojami stimuléta [*’H]-DOG uznems$ana aknas un taukaudos (2.6. attels).
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Kopuma palmitoilkarnitina ievadiSana ierobezo ar insulinu saistito glikozes

uznemsanu muskulos.

2.1.2. Palmitoilkarnitina darbibas mehanismi

Lai noveértétu palmitoilkarnitina ietekmi uz insulina signalcelu, tika
novertta Akt Ser-473 fosforilacija peles muskulos péc vienreiz€jas
palmitoilkarnitina ievadiSanas in vivo (deva 50 mg/kg, 2.7. att€ls). Akdta
palmitoilkarnitina ievadisana (deva 50 mg/kg) samazinaja Akt fosforilaciju
(2.7. attels). Insulina koncentracijas palielinasanas parvargja palmitoilkarnitina
izraisito Akt fosforilacijas kavesanu (2.7. att€ls). Lidz ar to var secinat, ka
palmitoilkarnitins izraisa Akt fosforilacijas kav&Sanu, bet insulina
koncentracijas  pieaugums lidz  noteiktam Iimenim var  parvarét

palmitoilkarnitina izraisito ietekmi uz insulina signalcelu.

A B 350, 4
PC -+ -+ -+ - 300 i
P-AKt 473 00 e . v Z 250 - .l.
|’ iy
AKt ' e v e o - - é 200 -
Insulins + + + + + + + + Z 150
PC - + -+ -+ -+ =1004 ¥
P-AKt 473F ae v e e e o = P Sg:
Akt [ 5 & o = o - Kontrole PK InsulinsPK-+Insulins

2.7. att€ls. Palmitoilkarnitina (PK) ietekme ar insulinu vai bez ta uz Akt (Ser-473)
fosforilaciju édusu pelu muskulos in vivo (50 mg/kg PK i.p. 1 stunda)
Katra veértiba ir vidgjais = S.E.M. no 5 dzivniekiem. * Ievérojami atSkiras no kontroles
grupas, # ievérojami atSkiras no palmitoilkarnitina grupas (ANOVA dispersijas analize
ar sekojosu Tukija testu, P < 0,05).

Jasecina, ka palmitoilkarnitina inhib&josa iedarbiba uz Akt fosforilaciju

un insulina signalcelu ir svarigs ta darbibas mehanisms.
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2.1.3. Palmitoilkarnitina ilgstosas ievadiSanas efekti

Lai nodro$inatu palmitoilkarnitina ilgstoSu ievadiSanu, lietojam zalu
vielas lenas atbrivosanas osmotiskos minisiknus (ALZET®, ASV). Sis
eksperimentalais modelis nodrosinaja gark@zu acilkarnitinu daudzuma
pastavigu palielinajumu muskulos 28 dienu garuma. Kontroles pelém tika

implantéti ministikni ar fiziologisko skidumu.
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2.8. attels. IlgstoSas palmitoilkarnitina (PK, 10 mg/kg/diena 28 dienas) ievadiSanas
ietekme uz garkéZu acilkarnitinu saturu muskulos €dusa stavokli (A), insulina
koncentraciju plazma (B), glikozes (C) un insulina (D) toleranci
Katra vertiba ir vidgjais + S.E.M. no 10 dzivniekiem. * Ievérojami atSkiras no attiecigas
kontroles grupas (Stjiidenta t-tests, P < 0,05)

Palmitoilkarnitina ievadiSana deva 10 mg/kg/diena muskulos izraisija
butisku, divkarsu kopgjo garkézu acilkarnitinu daudzuma pieaugumu (2.8.

attels). Ilgstosa garkézu acilkarnitinu daudzuma palielinasanas izraisija glikozes
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tolerances traucgjumus (2.8. C att€ls). Laukums zem lIiknes, kas tika aprekinats
no glikozes tolerances testa datiem palmitoilkarnitina grupa, ievérojami
palielinajas par 30%. Palmitoilkarnitina ievadiSana blok&ja insulina izraisito
glikozes ltmena pazeminoso efektu insulina tolerances testa (2.8. att€ls).
Kontroles dzivniekiem insulina ievadiSana samazinaja glikozes
koncentraciju asinis par aptuveni 3 mM, bet palmitoilkarnitina grupa glikozes
Iimenis asints 4 stundu laikd nemainijas. Palmitoilkarnitina grupas pelém
plazmas glikozes koncentracija bija Iidziga ka kontroles pelu grupa. Tas, ka
glikozes koncentracija netika ietekm@ta, varétu biit saistits ar to, ka &dusa
stavokll palmitoilkarnitina grupas pelem bija 2,8 reizes lielaka insulina
koncentracija (2.8. B attels). Kopuma jasecina, ka garkézu acilkarnitinu
daudzuma palielinaSanas ilgtermina izraisa insulina rezistenci un

hiperinsulinémiju.

2.2. Metil-GBB terapijas un fiziskas aktivitates iedarbiba uz
insulina jutibu eksperimentalos diabéta un insulina
rezistences modelos

Lai pétitu farmakologiskas acilkarnitinu koncentracijas samazina$anas
iedarbibu cukura diabéta gadijuma, tika izmantota metil-GBB terapija atseviski
vai kombinacija ar fizisko aktivitati. Tika izmantoti divi eksperimentali modeli:
insulina rezistences modelis, kur ar augsta tauku satura baribu tika barotas

C57BL/6 peles, un db/db pelu diab&ta modelis.

2.2.1. Acilkarnitinu daudzums db/db pelu plazma un muskulos
Lai novertétu, vai acilkarnitini uzkrajas diab&ta laika, acilkarnitinu

daudzums tika meérits €dusa un tuksas dusas stavoklos (2.9. attEls).
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2.9. attels. Metil-GBB ievadiSanas (deva 5 mg/kg 8 nedélas) un fiziskas aktivitates
ietekme uz garkéZzu acilkarnitinu koncentraciju pelu plazma (A) un muskulos (B)
Katra veértiba ir vidgjais = S.E.M. no 10 dzivniekiem. * Batiski atSkiras no tuksas dtisas
db/db kontroles grupas, # biitiski atskiras no €duso db/db pelu kontroles grupas
(ANOVA dispersijas analize ar sekojosu Tukija testu, P < 0,05).

Edusam bez diab&ta kontroles pelem garkézu acilkarnitinu koncentracija
plazma bija 13 reizes zemaka neka tuksa dasa. Diab&ta kontroles pelém §1
atSkirtba samazinas I1dz divkarsai, kas liecina par to, ka $is raditajs varétu tikt
izmantots ka metabolisma neelastiguma raditajs diab&ta gadijuma. Tuksa dusa
garkeézu acilkarnitinu plazmas daudzums db/db pelem bija par 37% mazaks
neka bez diab&ta kontroles pelém (2.9. A attéls). Edusa stavokli plazmas
garkezu acilkarnitinu koncentracija bija 3,5 reizes augstaka db/db pelém neka
pelém bez diabéta (2.9. A attéls), ka rezultata tika konstatéta mazaka atskiriba
starp garkézu acilkarnitinu daudzumiem &dusos un tukSas diiSas stavoklos
db/db kontroles pelem.

