LATVIJAS UNIVERSITATE
MEDICINAS FAKULTATE
FARMACIJAS BAKALAURA STUDIJU PROGRAMMA

DIAZEPAMA DIVU DEVU (0,05 UN 1 MG/KG ) IETEKME Uz
NEIROIEKAISUMU UN GABA SINTEZI STREPTOZOCINA
IZRAISITA ALCHEIMERA SLIMIBAS ZURKU MODELI

BAKALAURA DARBS

Autors: Jelizaveta Krasilnikova
Studenta apl. Nr.: jk12238
Darba vaditajs: Mg. pharm. Karina Narbute

RIGA 2018



Anotacija

Alcheimera slimiba ir viena no biezakam neirodegerativam slimibam misdienu
sabiedriba, kuras slimnieku skaits katru gadu picaug. Sobrid pieejama terapija ir vérsta tikai uz
simptomu mazinasanu, kad slimiba jau ir skarusi slimnieka smadzenes, izraisot neiroiekaisumu
un demenci. Balstoties uz iepriek$¢jiem pétijjumiem par GABA agonistu neiroprotektivam
IpasSibam, Saja p&tijuma tika aplikota GABAA receptora agonista, benzodiazepinu klases zalu
vielas diazepama divu devu ietekme uz neiroiekaisumu un GABA sintézi toksina streptozocina
(STZ) izraisita Alcheimera slimibas Zurku model.

Darba meérkis bija noteikt diazepama mazas (0,05 mg/kg) un vid€jas (1 mg/kg) devas
iedarbibu uz neiroiekaisumu, izmantojot markieri: astroglijas specifisku markieri (glial
fibrillary acidic protein, GFAP) un GABA sintézi, izmantojot GABA sintézes specifisku
markieri (glutamatdekarboksilaze 67, GAD67) hipokampa un garozas regiona STZ izraisita
Alcheimera slimibas zurku modelr.

Divas nedélas péc toksina vai maksliga cerebrospinala Skidruma icv ievadiSanas
pieaugusiem dzivniekiem tika vekti uzvedibas testi, lai parbauditu atminu, iemaciSanas sp&jas
un uzvedibu. V&lak tika ievaktas dzivnieku smadzenes un, pielietojot imiinhistokimijas analizi,
tika pétitas konkréto markieru ekspresijas izmainas noteiktos smadzenu apgabalos.

P&tfjuma rezultata tika noskaidrots, ka STZ spgj izraisit AS lidzigus patofiziologiskus
procesus. Diazepama abas devas sp€j samazinat GFAP ekspresiju garoza un hipokampa, tada
veida noveérSot astrocitu hiperaktivaciju un neiroiekaisumu, ka ari palielinat GAD67 ekspresiju
tajas pasas smadzenu struktiiras, tada veida veicinot GABA sintézi un normalizgjot
GABAergiskas sistémas neirotransmisiju. Kopuma var spriest par diazepama sp&ju maza un
vidéja deva mazinat toksina STZ izraisito neiroiekaisumu un GABAergiskas sisteémas

disbalansu AS Zurku modeli.

Atsleégas vardi: Alcheimera slimiba; demence; neiroiekaisums; astroglija; GABA;

diazepams.



Abstract

Alzheimer's disease is one of the most common neurodegenerative diseases in today's
society, with an increasing number of patients every year. Currently available therapy is aimed
only at reducing symptoms, when the disease has already affected the patient's brain, causing
neuroinflammation and dementia. Based on previous studies of neuroprotective properties of
GABA agonists, this study examined the effects of two doses of GABAA agonist,
benzodiazepine class drug diazepam on neuroinflammation and GABA synthesis in toxin
streptozocin (STZ)-induced Alzheimer’ disease rat model.

The aim of the BA thesis was to determine the effect of diazepam in low (0,05 mg/kg)
and moderate (1 mg/kg) doses on the neiroinflammation-specific-biomarker: astroglial (glial
fibrillary acidic protein, GFAP) and GABA synthesis (glutamate decarboxylase 67, GAD67) in
the hippocampus and cortex in STZ-induced Alzheimer's disease rat model.

Two weeks after administration of toxin or artificial cerebrospinal fluid icv, adult animals
were involved in behavioral tests to examine memory, learning ability and behavior.
Subsequently, the animal brain was collected and, using an immunohistochemistry assay, the
expression of biomarkers in various brain regions was studied.

The study’s results showed that STZ can cause pathophysiological processes similar to
AD. Both diazepam doses are able to reduce GFAP expression in cortex and hippocampus, thus
reducing astrocytes hyperactivation and neuroinflammation, and also increase GADG67
expression in the same brain regions, thus promoting GABA synthesis and normalizing
GABAergic system neurotransmission. Overall, we can conclude that both low and moderate
diazepam doses are able to reduce STZ-induced neuroinflammation and GABAergic system

disbalance in AD rat model.

Key words: Alzheimer’s disease; dementia; neuroinflammation; astroglia; GABA;

diazepam.
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Apziméjumu saraksts

Ach — acetilholins

AChE - acetilholinesteraze

AchEi — acetilholinesterazes inhibitori

aCSF — maksligais cerebrospinalais skidrums (artificial cerebrospinal fluid)
APOE — apolipoproteins E

APP — amiloida prekursora proteins (amyloid precursor protein)

AP — amiloids beta

BACEL1 — B-sekretaze (f-site amyloid precursor protein cleaving enzyme 1)
BDNF — smadzenu neirotrofiskais faktors (brain-derived neurotrophic factor)
BZD — benzodiazepini

ChAT — holineacetiltransferaze (choline acetyltransferase)

CNS- centrala nervu sistéma

CSF — cerebrospinalais skidrums (cerebrospinal fluid)

EAE - eksperimentalais autoimiinais encefalomielits

GABA - gamma-aminosviestskabe (gamma-aminobutyric acid)

GAD - glutamatdekarboksilaze

GFAP - glialais fibrillarais skabais proteins (glial fibrillary acidic protein)
GLUT2 - glikozes transportieris 2 (glucose transporter type 2)

H20; — tidenraza peroksids

HEB — hematoencefaliska barjera

icv — intracerebroventrikulari

IF — starppavedieni (intermediate filaments)

IFN y — interferons gamma

ip — intraperitoneali

IRS — insulina receptoru substrats

JNK — ¢-Jun N-terminala kinaze

LPS — lipopolisaharids

NFT — neirofibrillarie mezgli (neurofibrillary tangles)

NMDA — N-metil-D-aspartats

OS - oksidativais stress

PNS — periféra nervu sisteéma

ROS - reaktivie skabekla savienojumi (reactive oxygen species)

STZ - streptozocins



T2DM - 2 tipa cukura diabéts (type 2 diabetes mellitus)
TNF-o — audzg&ja nekrozes faktors alfa (tumor necrosis factor alpha)

T — tau proteins



levads

Misdienas Alcheimera slimiba ir kluvusi par vienu no lielakajam ar veselibu saistitam
problémam pacientu vidii pec 65 gadiem. Ka viens no pirmajiem simptomiem ir epizodiska
atminas pasliktinasanas, vélak novéro kognitivo funkciju pavajinasanos, kas pamatigi ietekmé
pacientu dzives kvalitati. Ir zinams, ka svariga loma Alcheimera slimibas patogen&ze ir
amiloida beta peptidam un hiperfosforileta tau proteina intracelularajiem agregatiem,
neirotransmiteru sistému disbalansam, neiroiekaisumam, oksidativajam stresam un citam
organu sistému saslimsanam. Neiroiekaisuma visvairak ir iesaistitas glijas Stinas, kas dazadu
stimulu iedarbiba tiek aktivétas un izdala proteinus (GFAP, Ibal, S100B u.c.). Neirotransmiteru
sistémas, proti, holinergiska, dopaminergiska un GABAergiska sistéma, ar ir plasi iesaistitas
Alcheimera slimibas attistibas gaita.

Vel aizvien nav atrasta efektiva terapija, kas butu vérsta uz Alcheimera slimibas
preventéSanu, nevis tikai simptomu uzlabosanu vélakas stadijas, tapec vairakos p&tijumos tiek
mekletas iedarbigas zalu vielas, kas varétu ne tikai uzlabot pacienta dzives kvalitati pie jau
esosas neirodegeneracijas, bet arT preventét to un kavét tas attistibu. Lidz Sim ir izpétits, ka
GABAA agonistiem piemit neiroprotektivas Ipasibas - tie sp&j uzlabot kognitivas funkcijas, ka
arl samazinat neiroickaisumu Alcheimera slimibas dzivnieku modelos [Lee et al., 2005;
Marcade et al., 2008; Drott et al., 2010; Pilipenko et al., 2018]. Balstoties uz iepricksejiem
pétijumiem, radas interese izpétit klasiska GABAa agonista, benzodiazepina diazepama,
ietekmi uz neiroiekaisumu un GABAergiskas sistémas aktivitati Alcheimera slimibas Zurku

modeli.

Darba meérKkis:

Noteikt diazepama mazas (0,05 mg/kg) un vid&jas (1 mg/kg) devas ietekmi uz iekaisuma
markieri: astroglija (glial fibrillary acid protein, GFAP) un gamma-aminosviestskabes sintézi
(glutamatdekarboksilaze 67, GADG7) toksina streptozocina izraisita Alcheimera slimibas zurku

modeli.

Izvirzitie darba uzdevumi mérka sasniegSanai:

1. Apkopot un aprakstit jaunako literatiiru par Alcheimera slimibu un tas patogenézi,
iesaistitajam neirotransmiteru sist€émam, neiroiekaisumu, ta markieriem un streptozocina
neiroiekaisuma modeli.

