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ANOTACIJA

Darba mérkis bija noskaidrot GABAA agonista muscimola mazo devu ietekmi uz Zurku
atminu icv STZ AD tipa modeli. Lai noteiktu zurku iemacisanos un atminu, tika veikti idens
labirinta trenintesti un finala tests. Rezultati rada, ka icv STZ ievade zurkam izraisTja telpiskas
atminas traucgjumus. Muscimols abas devas (0,01 un 0,05 mg/kg) aizsargaja zurkas no STZ
izraisitiem efektiem iidens labirinta testa, uzlabojot to telpisko atminu, iemaciSanos un
lokomotoro aktivitati. legutie dati lauj secinat, ka muscimola mazo devu potencials ir
intrig€joss jauno anti-AD terapiju izp&te un, ka biitu nepiecieSama muscimola hronisko efektu
izp@te minétaja modelt.

Atslégvardi: Alcheimera slimiba, GABA, muscimols, streptozocins, iidens labirinta

tests



ANNOTATION

The aim of this work was to detect GABAA agonist muscimol low dose effects on rat
memory in icv STZ AD-type model. To determine rat learning and memory, Morris water
maze test has been implemented. Results showed that icv administration of STZ impaired
spatial memory in rats in training tests and memory in probe trial. Administration of
muscimol at both doses (0.01 mg/kg and 0.05 mg/kg) protected against the STZ-induced
effects in main training tests and probe trial, improving rat spatial memory, learning and
locomotor activity. Obtained data suggest the great potential and necessity of muscimol
research in anti-AD therapies and the need for a study of muscimol effects after chronic
administration in the current model.

Keywords: Alzheimer’s disease, GABA, muscimol, streptozocin, Morris water maze
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APZIMEJUMU SARAKSTS

T tau proteins

2TCD otra tipa cukura diab€ts

AP amiloida-p peptids

ACh acetilholins

AChE acetilholinesteraze

ACI acetilholinesterazes inhibitori

aCSF maksligs cerebrospinalais Skidums (artificial

cerebrospinal fluid)

AD Alcheimera slimiba (Alzheimer's disease)
APP amiloida prekursora proteins

ATF adenozintrifosfats

Caz2+ kalcija joni

ChAT holinacetiltransferaze

Cl- hlora joni

GABA y-amino-sviestskabe (y-Aminobutyric acid)
GAPDH gliceraldehid-3-fosfata dehidrogenaze

icv intracerebroventrikulari

i.p. intraperitoneali

IGF insulinam lidzigais augsanas faktors (insulin-like

growth factor)

Mg2+ magnija joni

MWM tidens labirinta tests (Morris water maze)

MTDL uz multimérkiem CNSSiinas orientétie ligandi

NFT neirofibrilari mezgli (Neurofibrillary tangles)

NMDA N-metil-D-aspartats

PSEN1 presenilins 1

PSENZ2 presenilins 2

ROS reaktivas skabekla formas (reactive oxygen
species)

STZ streptozocins



IEVADS

AD ir 1&ni progres€josa slimiba, kas ar katru gadu klust arvien izplatitaka. Visa pasaulé
apm&ram 36 miljoniem cilvéku ir demence, ka arT katru gadu tiek diagnosticets vidgji 4,6
miljonu pacientu ar AD. Ta ir neirodegenerativa slimiba, kas visbiezak paradas gados
vecakiem cilvekiem. Galvenokart ta izpauzas ka atminas traucgumi, izmainas uzvediba un
nesp&ja pasam par sevi pariipéties. Tadgjadi cilvekiem ar AD arvien vairak izmainas vinu
ikdiena I1dz vini klast atkarigi no citiem. AD ir loti liela ietekme ne tikai uz slimnieku, bet art
uz ta aprupétajiem. Biezi vien tie ir slimnieku radi, draugi vai gimenes locekli, kuriem tas ir
loti nogurdino$s un emocionali smags slogs.