Acilkarnitinu profils plazma pilniba atspogulo acilkarnitinu profilu

muskulos (2.9. attéls). Tuksa dusa diab&ta un bez diab&ta kontroles pelem
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muskulos garkézu acilkarnitinu daudzums bija [idzigs, bet €dusam db/db pelem
tika noverots 5 reizes lielaks garkézu acilkarnitinu daudzums ka bez diabéta
kontroles peleém. Sie rezultati parada, ka acilkarnitinu uzkra$anas muskulos ir
saistita ar acilkarnitinu bojajoSo ietekmi uz glikozes metabolismu &dusa
stavoklt. Fiziska aktivitate neietekmgja 1so, vidgjo un garo k&zu acilkarnitinu
koncentraciju plazma un muskulos (2.9. attels). Savukart, metil-GBB terapija
izraisija bitisku visu acilkarnitinu plazmas un muskulu koncentraciju
samazinasanos abos stavoklos, ka arT tad, kad ta tika apvienota ar fizisko
aktivitati (2.9. A attéls). Lidz ar to metil-GBB izraisija lidz pat 60-kartgju
samazinajumu acilkarnitinu koncentracija muskulos un Iidz pat 7 reizu
acilkarnitinu daudzuma samazinajumu plazma (2.9. attéls). Rezultati liecina, ka
garkezu acilkarnitinu koncentracijas plazma postprandiala stavokli varétu bt
insulina rezistences markieris. Metil-GBB terapijas izraisits acilkarnitinu
daudzuma samazinajums bija konsekvents gan &dusa, gan tukSas diiSas

stavoklos gan atseviski, gan kombinacija ar fizisko aktivitati.

2.2.2. Metil-GBB un fiziskas aktivitates ietekme uz glikozes un
insulina toleranci

Tika veikti glikozes un insulina tolerances testi, lai parbauditu glikozes
metabolisma traucgjumus db/db pelém un insulina rezistentam, ar taukainu
baribu barotam C57BL/6 pelem (2.10. attels).

Rezultati paradija, ka metil-GBB terapija novérsa taukainas baribas
izraisitos glikozes metabolisma traucgjumus, ka rezultata tika ievErojami
uzlabota insulina jutiba un glikozes tolerance (2.10. A un B atteli). Ar1 db/db
pelém insulina tolerances tests paradija nopietnus insulina jutibas traucgjumus

(2.10. C attels).
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2.10. attels. Metil-GBB ievadiSanas (5 mg/kg 8 nedélas) un fiziskas aktivitates
izraisita ietekme uz glikozes koncentraciju péc insulina (A, C) un glikozes (B)
ievadiSanas izmainam ar taukainu baribu barotam (A, B) un db/db ( C) pelem
Katra vértiba ir vid&jais £ S.E.M. no 10 dzivniekiem. * Ievérojami atskiras no atbilstosas
kontroles grupas, $ butiski atskiras no fiziskas aktivitates grupas (ANOVA dispersijas
analize ar sekojoSu Tukija testu, P < 0,05).

Gan fiziska aktivitate, gan metil-GBB ievadiSana uzlaboja jutibu pret
insulinu, un 1pasi izteiktu ietekmi uz insulina jutibu izraisija metil-GBB
terapijas un fiziskas aktivitates kombinacija.

2.2.3. Metil-GBB un fiziskas aktivitates ietekme uz glikozes un
insulina koncentraciju

Salidzinot ar normalas baribas kontroles grupu, ar taukainu baribu
barotam C57BL/6 pelem bija iev€rojami palielinata glikozes koncentracija

asinis. L1dzigi ka nove@roja tolerances testu gadijuma, metil-GBB ieverojami
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samazinaja glikozes koncentraciju lidz normalas baribas kontroles grupai (2.11.
attels). Db/db pelem glikozes koncentracija gan &dusa, gan tukSas diiSas
stavoklt bija ieverojami lielaka (2.10. C un 2.11 B att€ls). Tas norada, ka db/db
pelém raksturiga smaga hiperglikémija un nekompenséts 2. tipa diab&ts. Db/db
pelém fiziska aktivitate samazinaja glikozes Iimeni postprandiala stavokli par

4 mM. Kombingta arstéSana izraistja papildus par 6,5 mM samazinatu glikozes

koncentraciju (2.10. C attels).
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2.11. attels. Metil-GBB ievadiSanas (5 mg/kg 8 nedélas) un fiziskas aktivitates
ietekme uz glikozes limeni tuksa diis$a, plazmas insulina koncentracija ar taukainu
baribu barotam peléem (A, C) un db/db pelem (B, D)

Katra vertiba ir vidgjais £ S.E.M. no 10 dzivniekiem. * Ievérojami atskiras no atbilstosas
cukura diab&ta kontroles grupas, # ievérojami atskiras no atbilstosas €duso dzivnieku
diabéta grupas, $ ieverojami atskiras no fiziskas aktivitates grupas (ANOVA dispersijas
analize ar sekojosu Tukija testu, P < 0,05).

Tuksa dusa db/db pelem gan metil-GBB ievadiSana, gan fiziska aktivitate, ka

arl abu kombinacija nozimigi samazinaja glikozes koncentraciju plazma
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attiecigi par 8,6 mM, 12,3 mM un 24,3 mM (2.11 B attels). Tadgjadi, lai gan
acilkarnitinu uzkrasanas tika novérota &duSa stavokli, metil-GBB un
kombinacijas grupas izraisttais glikozes limena pazeminajums bija izteiktaks
tuksa daisa. Gan ar taukainu baribu barotam pelém, gan db/db pelém noveroja
hiperinsulin€miju. Ar taukainu baribu barotam pelém metil-GBB bitiski
samazinaja insulina koncentraciju (2.11. C attéls). Pretstata tam, fiziska
aktivitate un metil-GBB ievadiSana biitiski neietekméja hiperinsulinémiju db/db
pelem (2.11. D attgls).

Sie rezultati liecina, ka parbaudito terapiju izraisitais glikozes ITmena

pazeminajums ir saistits ar insulinu jutibas paaugstinasanos.

2.3. Garkézu acilkarnitinu loma iSémijas-reperfiizijas izraisita
bojajuma attistiba sirds mitohondrijos
Lai pétitu garkézu acilkarnitinu akumulacijas izraisitu bojajumu
mehanismus sirds mitohondrijos i$€mijas-reperfuzijas laika, tika izmantots
izoletas zurku sirds infarkta modelis un in vitro eksperimenti ar izol&tiem sirds
mitohondrijiem. Wistar zurkam vadija metil-GBB, lai parbaudttu iesp&jamos

acilkarnitinu daudzuma samazinaSanas aizsargajoSos efektus.