2. Izmanojot iminhistokimijas analizi, noteikt sekojosu biomarkieru ekspresiju zurku

smadzenu garoza un hipokampa:



a) astrocitu (glialais fibrillarais skabais proteins, GFAP);

b) GABA sintézes enzima (glutamatdekarboksilaze 67, GADG7);
3. Analizet iegiitos datus att€lapstrades programma Image J;
4. Veikt statistiko analizi ieglitajiem rezultatiem;

5. Balstoties uz ieglitajiem rezultatiem, izdartt secinajumus.

Darbs tika izstradats Latvijas Universitates Dabaszinatnu akad@miskaja centra

(Jelgavas iela 1, Riga) Farmakologijas katedras laboratorija.



1. LITERATURAS APSKATS

1.1. Alcheimera slimiba

21. gadsimta Alcheimera slimiba (AS) ir viens no galvenajiem demences c€loniem
cilvékiem péc 65 gadu vecuma. 2015. gada gandriz 44 miljoniem cilvéku bija novérota AS
demence [Van Cauwenberghe, 2016]. 10 % no cilvéku populacijas virs 65 gadiem slimo ar AS
[Alzheimer’s Association, 2017]. Slimibas izplatiba palielinas divas reizes katrus piecus gadus
iedzivotaju grupa virs 65 gadiem. Uz doto bridi AS ir sestais bieZakais naves c€lonis ASV pat
pirms krits un prostatas véza. Parsvara saslimSanas gadijumi ir sporadiski, kur vecums ir
galvenais ar genétiku nesaistitais riska faktors, tacu AS nav tikai ar vecumu saistita diagnoze.
Apméram 200 000 Amerikas iedzivotajiem, kas jaunaki par 65 gadiem, novéro AS simptomus,
kas nozime, ka ir vairaki faktori, kas var ietekmét slimibas attistibu [Kumar and Singh, 2015].
Dzivesstils, anamnéze un dzimums arT ir svarigi AS riska faktori. Ir zinams, ka sievietes ir
vairak paklautas AS attistibas riskam [Biasibetti et al., 2017]. P&c Alcheimera Asociacijas
datiem un prognozém slimnieku skaits Iidz 2050. gadam varétu sasniegt 16 miljonus.
Misdienas ta ir liela ar veselibas apriipi saistita probléma.

Latvija Garigas veselibas valsts agentara 2005. gada bija registréti apméram 4 000
iedzivotaji ar demenci. Patiesiba pacientu skaits varétu bat daudz liclaks, jo biezi geriatriskiem
pasliktinasanas netick dokumentéta, tapéc nav picejama pilna uzskaite par demences
pacientiem.

Demences simptomi pie AS attistas pakapeniski. Pie pirmajam slimibas izpausmém var
pieskaitit epizodisku atminas zudumu. Cilvéki médz aizmirst notikumus vai nesen iegtito
informaciju - tas var izpausties ka datumu un skaitlu aizmir$ana. Cilvékiem novéro griitibas
ikdienas problému risinasana, darba organizésana un planosana, palick sarezgitak koncentréties
uz konkrétam lietam. Slimnieki ne tik labi sp&j orientéties laika un telpa, nesp&j momentani
reagét uz vides kairinatajiem, ikdienas nodarbibas sagada griitibas. AS attistoties, paradas
rakstiSanas un runaSanas problémas, klust griiti identificét lietas. Cilvéki nesp€&j pienemt
adekvatus lémumus, novertét situaciju. Notiek izmainas gan rakstura, gan uzvediba. Cilveki
censas izvairities no sabiedribas, noslédzas sevi [Mayeux, 2010].

Visi iepriek§minéti simptomi ir saistiti ar izmainam smadzen&s, proti, noteiktos smadzenu
apgabalos. 20. gadsimta 70. gados vacu zinatnieki atrada un pieradija sakaribu starp demencei

raksturigam kognitivam izmainam un morfologiskiem parveidojumiem dazados smadzenu



regionos. Tika izp&tits un uzsverts tas, ka AS gadijuma smadzenu tilpums var samazinaties lidz
pat 13-18 %. Butiskakas izmainas tiek noverotas hipokampa, kur neironu skaits var
samazinaties pat uz pusi. Hipokamps ka dala no limbiskas sistémas ir atbildigs par maciSanas
sp&jam un atminas (Tslaicigas un ilgsto$as) nodrosinasanu, ka arT ir iesaistits telpiskas atminas
veidosana [Postle, 2016], tapéc neironu skaita samazinaSanas $aja smadzenu strukttira var
sekm@t atminas pasliktinasanos. Nucleus basalis, kas ir ar acetilholinu (Ach) un Ach sintézes
enzima holinacetiltransferazi (ChAT) bagats regions, ari novéro neironu zudumu tapat ka
hipokampa, tapéc rezultata var rasties holinergiskas sist€émas disbalanss. Kopgjais sinapsu
skaits var samazinaties par 45 — 55 %. Tomér svarigi zinat, ka arT dabiska novecoSanas procesa
novéro smadzenu baltas un pelekas vielas, neironu un sinap$u zudumu [Schliebs and Arendt,
2011]. Veicot magnétiskas rezonanses izmekléjumus, ir iesp&ja iegit péc iesp&jas pilnigaku
ainu par procesiem, kas notiek smadzen&s un konstatét vairaku struktiiru morfologiskas

izmainas, kas varétu noradit uz demenci.

1.2.  Alcheimera slimibas patogenéze

Eksisté vairakas teorijas par to, kapéc slimiba veidojas un progres€, tomer istais c€lonis
joprojam nav skaidrs. No histopatologijas skatupunkta AS attistiba ir saistita ar vairakam
izmainam: ekstracellularo amiloida beta (AP) plaksnu akumulaciju, intracelularajiem
neirofibrillarajiem tau proteina (t) sakopojumiem jeb mezgliem (neurofibrillary tangles, NFT),
neironu zudumu, sinaptisko degeneraciju, ka ari oksidativo stresu (OS), mitohondriju
strukturalam un funkcionalam izmainam, iekaisumu, hormonalo disbalansu un Siinas cikla
izmainam. Parmainas parsvara notiek neogaroza, hipokampa un citos zemgarozas apgabalos,
kas ir atbildigi par augstakajam nervu funkcijam, un parasti paradas vairakus gadus pirms

kliniskam izpausmém [Kandimalla and Reddy, 2017].

1.2.1. Amiloida beta teorija un hiperfosforilets tau proteins

AP deponéSanas smadzenu audos viennozimigi ir riska faktors agrinai AS attistibai
[Findeis, 2017]. Neskatoties uz to, ka AP tiek producéts ari veselu cilveku smadzenés, noteiktos
apstaklos §1molekula var sakt uzkraties un izmainit smadzenu struktiiras. Balstoties uz amiloido
hipotezi, AP produkcija smadzengs inici€ procesu kaskadi, kas noved pie AS demences [Golde,
2005].

AB40 un AB42 ir nozimigakas izoformas, kuras parasti tiek minétas konteksta ar Ap.
AB40 ir peptids, kam nav raksturigas patogénas ipasibas, un tas parsvara tiek atrasts cerebralos
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asinsvados ka dala no cerebralas amiloida angiopatijas. Savukart AB42 ir $kistoSs peptids, un
tam piemit IpaSiba apkopoties fibrillas, kas klust par galveno amiloido plaksnu sastavdalu. Ta
ir domingjosa forma, kura ir atrasta AS slimnieku smadzenu parenhima. AB piemit tendence
veidot oligoméru sakopojumus, kam piemit neirotoksicitate un kas uzsak amiloido kaskadi. Pie
kaskades pazim&€m pieskaita vietjo iekaisumu, oksidesanos, ekscitoksicitati ($tinu bojajumu
vai navi, ko izraisa parmérigs glutamata vai lidzigu substan¢u daudzums) un =
hiperfosforilésanos, kas rezultéjas ar t salocisanos intraneironiskajos mazglos (intraneironic
tangles) un nervu Stnu navi. Progresiva neironu iznicinasana noved pie dazadu
neirotransmiteru (Ach, dopamina, serotonina) deficita un disbalansa, ka ar pie kognitivas
disfunkcijas, kuras novéro AS gadijuma [Cummings, 2008].

T proteins jeb mikrotubulu asociétais proteins tau ir zinams ka mikrotubulus stabiliz&joss
proteins. Ta géna alternativais splaisings nodroSina 6 proteina izoformu veidoSanos organisma.
T proteins ir plasi sastopams centralas nervu sistémas (CNS) neironos, tomér diezgan vaji
ekspres€jas astrocitos un oligodendrocitos. Dazados patologiskos stavoklos proteins spgj
apkopoties neskistosos sakopojumos, tada veida parstajot stabilizét mikrotubulus, ka arT izraisot
sinaptisko disfunkciju un $tanu bojaeju [Guo et al., 2017].

Neskatoties uz to, ka AP tiek novérots liela daudzuma pie patologiskiem stavokliem,
mazos daudzumos tas ir atrodams ar1 veselu cilvéku smadzengs, 1pasi sinaptiskas aktivitates
laika. Ilgu laiku amiloida prekursora proteina (amyloid precursor protein, APP) un AB loma
organisma nebija skaidra, lielakoties tadel, ka AP bija APP katabolisma nejauss blakusprodukts,
kam nebija noteiktas fiziologiskas lomas. APP ir integralais membranas proteins, kas ir izplatits
gandriz visos audos. Ir zinams, ka APP ir iesaistits smadzenu neirologisko celu attistiba, ir
nepiecieS$ams neironu augSanai, tas piedalas ari sinaptogenézé un Stnu adh&zija. Augstas
koncentracijas (no nanomoliem lidz makromoliem) A ir neirotoksisks un izraisa $tinu navi,
savukart zemas koncentracijas (pikomolos) tas varétu darboties ka trofiskais signals un
sinaptiskas aktivitates modulators, kas spgj ietekmét atminu un maciSanas sp&jas. Nelieli AP
daudzumi var veikt antioksidanta funkcijas, pateicoties ta sp€jai piesaistit oksidéSanas-
reducéSanas metalus (Cu, Fe, Zn u.c.) un tadgjadi novérst to iesaistiSanos oksidé$anas-
reducésanas cikla kopa ar citiem ligandiem [Cardenas-Aguayo et al., 2014].