Uz doto bridi AD nevar izarstet vai apturét tas progres€Sanu, tacu ir iesp&jama
simptomu mazinasana. Tap&c visa pasaulé notiek p&tijumi un tiek mekl&tas arvien jaunas
metodes, kuras spétu apturét AD, atjaunot smadzenu Stinas vai noverst §1s slimibas raSanos.

Ta ka ir zinams, ka pie AD notiek glutamatergiskas sist€mas parlieku liela aktivacija,
kura veicina neiroiekaisumu un neirodegeneraciju, tad visas 1idz§ingjas terapijas ir mérkéetas
uz aktivgjoso sisttmu. Tomer p&dgja laika arvien vairak tiek runats par GABA lomu AD un
inhibitoras sist€émas regulaciju.

ST darba merkis bija noskaidrot GABAA agonista muscimola ietekmi uz zurku atminu
AD tipa modeli, kuru izraisTja intracerebroventrikulara (icv) streptozocina (STZ) ievadiSana.

Lai varétu sasniegt doto mérki tika izvirziti $adi darba uzdevumi:

1. Izveidot AD tipa modeli zurkam, ievadot tam icv STZ;

2. Optimizgjot nosacijumus, pielietot iidens labirinta testu;

3. legtt treninu dienas datus par zurku izb&gSanas latenci un finala testa - Zzurku

pavadito laiku kvadranta, kura ieprieks bija platforma, platformas zonas SkérsoSanas
skaitu un peldésanas atrumu.

4. Veikt iegiito datu analizi.



1. LITERATURAS APSKATS

1.1. Alcheimera slimiba un tas etiologija

Demence ir iegits sindroms, ko raksturo atminas zudums vai tas pasliktinasanas, ka ar1
traucjumi citds kognitivajas funkcijas. Ta parada personas intelektualo funkciju
pasliktinasanos, kas ir pietickami, lai traucétu individa ikdienas darbaspgjas. Vislielakais
demences c€lonis ir Alcheimera slimiba (A/zheimer’s disease, AD), jo uzskata, ka ta ir
iesaistita apméram 60 — 70% gadijumos (Barker et al., 2002).

Kliniski AD simptomi parasti paradas péc 65 gadiem un pacientiem klistot vecakiem,
to biezums pieaug. Sie AD gadijumi biezi tiek apziméti ka ,,sporadiski” vai ,,vélini”. AD
iedala divas formas: sporadiska vai velina un iedzimtaja. Sporadiska AD ir saistita ar >99%
gadfjumu. Ari genétiskie faktori veicina sporadiska AD attistibas risku. ledzimta AD forma
sastada ap 1% no visiem AD gadijumiem un tiek parmantots autosomali dominanta veida.
Saja AD forma kliniskie simptomi iestdjas jau 30 — 40 gados (Levy et al., 1990; Van
Broeckhoven et al., 1990; Goate et al., 1991). Ap 75 gadiem 25 — 30% individu jau uzrada
bitiskus Alcheimera tipa smadzenu bojajumus (Price at al., 2009).

Lai varetu diagnosticét AD, ir jabit kliniskiem pieradijumiem, ka pacientam ir atminas
zudums un pasliktinaSanas vismaz viena cita kognitivaja funkcija, ka ari trauc€jumiem
socialajas vaidarba funkcijas. AD jabut diferencétam no citiem demences c€loniem:
Vaskulara demence, demence ar Levi kermeniSiem, Parkinsona slimiba ar demenci,
frontotemporala demence un atgriezeniskas demences. Atkariba no ta, kada vieta smadzengs
ir skarta, sakuma kliniskaja aina var sagaidit ievérojamu mainigumu (Braak et al., 20006).

Diemzel ista AD ir nerimstoS$i progresiva, par spiti visam pieejamam terapijam. Sakuma
maniga atminas pasliktinasanas vairaku méneSu un gadu laika parveérSas par dezorientaciju,
personibas un saprata disfunkciju, runas anomalijam, un apraksijam, ka ar1 citiem
simptomiem (Castellani et al., 2010).