2.3.1. Acilkarnitinu daudzums sirds audos un mitohondrijos
Acilkarnitinu daudzums tika mérits gan sirds audos, gan mitohondrijos
riska zona un neriska zona péc 30 mintsu is€mijas (2.12. attéls). Sirds audos
riska zona garkézu acilkarnitinu saturs bija tris reizes lielaks neka neriska zona
(2.12. A attels). Arl isémiskos mitohondrijos tika noverota garkézu

acilkarnitinu uzkrasanas (2.12. B attgls).
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2.12. attéls. GarkéZu acilkarnitinu uzkrasanas sirds audos (A) un mitohondrijos
(B), kas izoléti no riska un neriska zonam
Katra vértiba ir vidgjais £ S.E.M. no se$am sirdim. * Ievérojami atskiras no atbilstosas
neriska grupas (Stjudenta t tests, P < 0,05).

Lai izpétitu garkézu acilkarnitinu uzkraSanos mitohondriju frakcijas,
izmérijam radioieziméta [*H]-palmitoilkarnitina saturu mitohondrijos, izdalot
iek$&jas un argjas membranas, starpmembranu telpas un mitohondriju matriksa

frakcijas (2.13. attgls).
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2.13. attels. Palmitoilkarnitina uzkrasanas mitohondriju frakcijas
Katra vertiba ir vidgjais £ S.E.M. no Cetriem eksperimentiem. * Ievérojami atSkiras no
atbilstosas neriska grupas (Stjudenta t tests, P < 0,05).
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Mitohondrijos starpmembranu telpa tika konstatets 43% [*H]-
palmitoilkarnitina, un 47% [*H]-palmitoilkarnitina bija piesaistijies iek3€jai
mitohondriju membranai. Mitohondriju matriksa uzkrajas tikai niecigs
daudzums [*H]-palmitoilkarnitina.

Sie rezultati parada, ka galvenas palmitoilkarnitina uzkrasanas vietas ir

ieks§€ja mitohondriju membrana un starpmembranu telpa.

2.3.2. Palmitoilkarnitina izraisitais mitohondriju bojajums

Lai noteiktu garkézu acilkarnitinu izraisita mitohondriala bojajuma
mehanismus, tika pétita palmitoilkarnitina ietekme uz mitohondriju skabekla
patérinu, H>O, razoSanu un mitohondriju membranas potencialu, izmantojot
vienlaicigu  augstas  izSkirtsp&jas  respirometriju  un  fluorimetriju.
Palmitoilkarnitins devas atkarigi samazindja no oksidativas fosforiléSanas
atkarTgo mitohondriju elpoSanu ar kompleksa II un kompleksu I un II

substratiem (2.14. attgls).
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2.14. attels. Palmitoilkarnitina (PK) ietekme uz OXPHOS-atkarigo mitohondriju
elpoSanu
Katra vértiba ir vidgjais £ S.E.M. no Cetriem vai pieciem eksperimentiem. * Bitiski
atskiras no kontroles grupas (Stjiidenta t tests, P < 0,05).

15 uM palmitoilkarnitina pievienoSana sirds mitohondrijiem neizraisija

oksidativas fosforilacijas atjigSanu, jo nenoveroja mitohondriju elpoSanas
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palielinasanos ne OXPHOS, ne LEAKom, stavokli (2.14. B attéls). Tomer 15
uM palmitoilkarnitina klatbtitne izraisija divkarSu mitohondriju membranas

potenciala palielinasanos, I1dzigi ka 10 uM oligomicins A (2.15. att€ls).

-
[
J

H Kontrole OPK
%

Is, NV
> )
® =

pote
O
[} ~
L L

Relativais membranas
cia
e
a
.

0,0 . T 1
OXPHOS LEAK Omy

2.15. attels. Palmitoilkarnitina (PK) ietekme uz mitohondriju membranas
potencialu ar kompleksu II saistitajos OXPHOS un LEAK stavoklos, izmantojot
TMRM
TMRM - tetrametil-rodamina metilesteris. Katra vértiba ir vid&jais + S.E.M. no Cetriem
vai pieciem eksperimentiem. * Biitiski atSkiras no kontroles grupas (Stjiidenta t tests, P
<0,05).

Palmitoilkarnitina pievienoSana devas atkariga veida palielinaja H.O»
izveides atrumu un H,O»/O, attiecibu mitohondrijos (2.16. attels).

Kopuma Sie rezultati parada, ka garkézu acilkarnitini inhibé oksidativo
fosforilaciju sirds mitohondrijos, tadgjadi izraisot mitohondriju membranas
hiperpolizaciju un stimulgjot reaktivo skabekla savienojumu veido$anos, kas

var izraisit Sinu navi.
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2.16. attels. Palmitoilkarnitina ietekme uz H20: izveidi kompleksa II saistitaja
OXPHOS stavokli (A un B)
Katra vértiba ir vidgjais £ S.E.M. no Cetriem vai pieciem eksperimentiem. * Bitiski
atSkiras no kontroles grupas (Studentu t tests, P <0,05).

2.3.3. Acilkarnitinu daudzuma palielinasanas un samazinasanas
ietekme uz miokarda infarktu

Palmitoilkarnitina kaitigo ietekmi pétija izolétas zurkas sirds i$€mijas-
reperfuzijas modeli, izmantojot palmitoilkarnitinu koncentracija 2 pM (2.17.
attels).

‘ Adaptacija + PK Is€mija Reperfuizija ‘

20 min 30 min 120 min

2.17. attéls. Miokarda infarkta eksperiments ar palmitoilkarnitinu (PK): plans
PK tika pievienots cirkulgjosam Krebsa — Henzeleita buferim 2 uM koncentracija 20
miniites pirms i§€mijas.

2 uM palmitoilkarnitina pievienosana perfuzijas buferskidumam 4 reizes
palielinaja palmitoilkarnitina koncentraciju sirdi (2.18. A att€ls). Ka paradits
2.18 B attéla, palmitoilkarnitina pievienoSana bitiski par 33% palielinaja
infarkta lielumu salidzinajuma ar kontroles grupas infarkta lielumu. Tatad var

secinat, ka palmitoilkarnitins butiski palielina infarkta izmeru.
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2.18. attels. Acilkarnitinu uzkrasanas sirds audos (A) un infarkta lielums (B) péc
reperfiizijas kontroles un palmitoilkarnitina (PK) grupas
Katra vértiba ir vid&jais £ S.E.M. no pieciem lidz desmit dzivniekiem. * Ievérojami
atSkiras no atbilstosas kontroles grupas (Studentu t tests, P < 0,05).

Lai parbauditu acilkarnitinu daudzuma samazinasanas ietekmi, 14
dienas pirms iS€mijas-reperfuzijas bojajuma izraisiSanas zurkam tika uzsakta
ilgstoSa metil-GBB terapija. Rezultati paradija, ka metil-GBB terapija pilniba
noversa acilkarnitina uzkrasanos. No riska zonas izolEtos sirds mitohondrijos
metil-GBB izraislja 1so, vid€jo un garo k&zu acilkarnitinu daudzuma
samazinasanos Iidz 60 reiz€m (2.19. A attels). Rezultatd infarkta lielums
samazinajas par 44% (2.19. B attels). Tadgjadi metil-GBB izraisita
acilkarnitinu daudzuma samazinasana aizsarga pret akiitas iS€mijas-reperfuzijas

izraisitiem bojajumiem.
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2.19. attels. Ilgtermina metil-GBB (20 mg/kg) terapijas ietekme uz acilkarnitinu
daudzumu (A) un infarkta izméru (B)
Katra vertiba ir vidgjais £ S.E.M. no pieciem lidz desmit dzivniekiem. * Ievérojami
atSkiras no atbilstosas kontroles grupas (Studentu t tests, P < 0,05).