Organisma AP veidojas no AP prekursora - APP. APP sastav no 695-770 aminoskabju
atlikumiem. APP proteolizi, kuras rezultata var veidoties AP, secigi veic P-sekretaze jeb
BACEL1 (p-site amyloid precursor protein cleaving enzyme 1) un y-sekretaze [Wilquet and De
Strooper, 2004]. B-sekretaze nogriez APP pie plazmas membranas iekSpusé. y-sekretaze
nogriez APP tranmembranas rajona ar plasu partrauksanas vietas daudzveidibu, ka rezultata

rodas vairaki peptidi ar ké€des garumu 30-51 aminoskabes [Olsson et al., 2014]. Peptidi spg&j
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noklut asins plazma, cerebrospinalaja skidruma (cerebrospinal fluid, CSF) un citos starpstnu
Skidrumos. To nozime organisma joprojam nav pilniba izskaidrota. Ir zinams, ka enzimi
endopeptidazes sp€j skelt AB. Smadzengs svariga loma AP lidzsvara uzturésana ir neprilisinam
— Zn-atkarigai metalendopeptidazei, kas atbild par AP peptidu klirensu. Vecuma neprilisina

Itmenis samazinas, ka rezultatd samazinas A klirenss un paaugstinas AS progres€Sanas risks

[Liu et al., 2010].

DN A5 I srr
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l |
TP PR

Plaksnes

1. att. AP plakSnu veidoSanas no APP
Normali, neamiloidogéni, APP tiek saskelts ar a-sekretazi un talak tiek degradéts. APP

saSkelSana ar B-sekretazi un y-sekretazi rezult€jas ar AP peptida atbrivoSanos, kas deponéjas ka

amiloida plaksnes [Chen, 2015].

Nemot véra AP teoriju, tika pétitas jaunas arstéSanas iesp&jas AS slimniekiem, kas biitu
merkétas uz AP agregacijas inhibéSanu un AP plakSnu SkidinaSanu. Solanezumabs
(LY2062430, Eli Lilly and Company) — monoklonala antiviela, kas tika pétita ka
neiroprotektiva zalu viela pie AS. Salanezumabs saistas ar AP vidusdalu un palielina monomeru
klirensu. Potenciala zalu viela izgaja 3 klinisko pétjjumu fazes, tomer 3. faze, neraugoties uz
lielam ceribam par tas efektivitati, solanezumabs neuzradija nekadus pozitivos efektus un

talakie petjjumi tika apstadinati [van Dyck, 2018].
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1.2.2. Holinergiska hipoteze

Par vecako AS patogenézes teoriju tiek uzskatita holinergiska hipotéze. Ach — organiska
ktmiska viela smadzen€s un kermeni, ko izdala nervu $tinas ka signalu citam $tnam. Ach ir
svarigas funkcijas gan CNS, gan periféraja nervu sistéma (PNS). Smadzenés Ach ir
neirotransmitera un neiromodulatora loma. CNS holinergisko signalu parvade no bazalajam
prick§smadzen@m uz cerebralo garozu un hipokampu nodrosina kognitivas funkcijas Sajos
apgabalos, ka ar piedalas pamosSanas, uzmanibas, atminas un motivacijas veidoSanas procesa.
PNS Ach aktivé muskulus un ir viens no galvenajiem neirotransmiteriem autonomaja nervu
sistema. Ir zinams, ka Ach regulé ne tikai kognitivas funkcijas un muskulu sarausanos, bet ari
iekaisumu.  Neirotransmitera nomakSana rezult§jas ka iekaisuma palielinaSanas.
Antiholinergiska aktivitate vélak izpauzas ka endogéna citokinu produkcija un Ach
samazinasanas Sinapsés [Konishi et al., 2015].

AS pacientu smadzenu sistematiskie biokimiskie izmekl&jumi norada uz ChAT un Ach
aktivitates samazinasanos cerebralaja garoza, salidzinot ar veselu individu smadzeném.
Demence AS gadijuma ir saistita ar holinergisko neironu degeneraciju un Ach samazinasanos
cerebralaja garoza un citos smadzenu regionos [H Ferreira-Vieira et al., 2016].

Balstoties uz $o teoriju, vairakas terapeitiskas stratégijas tika izstradatas un pielietotas, lai
uzlabotu holinergisko neirotransmisiju [Barage and Sonawane, 2015]. Kliniskie ieguvumi no
Sobrid pieejamas AS farmakologiskas arstéSanas ar pretdemences zalém, proti, Ach Skelosa
enzima acetilholinesterazes inhibitoriem (AchEi) un N-metil-D-aspartata (NMDA) receptoru
antagonistu memantinu, ir neapSaubami, lai gan tie attiecas tikai uz pagaidu kognitivo un citu
simptomu mazinasanu. Tapéc pédéjo desmit gadu laika tiek atbalstiti un finanséti pétijumi, lai
mekletu un attistitu jaunus farmaceitiskos lidzeklus ar slimibu modific€josam ipaSibam
[Aprahamian et al., 2013].

Ka ~zalu vielas pret AS tika plasi pétiti AchEi, holina prekursori un
presinaptiska/postsinaptiska stimulé$ana ar muskarina un nikotina receptoru agonistiem. Tomer
klinisko pétijumu rezultati paradija, ka prekursoru izmantoSana presinaptiskajai izdaliSanai un
muskarina receptora agonistu lietoSana nav lietderiga to efektivitates nepietickamibas un
blakusefektu (bradikardijas, hipotensijas, hipersalivacijas, krampju, caurejas, galvassapju,
gastrointestinala trakta hiperaktivitates) dél. Citi p&tijumi paradija labveligus AchEi efektus uz
kognitivajiem, funkcionalajiem un uzvedibas simptomiem. Partikas un zalu administracija
(Food and Drug Administration) ASV apstiprinaja 4 zalu vielas vieglai un vidéjai AS formas
arstéSanai - takrinu, donepezilu, rivastigminu un galantaminu. Takrins bija pirmais plasi
izmantotais AchEi, tomér vélak ta lietosana tika aizliegta 1sa pusizvadiSanas perioda,
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hepatotoksicitates un holinergisko blakusefektu dél. Sobrid 2. paaudzes AchEi (donepezilam,
rivastigminam un galantaminam) ir mazak blaknu, garaks pusizvadiSsanas periods un augstaka
efektivitate [Mehta and Sabbagh, 2012]. Balstoties uz vairakiem pétfjumiem ar ilgtermina
ievadiSanu, tika izsecinats, ka AchEi lietoSana pacientiem ar viegliem kognitiviem
traucgjumiem nesamazina risku vai neaizkavé AS attistibu. Turklat §is zalu vielu grupas
blakuesfekti, kas saistiti ar gastrointestinaliem, kardiovaskulariem un neiromuskulariem
riskiem, nav nenozimigi. Tap&c joprojam tiek mekletas zalu terapijas alternativas ar augstu

efektivitati un mazaku blakusefektu skaitu.

1.2.3. Citi Alcheimera slimibas attistibu ietekméjosie faktori

Joprojam nav iesp€jams viennozimigi pateikt, vai cilvékam vecuma péc 65 gadiem
attistisies AS. Vairaki faktori sp€j ietekmét slimibas attistibas gaitu. Lai var€tu prognozet,
janem vera genétiskie faktori, dzivesstils unkaitigie ieradumi, tadi ka smék&sana un mazkustigs
dzivesveids, ka ar apkartéjas vides faktori un citas saslims$anas (ateroskleroze, 2. tipa cukura
diabéts, Dauna sindroms).

Gimenes anamn&zei un genétiskai predispozicijai ir butiska loma AS attistiba. Cilvékiem,
kuriem vecaki vai tuvi radinieki slimo ar AS, ar lielu varbutibu var attistities slimiba. Risks
palielinas, ja vairak neka viens tuvs radinieks ir AS slimnieks. Zinatnieki ir izp€tijusi génus,
kas ir iesaistiti AS attistibas procesa. Pastav divi génu veidi, kas var bitiski ietekmét faktu, ka
cilvékam attistisies slimiba - riska gé€ni un determingjosie géni. Alcheimera géni atrodami abas
§1s génu grupas. Riska géni palielina slimibas attistibas risku, tacu nevar parliecinati apgalvot,
ka tas ta notiks. Uz doto bridi zinatnieki atklaja dazus riska génus, kas ir iesaistiti AS
patogenézé. Svarigakais riska géns ir apolipoproteins E-e4 (APOE-e4). Pétijumi rada, ka
APOE-e4 varétu biit riska faktors 20-25 % AS gadijumu. APOE-e4 ir viena no trim izplatitakam
APOE géna formam, par¢jas divas formas ir APOE-e2 un APOE-e3. Katrs cilvéks sanem kadu
APOE formas kopiju no abiem vecakiem. Tiem individiem, kuri sanem APOE-e4 formu no
viena vecaka, ir palielinats AS risks. Tiem, kas sanem APOE-e4 no abiem vecakiem, ir vél
lielaks risks saslimt ar AS. Zinatniekiem joprojam nav skaidrs, kada veida APOE-e4 spgj
palielinat saslimS$anas risku ar AS. Papildus riska palielinasanai APOE-e4 var izraisit AS
simptomu paradisanos jaunaka vecuma neka parasti. Atskiriba no riska géniem determingjosie
géni tiesi spgj izraisit slimibu, garantgjot, ka ikvienam, kurs tos manto, var attistities traucgjumi.
Zinatnieki ir atklajusi variacijas, kas tiesi izraisa AS génos, kuri kodg tris proteinus: APP,
presenilinu-1 un presenilinu-2. Ja slimibu izraisa §is determin&josas variacijas, to sauc par

autosomali dominanto AS vai gimenes AS, un tas ietekmg vairakus gimenes loceklus paaudzgs.
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Simptomi gandriz vienm@r attistas pirms 60 gadu vecuma - tie var paradities jau 30-40 gados.
Determingjosas AS variacijas ir atklatas tikai dazas gimen€s visa pasaulé. Tada AS sastada
mazak par 1 % gadijumu [Van Cauwenberghe et al., 2016].