Bitiska AD iezime, individa kognitivo sp&ju pasliktinaSanas, ir ar manigu sakumu
vairaku ménesu laika, kam seko pakapeniska, tacu nerimstosa attistiba lidz smagai demencei.
AD demences laiks ir apméram 7 — 10 gadi, [idz slimiba nenovérSami beidzas ar individa
navi. Trauc€ta nesena atmina parasti ir AD sakuma simptoms, tacu citi kognitivie defekti, tadi
ka parmainas uzmaniba un problému risinasanas sp&jas, ar1 parasti ir klatesoSi. Demencei
attistoties biezi ir noveérojami valodas trauc€jumi, vizualizacijas griitibas, izpratnes zudums,

un personibas parmainas (darbibas partraukSana, samazinata iniciativa, dazreiz ar1 depresija).



Lai gan tuvi piederigie un draugi zina, ka skarta individa kognitivas funkcijas ir
pasliktinajusas, vin$ biezi vien turpina aktivitates sabiedriba (arm mehaniska transportlidzekla
vadiSanu) un var pats par sevi partpéties, tacu vairs ne tik labi ka agrak. Tapéc ST persona
nepazistamiem cilvékiem var likties ,,normala”. ST viegli izteikta AD demences agrina stadija
parasti ilgst 2 — 5 gadus. M@rena stadija raksturojas ar acimredzamam atminas gratibam
(ieskaitot ilgtermina atminu) un citam kognitivajam funkcijam, ieskaitot nesp&ju patstavigi
stradat sabiedriba. Traucétas ir ar1 sp&jas veikt dazadus majas darbus, tapec pat parastam
ikdienas darbibam (apgerbsanas, mazgasanas, kopSana) ir vajadziga uzraudziba vai palidziba.
Pie smagas stadijas Alcheimera demences individi ir pilniba atkarigi no aprupétajiem visas
ikdienas dzives darbibas, ka art pie progresgjosas slimibas biezi kliist m&mi, nesp&jigi staigat,
un nespégj norit vai kontrolet sava urinptsla un zarnu funkcijas. Tapéc AD ir liels ekonomisks

un socials slogs pacientu tuviniekiem un apriipétajiem (Holtzman et al., 2011).

1.2. Alcheimera slimibas patogenéze

1.2.1. Amiloida-beta peptidu nogulsnésanas

Lai gan precizi AD attistibas mehanismi nav zinami, raksturojot slimibas patologisko
procesu, makroskopiska ItmenT ir novérojama liela smadzenu atrofija. Mikroskopiska Itment,
raksturigakas S§is slimibas iezimes ir amiloida platnites un neirofibrilarie mezgli (divas
klasiskas iezimes), ka ar1 plaSs neironu zudums. Amiloida platnites ir molekulu uzkrajumi
smadzenu arpus$inu telpa (Fischer, 2009). So platniu galvenais proteinu komponents ir
amiloida- peptids (AP), 38 — 43 aminoskabju gar$ peptids, kas rodas no daudz lielaka
proteina — amiloida prekursora proteina (APP), kura izoformas var biit 695 — 770 aminoskabju
garas (Golde et al., 2000; Hardy, Selkoe, 2002). Lai gan APP funkcijas normala organisma uz
doto bridi vél nav skaidras, pétijumos ir noskaidrots ka veidojas AP. APP tiek saSkelts
noteikta garuma sekvences, ko veic divas ar membranu saistitas endoproteazes — - un y-
sekretaze (Selkoe, 2001). ArpusSinu AP platnites atrodas lielakaja dala AD individu
smadzengs un veicina neironu zudumu tadas vietas, ka smadzenu garoza un hipokamps
(Braak, Braak, 1998). Papildus tam AP platnites izraisa paaugstinatu oksidativo stresu
(Mattson, 2004), izmainas kalcija jonu homeostaze (Alberdi et al., 2010) un ekscitotoksicitati,
kura veicina gan no apoptozes atkarigus, gan neatkarigus $tinu naves mehanismus (Hynd et
al., 2004). Ieksa platnites pats AP atrodas neskistosu skiedru un oligoméru veida (kayed et al.,
2003). Sis ,,neiritiskas” platnites izvietojas apkart pietiikusiem, degenergjusiem aksoniem un
dendritiem. Vietas, kas apnem neiritiskas platnites, notiek ar1 glijas iekaisums jeb glioze ar
hipertrofiju un izmainam morfologija, ka ari astrocitu un mikroglijas (centralas nervu sist€émas
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imunas §tnas) proliferacija. Ir zinams, ka glijas Stinas veic aizsardzibas funkciju smadzengs,
tacu aktivetie astrociti arT sp&j norobezot neiroiekaisuma perékli, ta veicinot divejado darbibu
- ne tikai veicinot smadzenu bojajumus, bet ar1 apturot to izplatiSanos (McGeer, McGeer,
1995; Lucin, Wyss-Coray, 2009).