2.4. Metil-GBB terapijas ietekme uz aterosklerozes attistibu

Saja pétijuma apoE~~ pelém tika vadits metil-GBB, lai parbauditu
terapijas ietekmi uz aterosklerozes attistibu. Savienojuma molekularie pret-
aterosklerotiskie darbibas mehanismi tika izvertéti CD-1 Iinijas pelés pec metil-

GBB terapijas.

2.4.1. Metil-GBB ietekme uz acilkarnitinu profilu

Metil-GBB terapijas ietekmi uz acilkarnitina profilu aortu audos
parbaudija CD-1 Iinijas pelu kontroles un metil-GBB grupas. Ka redzams 2.20.
attela, metil-GBB ievadiSana deva 16,8 mg/kg ieverojami samazinaja

acilkarnitinu daudzumu aortas audos.
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2.20. attels. Metil-GBB terapijas ietekme uz acilkarnitinu profilu aortas audos
Katra vertiba ir vidgjais + S.E.M. no desmit dzivniekiem. * Ievérojami atSkiras no
kontroles grupas (t-tests divu atkarigu izlasu salidzinasanai, P < 0,05).

Metil-GBB terapija gandriz septinpadsmit reizes samazinaja kop&jo un isk&zu

acilkarnitinu ITmeni un septinas reizes vidéjo un garo k&zu acilkarnitinu Itmeni.

2.4.2. Metil-GBB lietosanas ietekme uz plazmas biokimisko
profilu

ApoE~"" pelém terapija ar metil-GBB deva 10 mg/kg ¢etru ménesu laika
statistiski nozimigi samazindja trigliceridu, un augsta un zema blivuma

lipoproteinu holesterina koncentraciju attiecigi par 44%, 29% un 24% (2.1.

tabula).
2.1. tabula
Plazmas biokimiskais profils pec metil-GBB terapijas
Grupa Trigliceridi, mM ABL, mg/dl ZBL, mg/dl
Kontrole 1.8+£0.2 212+£22 1014 +53
Metil-GBB 1.0£0.1% 150 £ 18* 767 £ 47%*

Katra vértiba ir vidgjais £ S.E.M. no desmit dzivniekiem. * Ievérojami atSkiras no
kontroles grupas (t-tests divu atkarigu izlaSu salidzinasanai, P < 0,05). ABL — augsta

blivuma lipoproteini; ZBL — zema blivuma lipoproteini
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2.4.3. Metil-GBB lietosanas ietekme uz TNFa koncentraciju
plazma

Vidgja TNFa koncentracija kontroles grupas dzivnieku plazma bija 5,8

+ 1,5 pg/ml (2.21. attels).

TNF o koncentracija
plazma, pg/ml
*

Control Methyl-GBB

2.21. attels. Metil-GBB terapijas ietekme uz TNFa koncentraciju plazma
Katra vertiba ir vidgjais + S.E.M. no desmit dzivniekiem. * Ievérojami atSkiras no
kontroles grupas (t-tests divu atkarigu izlasu salidzinasanai, P < 0,05).

Terapija ar metil-GBB ievérojami samazinaja TNFa koncentraciju lidz
2,4+ 0,3 pg/ml.
2.4.4. Metil-GBB ietekme uz aterosklerotisko bojajumu attistibu

visa aorta un aortas sinusa

P&c cetriem eksperimenta ménesiem apoE ™" pelem abas grupas tika
noveroti aterosklerotiskie bojajumi. Kontroles grupa aterosklerotiskas pangas
aptvéra 16,0 £ 1,7% no visas aortas laukuma. Metil-GBB ievadiSana
samazinaja aterosklerotisko pangu parklato platibu visa aorta lidz 10,3 + 1,7%,
tadgjadi ievérojami samazinot aterosklerotisko bojajumu attistibu visa aorta par
36% (2.22. attels). Lidzigi, arsteSana ar metil-GBB mazinaja arl
aterosklerotisko bojajumu attistibu aortas sinusa par aptuveni 35% (2.22. B

attels).
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2.22. attéls. Metil-GBB ievadiSanas ietekme uz aterosklerotisko bojajumu attistibu
apoE™" pelu aortas (A) un aortu sinusa (B)

A ir aortu p&c apstrades ar lipidus krasojosu skidumu reprezentativie digitalie atteli no
abam eksperimentalajam grupam. Attela B katra vertiba ir vidgjais + S.E.M. no desmit
dzivniekiem. * Ievérojami atkiras no kontroles grupas (t-tests divu atkarigu izlasu
salidzinasanai, P < 0,05).

2.4.5. Metil-GBB ietekme uz makrofagu un monocitu daudzumu
aterosklerotiskajos bojajumos
Lai novertétu metil-GBB anti-aterosklerotisko mehanismu, makrofagu

un monocitu skaits tika noteikts kontroles un metil-GBB grupas (2.23. attls).

2.23. attels. Metil-GBB ievadiSanas ietekme uz makrofagu un monocitu uzkrasanos
apoE™" pelu aortas bojajumos kontroles (A) un metil-GBB terapijas (B) grupas
Griezumi tika krasoti ar MOMAZ2 antivielam. Sarkanas bultinas norada fluorescgjosos
regionus, kuros atrodas makrofagi un monociti. Sarkanais kvadrats ilustré krasoto $tinu
atrasanas vietu aterosklerotiskaja panga.

Metil-GBB terapija samazinaja makrofagu un monocitu infiltraciju

aortas stnusa aterosklerotiskajas pangas.
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3. DISKUSIJA

Promocijas darbs apraksta saikni starp acilkarnitinu uzkrasanos un
tadiem patologiskajiem procesiem kardiometabolas slimibas ka insulina
rezistences attistiba, ateroskleroze un sirds i$€mijas-reperfuzijas bojajumu
attistiba. P@tjjuma mérkis bija noteikt, vai acilkarnitinu koncentracijas
farmakologiska samazinasana ar metil-GBB ir noderiga min&to slimibu
arstéSana, un izpétit metil-GBB farmakologiskos mehanismus. Sakotngji tika
petiti molekularie mehanismi garkézu acilkarnitinu akumulacijai insulina
rezistences un diab&ta modelos. Tad tika p&tita metil-GBB terapijas pretdiab&ta
iedarbiba atseviski vai kombinacija ar fizisku aktivitati. Tika aprakstits sirds
mitohondriju bojajums, ko izraisa garkézu acilkarnitinu uzkraSanas i$€mijas-
reperfuzijas bojajuma, un tika novérteta metil-GBB kardioprotektiva iedarbiba.
Visbeidzot tika novérteta metil-GBB terapijas ietekme uz aterosklerozes

attistibu.