2.tipa cukura diab&tam (type 2 diabetes mellitus, T2DM) arT ir pieradita ietekme uz AS
patogenézi. Liels pétfjumu skaits liecina, ka insulina rezistencei un ta deficitam ka T2DM
markierim ir nozimiga loma AS. Molekularaja limeni pirmie pieradijumi par to, ka smadzenes
var klit insulina rezistentas AS gadijuma, paradijas, izp&tot, ka AP oligoméri piesaistas pie
hipokampa neironiem un sekmé& dendritisko insulina receptoru substratu (IRS) “dz€Sanu” no
plazmas membranas. Zemaki insulina, insulinam Iidziga augsanas faktora un IRS Iimenis un
jutiba tika novérota AS neiropatologija. Palielinats periferala insulina rezistences biomarkieru
skaits nediab&ta AS pacientu smadzenu hipokampa arT izraisija insulina rezistenci AS gadijuma.
Pie T2DM audzgja nekrozes faktora (TNF)-o signalizacija aktivé c-Jun N-terminala kinazi
(JNK) un rezultata arT IRS1 serina fosforiléSanu un periféro insulina rezistenci. Lidzigi AP
oligoméri izraisa patologisku TNF-o/JNK cela aktivaciju un IRSI inhib&Sanu kultivétos
hipokampa neironos in vitro. Pastav viedoklis, ka AS varétu uzskatit par "insulinrezistentu
smadzenu stavokli" vai 3. tipa diabétu. Neironi T2DM smadzenés varétu biit vairak neaizsargati
pret AP toksicitati insulina rezistences un ta deficita dél. Insulina rezistence un nepietickamiba
var rezultéties ar1 ka paaugstinata AP produkcija un AP izraisitais oksidativais mitohondriju
bojajums. Tade] Sobrid ir domats, ka insulina rezistence un deficits varétu bt izskiroSs faktors,

kas veicina AP produkcijas stimulé$anu sporadiskas AS attistibas laika [Li and Leng, 2015].
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2.att. Insulina rezistence un traucéts glikozes metabolisms sekmé mitohondrialo

disfunkciju, DNS bojajumu un ROS veido$anos. Sis izmainas ir iesaistitas Ap plakinu
veidoS$anas procesa [Kandimalla et al., 2017].

IGF — insulinam lidzigais augSanas faktors (insulin-like growth factor); GLUT4 — glikozes
transportieris 4 (glucose transporter type 4); OS — oksidativais stress; ROS — reaktivie skabekla
savienojumi (reactive oxygen species); DNS — dezoksiribonukleinskabe; NFT — neirofibrillarie

mezgli (neurofibrillary tangles); AS — Alcheimera slimiba
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1.3. Neiroiekaisums

AS raksturojas ar izteiktu hronisku neiroiekaisumu. Parsvara tiek novérota mikroglijas un
astroglijas aktivacija [Serrano-Pozo et al., 2013]. Pétijumos ar dzivnieku modeliem, kam
noveérota AP parekspresija, ap AP plaksnem noveroti aktiveti astrociti un mikroglijas $iinas.
Palielinoties plaksnu daudzumam, gliozes smaguma pakape pieaug [Jo et al., 2014]. Ir izpétits,
ka gliozes pakape ir cie$i saistita ar slimibas stadiju [Simpson et al., 2010].

AS un citas neirodegenerativajas slimibas (Parkinsona slimiba, Hantingtona slimiba,
multiplaja skleroz€) neiroiekaisumam ir izSkiro$a loma, un tas ir saistits ar augstu iekaisuma
citokinu Itmeni. Papildus tieSai neirotoksiskai iedarbibai aktivéta mikroglija un astrociti var
veicinat AP nogulsnéSanos. Vairaki pétjjumi ar pelu modeliem ir paradijusi, ka amiloida
depongésanos iekaisuma apstaklos palielinas. Pie tam arT citokini sp€j izmainit BACE1 mRNS
proteina un enzimatisko regulaciju. BACE]1 transkripcija arT tiek palielinata TNF-a-aktiveta
nukleara faktora kappa B (nuclear factor kappa B, NF-kB) signala iedarbiba, kas rezult€jas ka
paaugstinata AP produkcija [Calsolaro and Edison, 2016].

1.3.1. Mikroglijas aktivacija

CNS sastav no diviem $tnu veidiem — neironiem un glijas Sanam. Pie glijas sanam pieder
astrociti, oligodendrociti un mikroglija. Mikroglijas $tinas sastada apméram 5-12 % no visam
smadzenés atrodamam glijas $inam. Tas ir pirmas $inas, kas dod imiino atbildes reakciju, ka
ar nodroS$ina platniSu, bojatu neironu, sinapSu un infekciozo agentu pastavigu noardiSanu un
iznicinasanu CNS. Normalos fiziologiskos apstaklos mikroglijas ir inaktivétas, tomér pat tada
stavokli tas sp&j pildit savas funkcijas, sekojot izmainam smadzenés. Attistoties smadzenu
patologijam, neirodegenerativajam slimibam, ka ari pie neironalajiem bojajumiem
neirotoksisku faktoru izdaliSanas dél un pec insulta, mikroglijas tiek aktivétas. Atkariba no
aktivacijas pakapes un patologiska stavokla mikroglijas sp&j darboties gan neirotoksiski, gan
neiroprotektivi [Lucin and Wyss-Coray, 2009]. P&déja laika liela uzmaniba tika pievérsta
mikroglijas aktivacijas mehanismam ka atbildes reakcijai uz neiropatologiskiem stavokliem. In
vitro petijumos mikroglijas $tinas tiek aktivétas tadu faktoru ietekmé, ka lipopolisaharids (LPS),
AB, intereferons (IFN) vy, trombins un daZi proiekaisuma citokini. Aktivétas mikroglijas
iekaisuma atbildes reakcija ir konsekventa, neskatoties uz atskirigu stimulu dabu [Thameem
Dheen et al., 2007].

LPS, IFN-y vai TNF-a aktivéta mikroglija tiek definéta ka M1 jeb klasiski aktivéta
mikroglijas forma. M1 aktivacijai ir butiska loma cina pret patogéniem un audzg€ja Stinam,
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izdalot proiekaisuma citokinus (interleikinu 1B, 6, 12, 23; TNF-a; transkripcijas signala
parveidotaju un aktivatoru 3 jeb STAT3) un brivos radikalus. Turklat $is mikroglijas veids tiek
saistits arT ar neironu zudumu. Alternativs M2 pretickaisuma fenotips nodrosina audu
atjaunoSanu un angiogenézi, izdalot pretickaisuma citokinus (interleikinu 4, 10, 13 un
transformacijas augSanas faktoru beta jeb TGF-B) liclos daudzumos un proinflamatoros
citokinus mazakos daudzumos [Wang et al., 2015]. Ir izpé&tits, ka mikroglija sp&j ari parslégties
no M2 uz M1 fenotipu slimibas gaita, pieméram, Jimenez et al. pétijuma tika novérota
mikroglijas M2 fenotipa pargja uz M1 fenotipu vecu zurku hipokampa [Calsolaro and Edison,
2016].

1.3.2. Astroglijas aktivacija

Astrociti jeb astroglijas ir nervu sistémas glijas Stnas, kas ir atrodamas galvas un muguras
smadzen€s. Viena no astrocitu izpétitajam lomam ir house-keeping funkcijas, kas palidz
saglabat dzivotsp€jigu nervu sist€mas vidi neironiem. Tas ietver kalija un neirotransmiteru
parpalikumu buferizaciju, tada veida nodroSinot uzturvielu un strukturalo atbalstu ap sinapsém,
ka ar veicinot hematoencefaliskas barjeras (HEB) caurlaidibu. Astrocitiem piemit svariga
neiroprotektiva funkcija, kas tiek Tstenota, producgjot antioksidantus, pieméram, glutationu. Tie
ar1 izdala antioksidantu molekulas pret OS un aizsarga neironus, kas ir paklauti idenraza
peroksida (H202) toksiskai ietekmei. No otras puses, astrociti pasi izdala H2O; ka atbildes
reakciju cina pret AP plaksném. Astrogliozes rezultata tiek paaugstinata reaktivu skabekla
savienojumu (reactive oxygen species, ROS) daudzums, un tas var bit toksisks neironiem
[Allaman et al., 2010]. Tadg&jadi, nemot véra ieprick§minéto, var secinat, ka reaktivajiem
astrocitiem ir gan labvéligas, gan kaitigas funkcijas neironu dzivotsp&jiguma nodrosinaSana

toksiska vide atkariba no ROS produkcijas (skat.3.att.).
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3.att. Reaktivu astrocitu labvéliga un kaitiga ietekme AS gadijuma [Chun and Lee, 2018]

AP —amiloids beta; Nrf2 — nuklearais faktors (nuclear factor erythroid 2 (NFE2)-related factor
2); MAO-B - monoaminoksidaze B; iINOS — inducgjama slapekla oksida sintaze (inducible
nitric oxide synthase); ROS — reaktivie skabekla savienojumi (reactive oxygen species); GABA

— gamma-aminosviestskabe (y-aminobutyric acid)

Lidzigi mikroglijam, astrociti tiek aktivéti ka atbildes reakcija uz dazadam CNS
patologijam, pieméram, insults, ka arT traumas, ilgstoss periférs iekaisums, virusu saslimSanas,
audz€ji un neirodegenerativas slimibas. Kopa ar mikrogliju, astrocitiem ir svariga loma
neiroiekaisuma procesos. Reaktivi astrociti péc aktivizéSanas uzrada plasu reaktivitates spektru,
ka arf ir loti dazadi no morfologijas, génu ekspresijas un funkciju skatu punkta [Anderson et
al., 2014]. Aktivizgjoties astrociti sp€j izraisit izmainas apkartéja vidé vai nopietnus audu
bojajumus. Histopatologiski reaktivi astrociti iziet plasu izmainu spektru no hipertrofijas un
palielinatas GFAP eksperesijas Iidz astrocitu doménu proliferacijai un parklasanai, kas galu
gala rezult&jas ka rétu veidosanas [Sofroniew and Vinters, 2010].