Jaunakajos pétijumos ir atklats, ka A ierosina traucéjumus ari GABAergiskas sist€émas

darbiba. (Krantic et al., 2012)

1.2.2. Tau proteina fosforileSanas traucejumi

Otra klasiska AD iezime ir hiperfosforiléta proteina tau (t) intracelularo formu
deponéSanas neironos. Nervu §tinu kermeniSos, ka arl to izaugumu specifiskos smadzenu
rajonos tas attistas neirofibrilaro mezglu (Neurofibrillary tangles, NFT) un neiropila
pavedienu veida, izraisot neiritisko distrofiju (Braak, Braak, 1997). Neironu $tinu kermeni un
neiropila pavedieni (neironu izaugumos) ir intracelularas struktiiras, kuras parsvara sastav no
hiperfosforiléta (sakopota), mikrocauruli$u saistoSa t proteina (Goedert et al., 1988; Grundke-
Igbal et al., 1986). Tau tiek sintez&ts un razots visos neironos un tiek atrasts arf glija. Normala
organisma 1 darbojas saistoties ar tubulinu (proteins, kas veido citoskeleta mikrocaurulites
tadgjadi uzturot Stnas struktliru) un stabiliz§jot mikrocaurulites. Tomér AD 1t tiek
hiperfosforiléts, tad §1 T forma spé&j atdalities no mikrocaurulitém un pasagregéties, veidojot
$tinu kermenisos NFT un distrofiskus neiritus. Sajos agregantos ir augsts AP platnisu saturs
(Kidd, 1963; Lee et al., 1991). Dati ierosina, ka neirofibrilara patologija veicina neironalo
disfunkciju un korelé ar AD klinisko attistibu. Genétiskie, bioktmiskie un neirobiologiskie
petijumi ierosina, ka tieSi agregacijai, konformacijas mainai un AB dazado formu veidoSanai
ir galvena loma AD patogenézes ierosinasana, ka arT tieSi bojajot smadzenes, tiek veicinata
kognitiva pasliktinasanas un demences attistiba (tacu, iesp&jams, ka ir ari citas papildus
parmainas, kuras var blit gan saistitas, gan neatkarigas no AP). Ir pieradijumi, ka t patologija
veicina AD klinisko attistibu; tas ir visticamak dalgji saistits ar AP darbibas mehanismu, tacu

pie AD drosi vien ir arT t saistiti smadzenu bojajumi, kas ir neatkarigi no AB (Small, Duff,
2008).



1.2.3. Beta un gamma sekretazes

No amiloida prekursora proteina saskelSanas ar - un y-sekretazém rodas B-amiloida
peptids. Uzskata, ka tas izraisa neironu navi un demenci AD. B- un y-sekretazu daudzumi
palielinas jutigas smadzenu vietas pie AD, tacu 81 procesa darbibas mehanisms nav zinams
(Pluta et al., 2013).