3.1. Garkezu acilkarnitinu uzkrasanas nozime insulina rezistences

attistiba

Esam paradijusi, ka garkézu acilkarnitini ietekmé glikozes metabolismu
in vivo, un tadel tie ir nozimigi energijas metabolisma fiziologiskas regulacijas
nodro$inasana. Turklat garkézu acilkarnitinu uzkrasanas postprandiala stavoklt
var paatrinat diab&ta progres€Sanu, jo tie vienlaicigi izraisa gan insulina
rezistenci, gan pastiprina insulina izdaliSanos in vivo. Palmitoilkarnitina
vienreiz&jas devas ievadiSana pelém inhib&€ Akt fosforilaciju muskulos un
sekojoSos signalcelus, kas saistiti ar glikozes uznemsanu. Palmitoilkarnitina
ilgstosi paaugstinata koncentracija izraisa insulina rezistenci, hiperinsulingmiju

un glikozes tolerances traucgjumus.
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Ieprieksg€jos pétijumos vElgjamies apstiprinat, ka paaugstinati garkézu
acilkarnitinu ITmeni ir ne tikai markieri nepabeigtai taukskabju oksidacijai, bet
tie ir arT aktivi taukskabju metaboliti, kas iesaistiti energijas metabolisma
regulésana (Makrecka et al., 2014). Miisu pasreizgjie dati apstiprina So hipotezi
ar rezultatiem, kas liecina, ka akiits un hronisks palmitoilkarnitina ITmena
paaugstinajums in vivo kave insulina signalcelu un ar insulinu saistito glikozes
uznemsanu muskulos. Saskana ar miisu rezultatiem, mehanisms, kas nodrosina
novérotos garkézu acilkarnitinu efektus muskulos in vivo, ir Akt fosforilacijas
kavéSana un turpmaka signalcela inhibéSana. Tas atbilst ieprieks€jiem
petijumiem ar C2C12 linijas muskulu §tnam in vitro (Aguer et al., 2015; Koves
et al., 2008). Interesanti, ka palielinata insulina koncentracija var parvarét
garkeézu acilkarnitinu izraisitos efektus un atgriezt Akt fosforilaciju lidz
ieprieks§€jam Itmenim. Tas izskaidro ieprieks aprakstito, ka palielinata insulina
koncentracija, reaggjot uz glikozes stimulaciju &dusa stavokli, var parvarét
augstas garkézu acilkarnitinu koncentracijas kavéjoSo iedarbibu (Counsitt et al.,
2016; Soeters et al., 2009). Turklat, lai atbalstitu pareju no tuksas dusas uz
€dusu stavokli un parvaretu islaicigu intramuskularu insulina nejutigumu,
gark@zu acilkarnitini pastiprina insulina izdali§anos.

Tuksa dasa zemais insulina Itmenis nespgj kavet garkézu acilkarnitinu
sint€zi, un augsta garkézu acilkarnitinu koncentracija turpina inhib&t Akt celu.
Ta rezultata glikozes uznemsana un metabolisms tiek kavets, savukart KPT1
katalizeéta garkézu acilkarnitinu sintéze un sekojoSa taukskabju oksidacija
palielinas. Tapéc iepriek§ ir novérots, ka veseliem cilvekiem péc ilgstosas
€diena neuznemsanas intracelulara garkezu acilkarnitinu koncentracija ir lielaka
neka tuksa dasa (Soefers et al., 2009). Musu pétjjuma gan palmitoilkarnitina
(C16) bolus ievadisana, gan ilgstoSa terapija palielinaja C18 acilkarnitinu
saturu, liecinot, ka augsts garkeézu acilkarnitinu daudzums bloké insulina

izraisito KPT1 kavéSanu un tadgjadi stimulé vel lielaku garkeézu acilkarnitinu
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koncentracijas pieaugumu. Daudzi petijumi liecina, ka acilkarnitinu uzkrasanas
ir nepilnigas taukskabju oksidacijas rezultats (Aguer et al., 2015; McCoin et al.,
2015; Samuel un Shulman, 2012; Schooneman et al., 2013). Tomér miisu
rezultati liecina arT to, ka noteiktos apstaklos, pieméram, tuksa dasa,
fiziologiski nozimiga garké7u acilkarnitinu uzkraganas ir KPT1 izraisitas
parprodukcijas rezultats, pat ja ta ir saistita ar augstu taukskabju oksidacijas
atrumu. Kopuma rezultati parada, ka gark€zu acilkarnitini, kav&jot Akt
fosforilaciju, aktivi piedalas insulina signalcela atgriezeniskas saites
mehanisma nodrosinasana un ir batiski energijas metabolisma regulétaji.

Veseliem individiem &dusa stavokll palielinata insulina koncentracija
inhibé garkézu acilkarnitinu veidoSanos, palielinot malonil-koenzima A
daudzumu audos (Schooneman et al., 2013; Soeters et al., 2009). lemesls tam ir
insulina izraistta AMF-aktivétas protetna kinazes kavesSana, kas rezult&jas
stimuléta acetil-koenzima A karboksilazes aktivitaté (malonil-koenzima A
sintéze) un kavéta malonil-koenzima A dekarboksilazes aktivitateé (malonil-
koenzima A noardiSana, Ruderman et al., 1999; Valentine et al., 2014). Insulina
nespéja kavet garkeézu acilkarnitinu veidosanos edusa stavokli izraisa glikozes
uznems$anas un metabolisma traucgumus. Insulina rezistences sakumposma
hiperinsulin€mija sp& kompensét insulina rezistenci, ka ar1 parvaret
paaugstinatu garke@zu acilkarnitinu Itmenu izraisitas sekas. Slimibas
turpmakajos posmos insulina rezistence noved pie nespgjas kavet garkézu
acilkarnitinu razosanu, ka rezultata paaugstinds garkézu acilkarnitinu
koncentracijas, kas savukart nepartraukti inhibé Akt-medi€to signalcelu un
izraisa glikozes tolerances trauc€jumu progreséSanu. Tadgjadi garkézu
acilkarnitinu uzkrasanas var paatrinat insulina rezistences attistibu.

Nemot veéra muskulu metabolisma elastibas nozimi un sp€ju parslegties
starp &duSo un tukSas diSas stavokliem, kopuma varam secinat, ka garkézu

acilkarnifiniem ir nozime energijas metabolisma regulé$ana. Sie rezultati
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sasaista muskulu audu insulina rezistences veidoSanos ar parmérigu garkézu
acilkarnitinu uzkraSanos un parada, ka acilkarnitini var izraisit insulina

rezistenci.