GFAP ir galvenais astrocitu $tinas starppavedienu (intermediate filaments, IF) proteins,
kas parasti kalpo ka astrocitu markieris un palielinata daudzuma tiek izldalits no $Gnam
bojajuma un CNS degeneracijas laika. Uz doto bridi ir atklatas vairakas proteina izoformas, kas
ekspres€jas dazadas astrocitu apakSgrupas un sp€j mainit IF tikla 1pasibas. GFAP parsvara ir
atbildigs par Stnu formas un to mehaniskas izturibas nodrosSinasanu, tomér jaunakajos

pétijumos ir izpéetits, ka GFAP funkciju spektrs ir daudz plasaks par atbalsta sniegSanu neironu
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Sinam. Ir izpétits, ka proteins ir iesaistits HEB reguléSana, neironu aizsargaSana pret
neirotransmiteru parmériga daudzuma, sinaptiskas plasticitates veicinasana, neironalas
aktivitates koording€Sana caur tieSu komunikaciju ar neironiem, ka arT ir neironalas cilmes §iinas
picaguso smadzen&s. AS gadijuma ir pieradita tieSa saikne starp slimibas smaguma pakapi,
reaktivo astrocitu blivumu un GFAP ekpresijas palielinasanos gan audos, gan CSF [Middeldorp
and Hol, 2011].

Astrocttu patologiskas izmainas pie AS bija konstat&jis vel pats Alois Alcheimers 1910.
gada, noverojot glijas Stinas, kas ciesi aptvéra AP plaksnes. Reaktiva astroglioze vélak tika
apstiprinata ka netipiska, AS morfologiska ipasiba, kas tiek novérota gan slimnieku, gan
modeldzivnieku audos. Sobrid kopa ar citam AS patogengzes teorijam eksisté ari astroglijas
hipotéze, kas parada astroglijas izmainas un lomu AS sakuma un velina stadija (skat. 4.att.).
Sakuma trauc€jumi smadzenu savienojamiba un sinaptiskaja transmisija var rasties no
vispargjas astrocitu atrofijas. Astroglijas atrofija var izraisit samazinatu sinaptisko parklajumu,
ietekmét jonu un neirotransmiteru homeostazi, mainit neirovaskularo vienibu darbibu un
samazinat vielmainas atbalstu neironiem. Sie faktori var veicinat sinaptiskas darbibas
trauc€jumus un sinapsu zudumu, tadejadi izraisot agrinu kognitivo deficitu. AS v€linas stadijas
plaksnu paradiSanas rada spécigu progliotisko signalu, kas stimulé gan mikroglijas, gan
astroglijas aktivaciju. Reaktivi astrociti turpina samazinat sinaptisko atbalstu un var pastiprinat
mikroglijas aktivaciju. Reaktivas glijas $tinas izdala iekaisuma un neirotoksiskus faktorus, kas
izraisa neironu navi un smadzenu atrofiju, beigas rezultgjoties ka smaga demence [Verkhratsky

et al., 2010].
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Ir zinams, ka astrociti izdala vairakus gliotransmiterus, taja skaita glutamatu, gamma-
aminosviestskabi (gamma-aminobutyric acid, GABA), adenozintrifosfatu un D-serinu. Kad
astrociti tiek aktiveti, tiek izmainits arT izdalito gliotransmiteru daudzums, kas turpmak ietekmé
neironalo aktivitati. Ne tik sen tika izpétits, ka astrociti, kuri apnem amiloida plaksnes, izdala
GABA palicelinata daudzuma (skat. 5.att.). GABA tiek sintez&ta no putrescina (poliamina veida)
monoaminoksidazes B aktivacijas rezultata. Kad aktivacijas Iimenis picaug, GABA tiek
pastiprinati izdalita ekstracelularaja telpa, Iidz ar to inhib&jot neironalo aktivitati. Ir izpé&tits, ka

tas sp€j arT uzlabot atminu AS pelu modelos [Jo et al., 2014].
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5. att. GABA izdali$anas no reaktivajiem astrocitiem AS dzivnieku modeli [Chun and

Lee, 2018]

AP — amiloids beta, GABA — gamma-aminosviestskabe (y-aminobutyric acid); GABAR —
GABA receptors; GABAAR — GABAA receptors; GABABR — GABAB receptors;

NMDAR — NMDA (N-metil-D-aspartata) receptors; AMPAR — AMPA (a-amino-3-hidroksi-
5-metil-4-izoksazolepropionskabes) receptors; MAOB — monoaminoksidaze B; BEST1 —

bestrofins 1
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1.4. GABAergiska sistema un tas loma Alcheimera slimibas

patogeneze

GABA ir galvenais inhibgjosais neirotransmiters ziditaju smadzenés. Tas galvena loma ir
neironu uzbudinamibas mazinasana nervu sist€éma, holinergisko un glutamatergisko neironu
inervacijas nodro§inasana, pateicoties GABAergiskiem neironiem [Solas et al., 2015], ka ar1
GABA ir tieSi atbildiga par muskulu tonusa regulesanu. GABA funkcijas organisma tiek
nodro§inatas ar triju subvienibu starpniecibu: GABAA, GABAg un GABAc receptoriem.
GABAA un GABAC receptori ir ligandatkarigie hlora jonu kanali, savukart GABAg receptori
ir ar G-proteinu saistiti metabotropie receptori. Ziditaju smadzenés visvairak ir izplatiti GABAA
receptori, kas sastav no a, B un y subvienibas. GABAc receptori sastav no p1-3 subvienibas,
veidojot homomeriskus vai heteromeriskus kanalus, padarot tos atSkirigus no GABAA
receptoriem to farmakologija un funkcijas. GABAA receptori ir plasi ekspreséti visa CNS,
savukart GABAc visvairak atrodami acs tiklene. GABAg, kas ir metabobotropiskie ar G
proteinu saistiti receptori, regulé neironu aktivitati, atverot kalija jonu kanalus vai inhibgjot
kalcija jonu kanalus caur G proteina atkarigo signalizacijas kaskadi [Li et al., 2016].

GABA sintéze notiek |-glutamata o-dekarboksilacijas reakcijas gaita, kuru katalizé
enzims glutamatskabes dekarboksilaze (glutamic acid decarboxylase, GAD). Ta ir viensola,
neatgriezeniska reakcija, kura ir atkariga no kofaktora piridoksal-5’-fosfata (vitamina Be
vitaméra) pieejamibas. Eksisté 2 galvenas GAD izoformas: GAD65 un GAD67. GADG65 ir
galvena GAD izoforma, kas ir plasi ekspresé€ta ziditaju smadzen€s un kas lokalizgjas
galvenokart sinaptosomu aksonu terminalos un sp€j viegli mijiedarboties ar plazmas
membranu, savukart GAD67 ir vairak sastopama $tnu citosola [Govindpani et al., 2017]. Ir
izpétits, ka intracerebrala GAD autoantivielu ievadiSana dzivniekiem pastiprina motoneironu
uzbudinamibu un samazina NO produkciju, savukart NO ir molekula, kas ir iesaistita maciSanas
procesa [Manto et al., 2011]. Samazinats GABA Ilimenis sekmé glutamata Ilimena
paaugstinaSanos GABA receptora subtipu vajakas inhib&Sanas dél. Augstaks glutamata limenis
aktive mikrogliju, un xc(-) (cistina/glutamata apmainas sistémas) aktivacija palielina
ektracelulara glutamata izdalisanos [Mitoma et al., 2017].

Ieprieks€jos pétijumos liclaka uzmaniba tika pievérsta glutamatergiskas un holineriskas
neirotransmiteru sistémas disfunkcijai AS gadijuma, tomér Sobrid paradas arvien vairak
pieradijumu, ka ari GABAergiskai sistémai ir svariga loma AS patogenézé. Nemot véra
GABAergiskas sistémas nozimi neironala funkcija un homeostaze, uzbudinosa/inhib&josa

lidzsvara nodro$inasana un uzturéSana, ka arT maciSanas un atminas procesos, izmainas
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GABAergiskas sistémas darbiba varétu bit nozimigs faktors gan agrinas, gan vélakajas
slimibas stadijas.