B-Sekretaze saskel amiloida prekursora proteinu pie B-amiloida peptida N-gala. ST
proteaze izpauzas neironu un glijas Stinas. Individiem ar AD [-sekretazes daudzums,
aktivitate un tas produkti platnités ir palielinati (Colciaghi et al., 2004). Papildus, parmainas
B-sekretazes ekspresija un aktivitate norada uz transkripcijas un/vai translacijas kontroli par -
sekretazes ekspresiju smadzenés (Rossner et al., 2006). B-Sekretaze un amiloida prekursora
proteini izmanto lidzigus parvietoSanas celus un atrodas endosomas, tadgjadi nodroSinot
optimalu B-sekretazes aktivitati. Tam visam seko ieverojama ieksStinu B-amiloida peptida
paliclinasanas, ka ari funkcionalas un morfologiskas apoptotiskas neironu naves pazimes
(Tabaton, Tamagno, 2007).

v-Sekretaze ir iekSmembranu proteazes komplekss, kas sastav no Cetriem biitiskiem
membranas proteiniem — anterior pharynx-defective 1 (aph-1), presenilina pastiprinatajs 2
(presenilin enhancer 2, pen-2), nikastrins un presenilins. Aph-1, pen-2 un nikastrins darbojas
ka y-sekretazes transportieri, un tie identific€ proteazes substratus. Presenilins kompleksa ir ka
katalitiski aktiva y-sekretazes sastavdala. y-Sekretaze saskel daudzus 1. tipa membranas
proteinus, ieskaitot Notch receptoru (Arumugam et al., 2006), amiloida prekursora proteinu
(Tabaton, Tamagno, 2007) un zema blivuma lipoproteinu receptora saistitu proteinu
(Polavarapu et al., 2008). y-Sekretaze ir svariga ar to, ka Sis enzimatiskais komplekss atbild
par amiloida prekursora proteina saSkelSanu, no ka, savukart, veidojas pf-amiloida peptids —
viens no galvenajiem amiloido platniSu komponentiem AD (Heneka, O’Banion, 2007).
Presenilins ir iesaistits dazados procesos, ieskaitot, ietekmi uz kalcija un glutamata
homeostazi un Stnas navi (Pluta et al., 2009). Jaunakie dati rada, ka mikroglijas $tinas un
astrociti uzradija parmeérigu presenilina unnikastrina ekspresiju péc smadzenu bojajumiem

(Nadler et al., 2008).

1.2.4. Oksidativais stress

Oksidativais stress un tada veida bojajumi, ka protetnu, lipidu un DNS oksidésanas, ir
cieSi saistiti ar AD veidosanos (Nunomura et al., 2006). Par oksidativo stresu uzskata

izmainas lidzsvara starp reaktivo skabekla radikalu (ROS) veidoSanos un antioksidativo



aizsargspéju, kas atbild par ROS aizvakSanu no organisma. Uzskata, ka tam ir milzu loma ar
vecumu saistita neirodegeneracijas procesa un kognitivo funkciju panikuma (Harman, 1981).
ROS un reaktivie slapekla radikali (RNS), ieskaitot superoksida radikali (O2”), Gidenraza
peroksidu (H202), hidroksilradikali (OH), un citus, veicina dazadu cilvéka degenerativu
slimibu patogenézi (Jung et al., 2009). Atseviski antioksidanti sp&j konvertét brivos radikalus
par mazak toksiskiem savienojumiem, tomeér, kad ROS parsniedz organisma antioksidativo
sp&ju kapacitati patologijas, novecosanas vai metabolisku vajadzibu dgl, rodas oksidativais
stress un izraisa organisma biologisku disfunkciju (Yu, 1994)

peroksidaciju veidojot lipidu peroksidacijas produktus. ROS parveido lipidus un AD pacientu
smadzengs ir loti stipras korelacijas starp lipidu peroksidu formam, antioksidantu enzimiem,
vecuma platnittm un NFT. Ir pieradits, ka lipidu peroksidacija ir viens no iemesliem
membranu sarukSanai AD, jo tas sastava ir fosfolipidi (Markesbery, 1997).