3.2. Garkézu acilkarnitinu daudzuma samazinasana ka efektiva
farmakologiska stratégija diabéta attistibas kavéSanai

Sis pétijums parada, ka garkézu acilkarnitinu uzkrasanas postprandialaja
stavokl1 ir 2. tipa diab&ta iezime. Tade] ar metil-GBB terapiju samazinata
acilkarnitinu satura gadijuma wuzlabojas insulina jutiba un iev@rojami
samazinajas glikozes un insulina ITmeni asinis pelém ar trauc€tu insulina jutibu
un diabetu. Fiziskas aktivitates un metil-GBB terapijas kombinacija uzlaboja
insulina jutibu db/db pelém. Tadgjadi acilkarnitinu Iimena pazeminasanas ir
pietickama, lai atjaunotu insulina jutibu diab&ta agrina stadija, bet smaga
diab&ta gadijuma, lai sasniegtu biitisku antidiab&tisku efektu, ir nepiecieSama
gan fiziska aktivitate, gan acilkarnitinu daudzuma samazinasana ar metil-GBB.

Vairakos iepriek§€jos petljumos meginats saistit acilkarnitinus ar
diabétu, tomér acilkarnitinu daudzuma saistiba ar €duSo vai tukSas dusSas
stavokli un arst€Sanas efektivitati nav ieprieks skatita (Rodriguez-Gutiérrez et
al., 2012; Su et al., 2005; Zhang et al., 2014). Sajé pétijuma acilkarnitinu
daudzums tika mérits €dusu un tuksas diiSas dzivnieku plazma un muskulos, un
rezultati skaidri paradija, ka galvenos acilkarnitinu uzkraSanas bojajumus 2.
tipa diabéta gadijuma novero postprandialaja stavokli. Acilkarnitinu uzkrasanas
edusa stavoklt notiek insulina rezistences rezultata vai insulina nespgjas
pietickami samazinat acilkarnitinu veidosanos dg€l. Savukart, acilkarnitini
inhibe@ piruvata un laktata oksideSanos, ka rezultata pieaug glikozes un laktata
koncentracijas asinis un rodas biezi sastopamas hiperglike€mijas komplikacijas.

Ieprieksgjie pétijumi jau ir paradijusi, ka taukskabju oksidacijas

kavésana varétu kalpot ka terapijas mérkis diabéta arstesanai. Saja pétijuma 60-
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kartiga gark@zu acilkarnifinu samazinasanas nerezultgjas lidziga apméra
taukskabju metabolisma atruma kavesana skeleta muskulatiira. Ieprieks tika
noradits, ka KPT1 inhibicija un samazinats acilkarnitinu daudzums pilniba
neatspogulo taukskabju uznemSanu vai oksidacijas atrumu (Liepinsh et al.,
2013b, 2015; Luiken et al., 2009). Metil-GBB izraisitie insulina jutibas
uzlabojumi galvenokart ir saistiti ar acilkarnitinu daudzuma samazinaSanos.
Turklat tas liecina, ka muskulos metil-GBB samazina tikai acilkarnitinu
parprodukciju, tadgjadi lidzsvarojot acilkarnitinu sint€zi un izmantoSanu.
Turklat acilkarnitinu daudzuma ievérojamais samazinajums tikai dalgji atjauno
jutibu pret insulinu, un papildus uzlabojumi varétu bit iesp&jami, izmantojot
citus mehanismus, pieméram, taukskabju oksidacijas kavésanu.

Klmiskos petijumos ir paradits, ka fiziskas aktivitates ir svarigas diab&ta
profilaksei un efektivai terapijai (Balducci et al., 2014). Tomér §is stratégijas
1stenoSana kltniskaja praks€ ne vienmér ir devusi gaiditos rezultatus (De Feo un
Schwarz, 2013). Saja pétijuma zemas intensitates fiziska aktivitate bija
labveliga db/db pelem. Augstakas intensitates fiziskas aktivitates sniedz lielaku
labumu diab&ta arsté$ana, tomer tas arl palielina traumu un kardiovaskularo
komplikaciju risku (Balducci et al., 2014). Lidz ar to m@renas intensitates
fiziskas aktivitates, piem&ram, staigasana, varétu nodrosinat vislabako vispargjo
ieguvumu veselibai pacientiem ar diab&tu. Papildus uzlabojumus varétu panakt
ar farmakologisku terapiju, kas uzlabotu fizisko aktivitaSu izraisito
pretdiabgtisko efektu. Pacientiem ar diab&tu, pievienojot vinu fiziskas
aktivitates rezimam papildus 1000 solus diena, var samazinat glikozes ITmeni
asinis par 1,6 mM divu gadu laika (Tudor-Locke un Bassett, 2004). Misu
eksperimenta insulina jutibas uzlaboSanas un 4 mM glikozes Iimena
samazinasanas postprandialaja stavokli db/db peleém tika panakta, liekot pelem
staigat papildus 3600 solus diena darba dienas. Ar kombin&tu terapiju &dusa

stavokli tika sasniegts papildus samazinajums glikozes koncentracija un
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nozimigs insulina jutibas uzlabojums. Papildus tam metil-GBB ieprieks
novérotas kardioprotektivas TIpaSibas var samazinat iespgjamas iS€mijas
izraisitas kardiovaskularas komplikacijas (Liepinsh et al., 2015). Tadgjadi
metil-GBB farmakologiska acilkarnitinu limena samazinasana kopa ar

mérenam fiziskam aktivitatem ir 1pasi lietderiga pacientiem ar diab&tu.

3.3. Garkézu acilkarnitinu loma diabéta kardiovaskularo

komplikaciju attisttba

Sis pétijums parada, ka garkézu acilkarnitinu uzkra$anas mitohondrijos
nosaka i$€mijas-reperfiizijas izraisitos bojajumus. Acilkarnitinu uzkraSanas
iS8mijas laika kave oksidativo fosforilaciju sirds mitohondrijos, tadejadi izraisot
mitohondriju membranas hiperpolizaciju un stimulgjot reaktivo skabekla
savienojumu veidoSanos. Farmakologiski metil-GBB terapijas izraisits
mitohondriju acilkarnitinu daudzuma samazinajums samazina infarkta lielumu.

Acilkarnitinu uzkrasanas i$€mijas laika tika novérota jau apméram pirms
trisdesmit gadiem (Corr et al., 1984; Ford et al., 1996, Idell-Wenger et al.,
1978; Whitmer et al., 1978), tomer $aja jautajuma vel ir daudz neskaidribu.
Parasti acilkarnitinu daudzums ir atkarigs gan no konkrétu taukskabju
metabolitu sintézes, gan no to izmanto$anas atrumiem. Lidz ar to taukskabju
metabolitu parprodukcija taukskabju metabolisma cela notiek stimulétas
taukskabju plismas laika vai to nepietickamas izmantoSanas mitohondrijos dgl.
Tadgjadi tuksa dusa acilkarnitinu daudzums sirdis audos ir lidz pat piecam
reizém augstaks neka edusa stavoklt (Makrecka et al., 2014). Nemot véra to, ka
bado$anas ir fiziologisks stavoklis un neizraisa sirds mitohondriju bojajumus,
vidgji 1,5-3 reizes lielaks taukskabju metabolitu pieaugums iS€mijas laika ir
kaitigs tikai dzivniekiem tuksa disa vai badinatiem dzivniekiem. Tapat ari
augstaks kardiovaskularo slimibu risks diab&ta pacientiem (Peters et al., 2015)

varétu but saistits ar augstaku acilkarnitinu daudzumu sirdi. Ieprieksgjais
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pétijums, kas paradija, ka sirds i§€miskais bojajums dusa stavokli ir ievérojami
mazaks neka tuksa dusa (Liepinsh et al., 2014b), arT noradija, ka taukskabju
metabolitu uzkrasanas vismaz dal&ji nosaka sirds bojajumu apmeéru i§€mija.