Ir izpétits, ka GABAa un GABAEg receptoriem ir butiska loma maciSanas un atminas
procesos [LaSarge et al., 2009; Mizoguchi and Yamada, 2011]. Farmakologiskie p&tjjumi
liecina, ka GABA a5 subvieniba ir izplatita hipokampa lielos daudzumos un tai ir svariga loma
kognitivo procesu norisé [Ballard et al., 2009]. P&tijjumos ir noskaidrots, ka AS gadijuma ne
tikai samazinas GABA sintéze un daudzums, bet arT funkcionalo GABAa receptoru skaits un
jutiba pret pasu GABA. Ir konstatéts, ka GABA pliismai AS smadzenés ir daudz lielaka tieksme
uz desensitizaciju neka ne-AS smadzenés. GABA pliismas samazinasanas AS smadzengs ir
saistita ar GABA receptora pamatsubvienibas mRNS un proteina daudzuma samazinasanos,
kas parasti ekspres€jas temporalaja garoza [Limon et al., 2012].

Nemot véra, ka AS arstéSana, kas tika balstita uz glutamatergiskas un holinergiskas
sistémas farmakologiju, neuzradija augstu efektivitati, jo uz doto bridi pieejama terapija spgj
tikai paléninat simptomu progresé$anu, bet nesp&j mainit vai apturét slimibas gaitu, terapija,
kas ietver GABAergiskas sistémas modulatorus, varétu biit efektiva AS arstésana un demences
novérSana. GABAA receptoru agonisti ka jauna AD terapija pirmo reizi tika piedavata 11.
Acheimera slimibas zalu atklasanas starptautiskaja konference (1 /th Alzheimer’s Disease Drug
Discovery International Conference), tomér konkréti mehanismi nebija detaliz&ti aprakstiti.
Dazi GABA receptoru modulatori tika pétiti sakara ar AS prekliniskajos un kliniskajos
pétijumos (skat. 1.tab.) [Li et al., 2016].

1.tabula
GABAergisko vielu iedarbiba AS modelos
Viela Tips Iedarbiba Atsauce
Etazolats GABAA Aizsarga neironus pret AP izraisito | Marcade et al., 2008;
(EHT-0202) | receptora toksicitati, palielina  skistosa | Drott et al., 2010;
agonists amiloida prekursora proteina alfa | Vellas et al., 2011;

(soluble amyloid precursor protein | Siopi et al., 2013
alfa, sAPPa) proteina Iimeni,
uzrada pretiekaisuma efektu péc
smadzenu traumas, uzlabo

kognitivas sp&jas pelu modeli
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Muscimols GABAA Inhibe AP25-35 izraisito neironu | Lee et al., 2005;
receptora apoptisko navi, loti mazas devas | Pilipenko et al., 2018
agonists uzlabo atminu, samazina

neiroiekaisumu, normalizé
acetilholinesterazes  (AchE) un
GABA ekspresiju STZ izraisita AS
zurku modelt

Propofols GABAA Samazina AP veidoSanas un | Shao et al, 2011;
receptora paatrina AP degradaciju, samazina | Zhang et al., 2014
agonists APB40 un AP42 koncentraciju pelu

smadzengs, uzlabo kognitivas
funkcijas AS pelu modelt

MRK-0186, GABAA Uzlabo kognitivas sp&jas dzivnieku | Dawson et al., 2006;

aSIA, oSIA- | receptoraaS | modelos Atack et al., 2009;

I subvienibas Atack, 2010;
inversais Guerrini et al., 2013
agonists

CGS9896 GABAA Uzlabo pelu atminu testos Guerrini et al, 2009
receptora a5
subvienibas
inversais
agonists

R0-4938581, | GABAA Samazina skopolamina izraisitus | Knust et al., 2009

R0-4882224 | receptora a5 | traucgumus atminas darbiba
subvienibas
inversais
agonists

Bakloféns GABAs Loti mazas devas uzlabo atminu, | Pilipenko et al., 2018
receptora samazina neiroiekaisumu,
agonists normalizé AchE un GABA

ekspresiju STZ izraisita AS Zurku

modelt
SGS742 GABAB Uzlabo uzmanibu un atminu | Getova and Bowery,
(CGP36742) | receptora dzivnieku modelos un pacientos ar | 2001;

antagonists

vidgjiem kognitivajiem

Froestl et al., 2009;

25




traucEjumiem, palielina  nervu | Helm et al., 2005
augSanas faktora (nerve growth
factor) un smadzenu neirotrofiska
faktora (brain-derived neurotrophic

factor) limeni zurkas

CGP55845 GABAs Uzlabo kognitivas spgjas zurku | Cryan and
receptora modelt Kaupmann,  2005;
antagonists Lasarge et al., 2009

Ta ka daudzi GABAa un GABAg receptoru modulatori uzradija pozitivo ietekmi uz
vairakiem faktoriem AS dzivnieku modelos, zinatnieki pievérsa uzmanibu klasiskajiem
GABAA agonistiem, proti, benzodiazepiniem, ko varétu pétit ka potencialus agentus pret AS.

Benzodiazepini (BZD), zinami ar1 ka “mazie trankvilizatori”, ir zalu vielu klase, kurai
piemit anksiolitiskas, sedativas, muskulu atslabino$as un antikonvulsanta ipasibas. Pie BZD
indikacijam pieder bezmiegs, alkohola un narkotiku abstinence, izteikts nemiers, panika,
krampji un epilepsija. Ta ka BZD strukturali ir lidzigi GABA, saistoties ar GABAAareceptoriem,
notiek CI jonu izdaliSanas sinapsés, ar ko tieck nodroSinata neironu uzbudinamibas
samazinaSana. Klasiskie BZD grupas parstavji ir alprazolams, klonazepams, lorazepams,
midazolams un diazepams.

P&dgja laika BZD saka plasak pétit sakara ar AS ka potencialas zalu vielas. Neskatoties
uz ticamiem datiem par GABAAa receptoru agonistu neuroprotektivam ipasibam, plasi
aprakstitas blakusparadibas ierobezo to ilgtermina lictosanu [Lanct6t et al., 2004]. Pastav ari
pieradijumi, ka benzodiazepinu ilgstosa lietoSana terapeitiskas devas ir saistita ar paaugstinatu
demences risku [Gallacher et al., 2012]. Tomér ir dati, kas liecina, ka mazakas un vidgjas devas
tie sp&j iedarboties neiroprotektivi [Béracochéa et al., 2011; Bibolini et al., 2011; Umeda et al.,
2017].
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1.5. Streptozocina neiroiekaisuma modelis

Streptozocins (STZ) — toksins, glikozamina nitrosurinvielas sastavdala, kas ir izdalits no
baktérijam Streptomyces achromogenes. Kliniski lieto ka kimijterapijas lidzekli, lai arstétu
aizkunga dziedzera B $tinu karcinomu. STZ izraisa aizkunga dziedzera B $tnu bojajumus, ka
rezultata rodas hipoinsulinémija un hiperglikémija. Atkariba no devas STZ var izraisit cukura
diab&tu divos veidos. Pateicoties struktiiralai Iidzibai ar glikozi, STZ spg;j saistities ar glikozes
transportiera 2 (GLUT2) receptoru un uzkraties [ Stnas. Lielas devas, parasti ievadot
vienreiz€ji, STZ iznicina B $iinas, alkil§jot dezoksiribonukleinskabi, savukart mazas devas,
ievadot vairakas reizes, STZ izraisa imiino un iekaisuma reakciju, kas, iespgjams, ir saistita ar
GAD autoantigénu izdali$anos. Sajos apstaklos B §inu destrukcija un hiperglikémijas stavokla
indukcija ir saistita ar iekaisuma infiltratiem, ieskaitot limfocitus aizkunga dziedzera
Langerhansa salinas. STZ piemit izteiktas blakusparadibas, tadas ka hepatotoksicitate un
nefrotoksicitate [Graham et al., 2011]. STZ inhibg insulina sekréciju un izraisa insulinatkarigo
diabetes mellitus.

STZ sp&j negativi ietekmét ne tikai aizkunga dziedzera [ $tinas, bet ari citus organus, kur
ekspreséjas GLUT2, pieméram, aknas un nieres. Smadzenes, savukart, netiek ietekmétas, jo
HEB nav atrodams S§is transportproteins. Tomer vienreiz§ja vai  dubulta
intracerebroventrikulara (icv) STZ injekcija hroniski samazina smadzenu glikozes uznemsanu
un rada AS lidzigus simptomus molekulara, patologiska un uzvedibas Iimeni. Nemot vera to,
ka samazinata glikozes vielmaina ir agrina AS pazime, icv STZ injekcijas tiek izmantotas, lai
modeletu AS, ka arT prekliniskajos pétfjumos dzivniekos, testgjot jaunas zalu vielas pret AS
[Grieb, 2016]. P&tijumos tika novérots, ka, ievadot STZ icv pieaugusam Zurkam, dzivniekiem
pasliktinas atmina un maciSanas sp&jas, konstaté izmainas uzvediba. STZ injekcijas sekmé AP
akumulaciju, t© fosforilaciju, palielina OS smadzenu audos paaugstinata malondialdehida
limena un pazeminata glutationa limena d&l. So sporadisko AS modeli kopa ar izmainam
glikozes metabolisma spilgti raksturo progreséjosa kognitiva disfunkcija, kas piemit

neirodegenerativam slimibam (skat. 6.att.) [Ravelli et al., 2017].
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6.att. STZ izraisitais AS modelis
STZ boja aizkunga dziedzera B $iinas, kas rezultéjas ar insulina deficitu. STZ izraisa insulina
Iimena pazeminaSanos un insulina receptoru darbibas trauc€jumus smadzenés, kas noved pie
GSK3p darbibas izmainam. Tadel §1s izmainas stimulé paaugstinatu t proteina fosforilésanos,
NFT veidoSanos un beigas neironu un sinapSu disfunkciju, kas arT izraisa AS slimibai lidzigu

patologisko stavokli [Kamat, 2015].
AP — amiloids beta; GSK3p - glikogéna sintazes kinaze
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2. MATERIALI UN METODES

2.1. Dzivnieki

Tika izmantoti Wistar Zurku tévini (280 £ 20 g) no Dzivnieku laboratorijas centra (Tartu
Universitate, lgaunija). Visi eksperimenti tika veikti saskana ar ES Direktivu 2010/63/EU
“European Convention for the Protection of Vertebrate Animals Used for Experimental and
other Scientific Purposes” (2010), vietéjiem likumiem un politiku, kas attiecinama uz
zinatniskajiem meérkiem izmantoto dzivnieku aizsardzibu. Dzivnieku protokolus Sim
pétjjumam apstiprinaja Partikas un veterinara dienesta Dzivnieku &tikas komiteja (Riga,
Latvija). Dzivnieki tika turéti polipropiléna biiros (5 zurkas viena buri) ar partiku (R70,
Lantménnen, Zviedrija) un @ideni ad libitum. Dzivnieki tika turéti kontrolétos laboratorijas
apstaklos ar temperatiiru 23 + 1° C, mitrumu 55-60 %, ievérojot 12 stundu gaismas un tumsas

ciklu.