DNS bazes ar1 paklaujas oksidativajam stresam un ir pieradits, ka AD smadzengs ROS
inducg kalcija jonu ieplGisanu caur glutamata receptoriem, kas ir sakums ekscitotoksicitates
pirmajam solim un noved pie $tnu naves. DNS un RNS oksidéSanas laika paaugstinas 8-
hidroksi-2-dezoksiguanozina un 8-hidroksiguanozina Ilimeni. Tie ir DNS oksidéSanas
produkti, kuri parsvara atrodas AP platniteés un NFT, ka arT kalpo par oksidativa stresa
markieriem. Paaugstinatie DNS pavedienu parravumu daudzumi AD smadzenés agrak tika
uzskatiti par apoptozes procesa beigu produktiem, tacu arvien vairak tiek pieradits, ka pie
vainas ir oksidativais stress un tas saskan ar brivo karbonilgrupu pieaugumu neironu kodolos
un glija AD (Nunomura et al., 2001).

Galvenais iemesls, kapéc mitohondrialie trauc€jumi ietekme& AD attistibu, ir to spgja
aizsakt divus Kkaitigus procesus: brivo radikalu veidoSanos un energijas resursu
samazinasanos. Galvena ROS veidoSanas vieta ir mitohondriji (Castellani et al., 2002).
Pastavigi mitohondriju traucjumi AD ieklauj trauc€jumus elektronu transporta keéde, kuri
piedalas brivo radikalu veidosana un vairaku oksidativa metabolisma enzimu iztrikumus. Sie
enzimi ir o-ketoglutarata dehidrogenazes komplekss un piruvata dehidrogenazes komplekss.
Tie ir iesaistiti Krebsa cikla un citohroma oksidazes procesos. Citohroma oksidaze ir
termindla enzims mitohondriju elpoSanas k&dé un tas atbild par molekulara skabekla
reducésanu (Cottrell et al., 2001). Ir zinots, ka péc naves citohroma-c oksidazes aktivitate ir
zemaka neka normali smadzenu garoza, hipokampa un platniteés AD smadzenés (Mutisya et
al., 1994). Tas ir saistits ar samazinatu mesendzera RNS (mRNS) molekulu ekspresiju AD
pacientu smadzenés (Parker, Parks, 1995). Mitohondriju funkcionalas anomalijas ir c€lonis

ROS veidoSanai. Pazeminata vaskulara asins pliisma, AB un amiloida-p proteina prekursora
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(APBPP) darbiba ari ir iesaistita pie AD veidoSanas (Manczak et al., 2006). ABPP ir iesaistits
pie mitohondriju iepliides kanala un potenciali inhib&€ mitohondrialo transportu, kas boja
mitohondrialo energijas metabolismu un izraisa mitohondriju trauc€jumus (Reddy et al.,

2004).

1.2.5. Glutamatergiska sistéma un ekscitotoksicitate

Neskaitot platnites un mezglus, citas neiropatologiski un neirokimiski raksturigakas AD
iezimes ietver sinapsu zudumu un selektivu neironu S$iinu navi, ka arT noteiktu
neirotransmiteru markieru mazinasanos. Neironi, kas visvairak tiek paklauti bojaejai pie AD,
ietver tos, kuri atrodas entorinalaja smadzenu garoza, hipokampa piramidalajos slanos, ka ari
temporalaja, parietalaja un frontalaja garoza. Lai gan lielaka dala neaizsargato neironu
izmanto glutamatu (smadzenu galvenais neirotransmiters), ir noveroti arT bazalo prieks$gjo
smadzenu holinergisko neironu un noradrenergisko neironu (locus coeruelus) bojaeja.
Holinergisko neironu, kuri ir iesaistiti uzmanibas un atminas procesos, disfunkcija ir pamats
,holinergiskas terapijas” pielictoSanai pie AD (Coyle et al., 1983; Davies, Maloney, 1976).
Centralas darbibas zales, kuras nomac holinesterazi (enzims, kas saSkel neirotransmiteru
acetilholinu), nodroSina nelielu simptomu mazinasanos individiem ar AD (Farlow et al.,
2008).