Gan acil-koenzimi A, gan acilkarnitini uzkrajas i$€mijas laika, bet acil-
koenzimi A ieprieks ir vert€ti ka nozimigakie taukskabju metaboliti, kas ir
atbildigi par mitohondriju bojajumiem (Drosatos un Schulze, 2013; Li et al.,
2010). Tom@r iepricksgja pétjjuma meés paradijam, ka tieSi fiziologiskais
acilkarnitinu daudzums, bet ne acil-koenzimu A daudzums, ir pietickams, lai
mitohondrijos inhib&tu piruvata un laktata metabolismu (Makrecka et al.,
2014). Savukart, $aja petjjuma sirds perfuzijas buferskiduma papildinasana ar
palmitoilkarnitinu izraisija acilkarnitinu daudzuma divkarSu palielinaSanos un
ieverojami palielinaja infarkta lielumu. Tad&adi misu rezultati liecina, ka
acilkarnitini ir galvenie taukskabju metaboliti, kas izraisa iS€mijas-reperfuzijas
bojajumu.

Lidz Sim tikai dazi pétfjumi ir pievérsuSies mitohondriju bojajumu
mehanismiem, ko izraisa garkézu acilkarnitini (Korge et al., 2003; Siliprandi et
al., 1992; Tominaga et al., 2008). Tika izteikts viedoklis, ka oksidativas
fosforilacijas, mitohondriju membranas depolarizacijas, mitohondriju
caurlaidibas poras atverSana, reaktivo skabekla savienojumu veidoSanas
veicinaSana un atjiigana ir mehanismi, ar kuru palidzibu taukskabes un to
metaboliti izraisa mitohondriju bojajumus un sekojoSus S§Gnu bojajumus.
Petfjuma, kura izmantoja permeabiliz€tus izoletus zurku sirds kambara
miocttus, tika paradits, ka palmitoilkarnitina izraisitu mitohondriju bojajumu
mehanisms ir atSkirigs zemu un augstu acilkarnitina koncentraciju gadijuma
(Tominaga et al., 2008). ST pétijuma svarigakais novérojums ir paradita
palmitoilkarnitina uzkrasanas vieta mitohondrijos. Rezultati liek domat, ka
acilkarnitini, kas veidojusies vai nu KPTI katalizetas sintézes cela, vai

transporteti no citosola, var uzkraties starp mitohondriju membranam un uz
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mitohondriju iek$&jas membranas. Zinama méra mitohondrijus var€tu aizsargat
taukskabes saistoSie proteini, kas lokaliz€as uz mitohondriju membranam,
tomér acilkarnitinu  parprodukcija  palielina nesaistito  acilkarnitinu
koncentraciju starpmembranu telpa un attiecigi arl to kaitigo iedarbibu.
Kopuma var secinat, ka garkézu acilkarnitini inhib& oksidativo fosforilaciju un
tadgjadi izraisa protonu uzkraSanos un mitohondriju membranas
hiperpolarizaciju, kas stimulé reverso protonu pliismu caur elposanas k&di un
sekojosu reaktivo skabekla savienojumu veidoSanos.

Acilkarnitinu sintézes kavéSana ir izvirzita ka kardiovaskulars zalu
mérkis (Keung et al., 2013; Liepinsh et al., 2013b, 2015). KPT1 tiek uzskatits
par svarigu enzimu, kas ierobezo taukskabju transportu mitohondrijos, un biezi
vien tie§i vai netie$i tiek izmantots farmakologiskai ietekméSanai ar mérki
kavet taukskabju metabolismu un veicinat glikozes oksidaciju. Ir skaidrs, ka,
kavgjot taukskabju metabolisma celu augSup no KPTI, tiktu kavéta arT
acilkarnitinu sint€ze, un vismaz dala no taukskabju plismas kavéSanas
aizsargmehanisma var&tu bt saistita ar samazinatu acilkarnitinu daudzumu. Ir
paradits, ka, samazinot acilkarnitinu daudzumu sirdi un mitohondrijos un
ierobezojot garkeézu taukskabju oksidaciju un tadgjadi stimul&jot glikozes
oksidaciju, metil-GBB terapija ir efektivs Iidzeklis infarkta izméra
samazinaSanai p&c i§€mijas-reperfizijas bojajuma (Liepinsh et al., 2015 ). Art
Saja petijuma metil-GBB ievadiSana pilniba noversa acilkarnitinu uzkrasanos
un samazingja infarkta izméru. Tadel acilkarnitinu daudzuma farmakologiskas
samazinasanas galvena prieksrociba var€tu but tiesa bojajuma samazinasana, ko

izraisa gark€zu acilkarnitinu uzkrasanas mitohondrijos i$€miska sirdi.
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3.4. Metil-GBB terapija kave aterosklerozes attistibu, samazinot
garkéZzu acilkarnitinu Iimeni

Saja pétijuma tika novértéta metil-GBB terapijas izraisitas garkézu
acilkarnitinu ITmenu samazinasanas ietekme uz aterosklerozes attistibu apoE ™"~
pelém. Mes noskaidrojam, ka metil-GBB ievadiSana biutiski mazinaja
aterosklerotisko bojajumu attisttbu visa aortd un ievérojami samazindja
acilkarnitinu daudzumu aortas audos.

Aterosklerozes gadijuma ir noveroti asinsvadu iekaisuma procesi, kuros
ir iesaistitas arl iminsisttmas Stnas (Libby, 2012). Ir arT paradits, ka
acilkarnitini uzkrajas aortu audos aterosklerotisko bojajumu veidoSanas laika
(Gillies un Bell, 1976). Ieprieksgja petijuma paradija, ka acilkarnitini izraisa
makrofagu aktivaciju un veicina ciklooksigenazes 2 ekspresiju un TNFa un citu
iekaisuma citokinu sekréciju (Rutkowsky et al., 2014). Turklat ir paradits, ka
palmitoilkarnitins trauc€ asinsvadu endot€lija darbibu un samazina slapekla
oksida sintézi ([moue et al., 1994), kas varétu veicinat aterosklerozes
progresg€Sanu. Analizgjot peles aortas audu ekstraktus, tika konstatets, ka metil-
GBB ievadi$ana ieverojami samazinaja 1so, vidéjo un garo k&zu acilkarnitinu
daudzumu. Tadgjadi metil-GBB anti-aterosklerotiskais mehanisms varétu
ietvert iminsistémas Stnu infiltraciju aterosklerotiskajos  bojajumos.
IepriekSmingto pienémumu atbalsta iegiitie aortas sinusa aterosklerotisko
bojajumu analizes rezultati, kas paradija, ka metil-GBB terapija samazina
makrofagu un monocTtu uzkrasanos aterosklerotiskajos bojajumos. Turklat
metil-GBB ievadiSana butiski samazinaja TNFa koncentraciju plazma, kas
varétu but aktivéto makrofagu izraisitas TNFa sekrécijas samazinaSanas
rezultats. Tadgjadi Sis pétijums parada, ka metil-GBB kavé aterosklerozes
attistibu, samazinot makrofagu un monocitu infiltraciju aortas sinusa
aterosklerotiskajos bojajumos, samazinot iekaisuma citokinu sekréciju un,