2.2. Vielas

Maksligais cerebrospinalais Skidrums (artificial cerebrospinal fluid, aCSF) tika
pagatavots ex tempore. Diazepama sSkidums (5 mg/mL) tika iegadats no AS “Grindeks”
(Latvija). No Sigma-Aldrich (ASV) tika iegadati sekojoSie reagenti: 3,3'-diaminobenzidins
(DAB, D5905) un STZ (S0130). Vara sulfats (102790) un natrija citrats (106448) tika iegadats
no Merck-Millipore (ASV).

2.3. Antivielas

Tika izmantota anti-GFAP antiviela (G3893) (Sigma-Aldrich, ASV), anti-GAD67
antiviela (sc-28376) (Santa Cruz Biotechnology, ASV) un ExtrAvidin sekundaras pelu
antivielas un peroksidazes krasosanas kits (EXTRA2-1KT).
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2.4. Eksperimenta dizains

Zurkas tika randomizéti iedalitas viend no se§am grupam un intraperitoneali (ip) sanema
fiziologiska Skiduma (1 mL/kg) vai diazepama (0,05 un 1 mg/kg) injekcijas. Grupas bija
sekojosas (viena grupa — 10 dzivnieki):

1. ip fiziologiskais $kidums un icv aCSF (kontrole);
2. ip fiziologiskais skidums un icv STZ;
3. ip diazepams 0,05 mg/kg un icv aCSF;
4. ip diazepams 1 mg/kg un icv aCSF;
5. ip diazepams 0,05 mg/kg un icv STZ;
6. ip diazepams 1 mg/kg un icv STZ.
Fiziologiska skiduma vai diazepama ievadiSana tika veikta 3 dienas p&c kartas pirms icv

fiziologiska Skiduma vai aCSF injekcijam, ka ari 5.-22. eksperimenta dienas.
2.5. Paraugu sagatavoSana

Pirms smadzenu grieSanas tas iznem no antifriza Skiduma (sukroze, etiléna glikols, natrija
fosfata Skidums) un vismaz 24h notur 30% sukrozes Skiduma 4°C krioprotekcijas
nodro$inasanai. GrieSanai nepiecieSamos smadzenu audus pielimé uz platforminas, izmanto jot
Jung Tissue Freezing Medium audu limi un grieZ kriostata temperatiaira aptuveni -22°C 30 um
biezuma. Paraugus uzglaba 6 x 4 platités antifriza Skiduma, katra bedrite uzglabajot 3 secigus

griezumus.
2.6. Antivielu imanhistokimiska analize

Audus skalo ar PBS-T buferi (aptuveni 20 ml uz vienu traucinu) 3 reizes pa 15min.

Lai atsegtu specifiskas antivielu saistiSanas vietas un uzlabotu paraugu iekrasosSanas
kvalitati, paraugus karsé 95° C tidens vanna citrata bufera skiduma (pH 6) 10 min, tad istabas
temperatiira atdzesé 20 min.

Blok&sanu veic ar 5 % BSA (Bovine albumine serum) PBS-T buferi 30min istabas t°, lai
noverstu nespecifisku antivielu saistiSanos.

Inkubg ar primaro antivielu ar atskaidijumu 1:500 uz kratitaja (Biosan PSU-10i) istabas
temperatiira uz nakti. Veic paraugu inkub&Sanu ar attiecigo sekundaro antivielu atskaidijuma
1:1000 2h istabas temperattira. Paraugus skalo ar PBS-Triton buferi 3x15 min.

Veic paraugu krasoSanu vispirms ar 3,3 -diaminobenzidinu (DAB) 1-3 min.
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Paraugu krasosanu ar DAB veic 3 miniites, tad paraugus skalo 20 ml 0,05 M natrija
fosfata bufert.

Veic paraugu krasoSanu ar hemotoksilinu 1 min, kas iekraso parauga esoSo Stnu kodolus
viegli violeta krasa.

Paraugus vairakkartigi skalo 0,05 M natrija fosfata bufert.

Katram markierim tika piemérots visprecizakais imunohistokimiskas analizes protokola
veids, lai p&c iesp€jas uzlabotu interpret€jamo rezultatu precizitati un ticamibu. Katram
markierim tika veikta arT negativa kontrole, lai parliecinatos, ka eksperiments tika veikts precizi

un primara antiviela ir specifiska.

2.7. MikroskopéSana un attélu uznemsana

Atteli tika uznpemti, izmantojot sken&joSo mikroskopu Pannoramic Midi.
PriekSmetstiklini tika Sifréti pie bildeéSanas un visiem tika izmantots vienads apgaismojums un
kameras iestatfjumi. Visi attéli tika uzpemti ar 200x palielinajumu. Atteli tika analizéti,

izmantojot Image J programmu.

2.8. Statistiska analize

Statistiskai datu apstradei tika izmantota GraphPad Prism® 6 programma (ASV).
Kvantitativie imtnhistokimijas dati tika analizéti, izmantojot vienfaktora ANOVA testu ar
Fisera LSD péctestu. Rezultati tika att€loti ka vidgjas vertibas + standartklidas (Mean *

S.E.M.). Rezultati tika uzskatiti par statistiski ticamiem, ja P vértiba bija mazaka vai vienada ar

0,05 (P < 0,05).
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3. REZULTATI

Saja darba STZ izraisitaja AS modeli zurkam ar ip ievaditu selektivu GABAA agonista
diazepama terapiju maza (0,05mg/kg) un vidgja (0,1 mg/kg) deva merkis bija noteikt divu
markieru ekspresiju ex vivo zurku smadzenu hipokampa un garoza. Neiroiekaisuma pétisanai
tika noteikts astroglijas GFAP, savukart, lai noskaidrotu GABAergiskas sistémas stavokli, tika
noteikts GABA sintézes enzims GADG67.

Imunhistokimijas analizes gaita tika ieveroti visi precizitates prieksnoteikumi - tika
ieverota personiga un virsmu higiéna, buferS§kidumu un antivielu uzglabasanas nosacijumi, tika
veikta negativa kontrole visam antivielam, lai noveérstu nespecifisku antivielu saistiSanos ar
proteinu. Eksperimenti ar paraugiem tika veikti vairakas reizes, lai parliecinatos par rezultatu

patiesumu.

3.1. Diazepama devu ietekme uz GFAP blivumu garoza un

hipokampa

STZ bitiski ietekméja astrocitus, sekméjot to aktivaciju, ko var€ja noverot ar izteiktu
GFAP ekspresijas pieaugumu garoza un hipokampa. Imiinhistokimiskas analizes gaita tika
noteikts, ka diazepama abas devas (0,05 un 1 mg/kg) samazina GFAP ekspresiju garoza un
hipokampa, salidzinot ar slimibas (STZ) grupu, kur astroglija bija aktivéta, mazinot

neiroiekaisumu.
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7.att. GFAP ekspresijas izmainas garoza

(A) Vizuali ir redzams, ka slimibas modela grupa (STZ) astrociti ir aktivéti un vairak izteikti

neka kontroles grupa.

(B) Ir novérojama statistiski ticama atSkiriba starp kontroles un STZ grupu (**P < 0,01), kas
norada uz STZ spgju izraisit neiroiekaisumu garoza. Ir novérojama statistiski ticama at$kiriba
arT starp grupam DZP 0,05 + STZ un DZP 1 + STZ salidzinajuma ar STZ grupu (##P < 0,01 un
#P <0,05), kas norada uz diazepama efektu mazinat neiroickaisumu gan pie devas 0,05 mg/kg,

gan pie devas 1 mg/kg. Izmantotais palielinajums attéliem 200x.
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GFAP blivums

e

8.att. GFAP ekspresijas izmainas hipokampa (CA1 regions)

(A) Lidzigi astroglijas ekspresijai garoza, redzams, ka STZ grupa astrociti ir aktivéti un vairak
izteikti neka kontroles grupa.

(B) Ir novérojama statistiski ticama atSkiriba starp kontroles un STZ grupu (***P <0,001), kas
norada uz STZ spgju izraisit neiroiekaisumu ar1 hipokampa. Ir novérojama statistiski ticama
atSkiriba grupas DZP 0,05 + STZ un DZP 1 + STZ salidzinajuma ar STZ grupu (#P < 0,05 un
##P < 0,01), kas norada uz diazepama pozitivo efektu neiroickaisuma mazinasana, lietojot abas

devas. Izmantotais palielinajums attéliem 200x.
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3.2. Diazepama devu ietekme uz GADG67 blivumu garoza un hipokampa

STZ ietekmeja GAD67, samazinajot tas ekspresiju. Iminhistokimiskas analizes gaita tika
noteikts, ka diazepama abas devas (0,05 un 1 mg/kg) palielina GAD67 ekspresiju garoza un

hipokampa, tada veida veicinot GABA sint&zi.