Ir svarigi atzimét, ka c€lonis AD kognitivajai disfunkcijai parsvara nav viena
neirotransmitera zudums, bet gan drizak tiklojuma savienojuma izjukSana starp vairakiem
svarigiem smadzenu rajoniem limbiskaja sisttma un noteiktas vietas neocortex rajona. Viens
tads tiklojums vispirms skarts agrina AD ir nosaukts ,,noklus&juma veida tikls” (Buckner et al,
2005; Greicius et al., 2004; Sperling et al., 2009). Ap nogulsnésanas tiesi Saja tikla vartu bit
saistita ar to, ka tam ir augstaka bazalo neironu aktivitate miera stavokli un tas, ka $aja tikla
AP limenus regulé neironu aktivitate (Cirrito et al., 2005; Kamenetz et al., 2003). V&l ir ari
tipiska 1 patologijas attistiba specifiskos smadzenu tiklos pie normalas noveco$anas un pie
AD, kas vispirms sakas tadas vietas ka iegarenas smadzenes un transentorinalais rajons, un
péc tam izplatas viscaur limbiskajai sistémai un citiem neocortex rajoniem (Braak, Braak,
1997) (Braak, Del Tredici, 2011) . Lai gan AP un t patologiju atraSanas vietas tikai dalg&ji
sakrit, ir skaidri redzama mijiedarbiba starp AP un t darbibas mehanismiem. Papildus vél ir
jauni pieradijumi no modelu sisttmam, ka AP un t veidotie sakopojumi var izplatities no
smadzenu rajona uz smadzenu rajonu un no $tinas uz $tnu Iidzigi prioniem (Frost, Diamond,
2010). Pieméram, injicgjot cilvéka AD smadzenu vai peles smadzenu lizatus, kuri satur

cilveka AP agregatus, genétiski modificétas peles smadzengs, lai attistitos AP saturoSas
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amiloida plaksnites, rezultata beidzas ar to, ka A saistita patologijas iestaSanas notiek daudz
atrak neka parasti (Meyer-Luehmann, 2006). Papildus, AP agregati, kas nogulsng&jas, aizgiist
morfologiskas ipasibas gan no injicéta AP, gan no saimnieka AB. Tau gadijuma, injicgjot
smadzenu izvilkumus no genétiski modificétam pelém, kuras satur t agregatus, tadu pelu
smadzengs, kuras uzrada mezoniga tipa cilvéka t, kurs citos gadijumos neveidotu t agregatus,
rezultata beidzas ar mezoniga tipa T sakoposSanos pavedienos un patologijas izplatisanos no
injekcijas vietas uz tuvakajiem smadzenu rajoniem (Clavaguera et al., 2009). Jaunakie $tinu
biologijas pétijumi ar t tiesi parada, ka t agregati, kuri veidojas viena $iina, var parvietoties uz
tuvakajam $anam un izraisit saimnieka $Gnu T agregaciju. Sai sférai izaicinajums ir
noskaidrot, vai $§im proteinu agregacijas izplatiSanas mehanismam ir nozimiga loma slimibas

attistiba (Frost, Diamond, 2010).