iesp&jams, samazinot acilkarnitinu kaitigo ietekmi uz asinsvadu endot&liju.
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Vieni no aterosklerozes attistibas riska faktoriem ir postprandiala
hipertrigliceridémija un paaugstinats zema blivuma lipoproteinu ITmenis
(Fujioka un Ishikawa, 2009; Odden et al., 2014). Saja pé&tijuma metil-GBB
terapija izraisija trigliceridu koncentracijas samazinaSanos, lidz ar to Sis
trigliceridu koncentracijas samazinajums varétu kavet aterosklerozes attistibu.
Metil-GBB ievadiSana samazin3ja arm zema blivuma lipoproteinu holesterina
koncentraciju, bet tomér metil-GBB ietekme uz acilkarnitinu un trigliceridu
Itmeni bija ievérojami izteiktaka neka uz plazmas holesterina koncentraciju.

Vairaki pétfjumi ir paradijusi, ka farmakologiska terapija ar L-karnitina
koncentraciju pazemino$am vielam (D-karnitins un no pivalata atvasinati
savienojumi) vai proteinu genétiskas mutacijas, kas ir saistitas ar L-karnitina
homeostazi un sintézi, izraisa dazadu organu funkcionalas darbibas traucgjumus
(Broderick, 2006; Magoulas un El-Hattab, 2012). Miisu eksperimenta apoE ™"~
pelém arstésana ar metil-GBB ievérojami samazinaja L-karnitina ltmeni, bet
mes neredz&jam nekadas muskulu vajuma pazimes vai ALAT un ASAT Iimenu
paaugstinasanos. leprieks tika paradits, ka 2 ned€lu ilga metil-GBB terapija
deva 20 mg/kg samazinaja L-karnitina daudzumu sirds audos par 95%, bet
kreisa kambara sistoliska funkcija un anatomiskie parametri nemainijas
(Liepinsh et al., 2015). Tadgadi més secinam, ka L-karnitina ITmena
samazinasanas nav galvenais faktors, kas nosaka organu disfunkcijas attistibu,
un tas drizak varétu but saistams ar pétamas vielas farmakologiskajam vai
toksiskajam Tpasibam. So pienémumu apstiprina pétijums, kas paradija, ka
terapija ar natrija pivalatu samazinaja L-karnitina daudzumu sirds audos tikai
par 37% un vienlaicigi kavgja palmitoil-koenzima A metabolismu, ka arl
izraisija piruvata metabolisma traucgjumus (Kuka et al, 2012b). Tadgjadi
varetu tikt izraisita ATF limena samazinasanas un kambaru disfunkcijas
attistiba, kas iepriek§ tika nov@rota pec ilgstoSas pivalata ievadiSanas

(Broderick, 2006). Gluzi preteji, arsteSana ar metil-GBB ne tikai ierobezo
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taukskabju metabolismu, bet arT veicina glikozes metabolismu sirds audos
(Liepinsh et al., 2015), tadgjadi saglabajot atbilstoSu ATF limeni un sirds
darbibu. Kopuma, ta ki apoE™"~ pelu modelis atspogulo asinsvadu bojajumu
raSanos cilvekos (Nakashima et al., 1994), varam izvirzit hipotezi, ka metil-
GBB terapija varétu bt efektiva arT aterosklerozes attistibas kavésanai kliika.

Sis pétijums kopuma parada, ka garkézu acilkarnitinu uzkraanas,
inhib&jot Akt fosforilaciju un glikozes metabolismu, paatrina hiperglikémiju un
hiperinsulinémiju, kas izraisa vielmainas neelastibu un insulina rezistenci.
Garkézu acilkarnitinu uzkrasanas iS€mijas laika izraisa sirds mitohondriju
bojajumus, noradot, ka garkézu acilkarnitini ir galvenie taukskabju metaboliti,
kas izraisa ar iS€miju-reperfuziju saistitos bojajumus. Garkézu acilkarnitini
piedalas dazados iekaisuma procesos, ieskaitot TNFo un citu iekaisuma
citokinu ekspresiju un sekréciju, un acilkarnitinu uzkraSanos novero
aterosklerotiskajos bojajumos. Misu dati par paaugstinatu acilkarnitinu
daudzuma kaitigo ietekmi un acilkarnitinu limena pazeminasanu ar metil-GBB
terapiju liecina, ka acilkarnitinu veidoSanas kavésana mitohondrijos ir nozimigs
kardiometabolo zalu mérkis.

Nosléguma varam secinat, ka farmakologiski izraisitais garkézu
acilkarnitinu daudzuma samazinajums ar metil-GBB uzlabo glikozes
metabolismu un audu jutibu pret insulinu, aizsarga sirds mitohondrijus pret
iS8miju-reperfizijas bojajumu un kaveé aterosklerozes attistibu un tadgjadi

metil-GBB terapija ir efektiva stratégija diab&ta un ta komplikaciju arstésanai.
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4. SECINAJUMI

Garkézu acilkarnitinu uzkraSanas postprandiala stavokli ierobezo
metabolisma elastigumu un veicina hiperglikémijas un hiperinsulinémijas
veidoSanos. Akt fosforilacijas un ar to saistita insulina signalcela kavésana
ir svarigs garkézu acilkarnitinu darbibas mehanisms.

Metil-GBB terapijas izraisita garkézu acilkarnitinu [imena samazinasanas
uzlabo insulina jutibu un samazina glikozes un insulina ITmenus
eksperimentalos insulina rezistences un diab&ta modelos.

Garkézu acilkarnitini ir galvenie taukskabju metaboliti, kuri nosaka
i$€mijas-reperflzijas izraistitos bojajumus, kavgjot oksidativo fosforilesanu
un sekojosi izsaucot mitohondriju membranas hiperpolarizaciju un
stimulgjot reaktivo skabekla savienojumu veidoSanos sirds mitohondrijos.
Metil-GBB terapija pasargad sirds mitohondrijus no acilkarnitinu
uzkrasanas izraisitiem bojajumiem iS€mijas-reperfuzijas laika.

Metil-GBB terapija kave aterosklerozes attistibu apoE '~ pelés. Metil-GBB
terapijas pretaterosklerozes mehanisms ir saistits ar gark&zu acilkarnitinu
daudzuma samazinajumu vaskularajos audos, ka arT makrofagu un

monocttu infiltracijas kavésanu aterosklerotiskajas pangas.
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