GADé67 blivums
g & 8 8

9.att. GADG67 ekspesijas izmainas garoza

(B) Ir novérojama statistiski ticama atskiriba starp kontroles un STZ grupu (*P < 0,05), kas
norada uz STZ sp&ju samazinat GAD67 ekspresiju garoza. Ir statistiski ticama atskiriba starp
arstéSanas grupam ar abam diazepama devam un STZ grupu (#P < 0,05 un #P < 0,05), kas
nozimé, ka abas diazepama devas sp&j palielinat GAD67 blivumu, tada veida veicinot GABA

sint€zi. Izmantotais palielinajums attéliem 200X.
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10.att. GAD67 ekspresijas izmainas hipokampa

(B) Ir novérojama statistiski ticama atSkiriba starp kontroles un STZ grupu (**P < 0,01), kas
norada uz STZ sp&ju samazinat GAD67 ekspresiju hipokampa. Ir statistiski ticama atSkiriba
starp arsté€Sanas grupam ar abam diazepama devam un STZ grupu (##P < 0,05 un ##P < 0,05),

kas nozime, ka abas diazepama devas spg€j palielinat GAD67 blivumu, tada veida veicinot

GABA sintézi.
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4. DISKUSIJA

Vairakas AS arst&Sanas terapijas ir pétitas un pielietotas klinika. Sobrid AS slimniekiem
parasti tiek izrakstits NMDA receptoru antagonists memantins un AchEi (donepezils,
galantamins un rivastigmins) monoterapija vai kombinacija, toties Sie medikamenti tikai
samazina simptomus, bet nespgj preventét slimibu un apturét tas progresésanu. Tapec dazadas
zalu vielas tiek pétitas, mekl€jot jaunu potencialu terapiju, kas butu versta ne tikai uz
simptomatisku arstéSanu, bet arm uz neiroiekaisuma mazinaSanu, neirotransmiteru sist€mu
disbalansa noverSanu un kopuma AS preventéSanu.

Vairakos pétijumos tika apskatiti BZD efekti. Retrospektivo pétijumu rezultati liecina, ka
kumulativa BZD lietoSana ilgak par 3 méneSiem var palielinat demences risku, ka art BZD ar
ilgaku eliminacijas puslaiku varétu biit viskaitigaka iedarbiba, negativi ietekméjot kognitivas
sp&jas [Billioti de Gage et al., 2012]. IlgstoSa arstéSana ar BZD veseliem cilvékiem ir saistita
ar paaugstinatu atkaribas un abstinences sindroma risku, savukart demences pacientiem ir
noveroti arT kognitivie trauc€jumi un vairakas blakusparadibas, pieméram, amnézija, apjukums,
sedacija, ka arf citas nevélamas zalu blakusreakcijas [Defrancesco et al., 2015].

Diazepama efekti dzivnieku modelos pie dazadiem patologiskiem stavokliem ir apskatiti
vairakos p&tijumos. Umeda et al. p&tfjuma tika izveidoti jauni pelu modeli, ievietojot (knocking-
in) Osaka mutaciju, kas ir saistita ar paaugstinatu AP oligomerizaciju, endogéna peles APP.
Izveidoti homozigoti, heterozigoti un netransgéni (non-knockin) metieni tika pé&titi un
salidzinati atminas testos, neiropatologija un sinaptiskaja plasticitaté. Homozigotiem novéroja
atminas pasliktinaSanos 4 ménesSu laika, savukart heterozigotiem tie neparadijas pat 8§ ménesu
laika. Imiinhistokimiskas un biokimiskas analizes atklaja, ka tikai homozigotos péc 8 ménesiem
paradijas AP oligoméru intraneironala akumulacija, kam sekoja patologiska t fosforilésanas,
sinapSu zudums, glijas aktivacija un neironu zudums. Ta ka APP tika pieradita ietekme
GABAergisko sinap$u veido$ana, novérota GABAergiskas sisteémas hipoaktivacija varétu biit
saistita ar APP funkciju traucgjumiem, ko, iespjams ir izraisjjusi Osaka mutacija. AP
produkcija tika noveérota atkariba no neironalas aktivitates, un, ta ka GABA ir inhibg&joSais
neirotransmiters, tika izvirzita hipotéze, ka GABAergiskas sistémas hipoaktivacija varétu
izraisit nenormalu neironalo aktivaciju un tada veida sekmét AP veidoSanos un akumulaciju.
Tapeéc GABA agonisti varétu preventét AP akumulaciju homozigotos. Lai parbauditu So
hipotézi, diazepams per 0s tika administréts homozigotiem deva 2 pug diena no 6 ménesu
vecuma, un talak tika parbaudita to atmina, ka arT vélak AP patologija 8 ménesu vecuma.
Diazepama terapija uzlaboja atminu, inhib&ja AP oligoméru uzkraSanos un sinapSu zuduma

procesu, bet neietekm&ja parvalbumina pozitivos GABAergiskos neironus dentate gyrus
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homozigotos. Rezultati liecina, ka AP uzkraSanas pelém ar Osaka mutaciju ir atkariga no
agrinas GABAergiskas sistemas hipoaktivacija un diazepams varétu uzradit pozitivos efektus
Saja modeli [Umeda et al., 2017].

Béracochéa et al. pétijuma mérkis bija pieradit diazepama ietekmi uz hipokampa
glikokortikoidu koncentraciju, ka arT hipokampa atkarigo atminu vid€ja vecuma pelém pie
aktta stresa. Atkariba no diazepama devas (0,25-0,5 mg/kg) dzivniekiem (28-35 g) tika
novérota samazinata kortikosterona koncentracija hipokampa un uzlabota hipokampa atkariga
atmina. Savukart vislielaka diazepama deva (1,0 mg/kg) izraisjja hipokampa kortikosterona
koncentracijas samazinasanos, kas bija lielaka, salidzinot ar to, ko konstatgja, lietojot divas citas
diazepama devas, toties samazinaja hipokampa atkarigas atminas efektivitati. Kopuma S$is
petijums paradija diazepama sp&ju atjaunot hipokampa atkarigo atbildi pret stresu, kas ir saistita
ar kortikosterona koncentraciju, vidéja vecuma dzivniekiem, ka ar1 nelielas devas uzlabot
hipokampa atkarigo atminu [Béracochéa et al., 2011].

Bibolini et al. p&tijuma ar diazepamu tika pétita ta ietekme uz eksperimentala autoimiina
encefalomielita (EAE) attistibu. Diazepama ievadiSana ip devas 0,05 vai 0,1 mg 6 dienu laika
6. vai 11. diena péc EAE indukcijas izraisija ievérojamu slimibas biezuma un histologisko
pazimju samazinasanos. Tika noverota ar1 samazinata celulara reaktivitate un antivielu atbildes
reakcija pret encefalitogéno mielina pamatprotenu. Papildus diazepama iedarbibai uz
autoimiino un iekaisuma atbildes reakciju tika novérota pozitiva ietekme uz neirotransmisiju.
Diazepama arst€Sanas terapija inhib&ja glutamata izdaliSanas samazinajumu prieks¢jas garozas
sinaptosomas EAE dzivniekiem. P&tjjuma dati liecina par to, ka GABAergiskas sistémas
potenceésana ar diazepamu spé&j uzlabot stavokli pie EAE [Bibolini et al., 2011].

Saja pétijuma tika pétits diazepama mazas un vidéjas devas ietekme uz neiroiekaisuma
markiera ekspresijas blivumu un GABA sintézes enzima ekspresijas blivumu hipokampa un
garoza zurkam, kuram ar STZ tika nomodoléta AS. Gan 0,05, gan 1 mg/kg diazepama deva
uzradija sp&ju mazinat astroglijas aktivaciju un neiroiekaisumu, ka arT palielinat GABA sintézi.
Kopuma no §1 petjjuma var secinat par diazepama labvéligo ietekmi uz STZ izraisito AS

dzivnieku modeli.
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5. SECINAJUMI

. STZ var tikt veiksmigi pielietots petjumos AS modeléSanai dzivniekos, jo tas sp€j izraisit
AS lidzigus patofiziologiskus procesus, aktivéjot astrogliju un veicinot neiroiekaisumu, ka
ari samazinot GADG67 limeni un GABA sintézi smadzenu strukttras (hipokampa un
garoza).

Diazepama divas devas (0,05 un 1 mg/kg) sp&j samazinat GFAP ekspresiju garoza un
hipokampa, tada veida noversot astrocitu hiperaktivaciju un neiroiekaisumu.

. Diazepams abas devas sp&j palielinat GAD67 ekspresiju gan garoza, gan hipokampa, tada
veida sekméjot GABA sintézi un normaliz&éjot GABAergiskas sistémas neirotransmisiju.

. Kopuma no §1 pétijuma var secinat par GABAa agonista diazepama sp&ju maza un videja
deva mazinat toksina STZ izraisito neiroiekaisumu un GABAergiskas sistémas disbalansu,

palielinot GABA sintézi.

39



Pateicibas
Patiess paldies darba vaditajai Mg. pharm. Karnai Narbutei par ideju bakalaura darbam,

par iesp&ju iepazities un apgit imunhistokimijas metodi, iesp&ju piedalities dzivnieku

uzvedibas testos, ka ar1 par atbalstu visa bakalaura darba tapsanas laika.
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