1.2.6. Izmainas GABAergiskaja sistema

Galvenais inhibgjosais neirotransmiters mugurkaulnieku smadzenés ir y-amino
sviestskabe (gamma-Aminobutyric acid, GABA). GABA sp¢lé galveno lomu muskulu tonusa
inhibicijas moduléSana. Tas balstas uz novérojumu, ka vairuma gadijumu hlora jonu (CI’)
elektroktmiskais potencials neironos ir zems salidzinot ar arpusstnu vidi. Kad GABA saistas
ar GABAA receptoru, notiek ClI™ kanalu atvérSana un tiek veicinata Cl ieplisanu neironos.
Tadgjadi GABA izraisa neironu membranas hiperpolarizaciju un palielina $tinas reaggtsp&jas
slieksni uz aktivgjoSajiem neirotransmiteriem. Tomér, ja CI elektrokimiskais potencials
neironos ir augstaks neka arpusstnu vidg, tad elektrokimiskais gradients izstumj Cl™ ara no
$inas, ka rezultata notieck membranas potenciala depolarizacija. Saja gadijuma GABA var
darboties ka aktivjoSais neirotransmiters. Lidz ar to GABAi ir dudla loma cilvéku
smadzengs, jo tas parlieku liela aktivacija izraisa pretéjus efektus (Watanabe et al., 2002).

GABAA receptoriem ir milzu loma smadzenu uzbudinamibas reguléSana, ka ari to
dazadiba nodroSina elastigumu signalu transdukcija. GABAA receptori satur saistiSanas vietas
dazadam klmiski svarigam zalém, pieméram, benzodiazepiniem, barbituratiem un
neirosteroidiem. GABABg ir metabotropie receptori, tapec tie atSskiras no GABAA receptoriem
gan farmakologiski, gan elektrofiziologiski. (Watanabe et al., 2002).

Ir pieradits, ka GABA ir iesaistita darba atminas procesos, ka ari, iespgjams, ka GABA
aktivacija varétu uzlabot atminu (Katz, Liebler, 1978). GABA sarukSana smadzenu garoza
pertikiem izraisa uzdevumu veiktsp&jas pasliktinasanos (Michaels et al, 2012). V&l ir
pieradijumi, ka GABAergiskie interneironi ir iesaistiti informacijas SifréSana un saglabasana

darba atmina (Fuster, 2001). Tika veikts p&tijums, kur§ paradija, ka in vivo GABA ievadiSana
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zurkam ir saistita gan ar ilgtermina atminas saglabaSanu objektu atpaziSanas testa, gan ar
darba atminu. Iesp&jams, ka tas tiek panakts, jo GABA sekm& proteinu sint€zi smadzenu
rajonos, kuri piedalas maciSanas un atpazisanas atminu procesos, tadgjadi ietekmejot augSanas
hormona Iimeni (Thanapreedawat et al., 2013).

AD tiek saistita ar plasi izplatitu sinap$u blivuma zudumu un nepartrauktu holinergisko
un glutamatergisko sistému degeneraciju. Ir zinams, ka pie AD notiek glutamatergiskas
sisteémas parlieku liela aktivacija, kura veicina neiroiekaisumu un neirodegeneraciju (Selkoe,
2002). Ilgu laiku tika uzskatits, ka GABAergiska sistéma pie AD netick aizskarta. Tacu
péd&jo gadu pétijumi ar pieaugoSu parliecibu uzsver, ka art GABAergiska neirotransmisija
cie§ AD progreséSanas rezultata (Rissman, Mobley, 2011).

Agrakie petijumi ar mirusu AD pacientu GABA receptoriem, kuri tika transplantéti uz
varzu ol§tinu plazmatisko membranu, paradija GABAergiskas toniskas inhibicijas amplitiidas
samazinasanos smadzenu garoza (Miledi et al., 2004). Tas norada uz to, ka GABAergiskie
signalceli AD smadzengs tiek parveidoti. Papildus ir atklats, ka GABA inhibicijas svarstibas
samazinas ar vecumu (65 — 90 gadi), ar vecumu samazinoties art GABA enzima daudzumam.
Smadzenu garozas atrofija, hipometabolisms un kognitivo funkciju pasliktinasanas lielaka
méra notiek pacientiem ar agrino AD, neka tiem, kuriem AD attistas velini. Interesanti, ka
samazinatos GABA stravojumus pie AD nevar izskaidrot ar lielaku GABAAa receptoru
nolietoSanos, izmainam to lidzsvara ar citiem GABA receptoriem vai GABAA desensitizacijas
palielinasanos. Liclais GABAA receptoru zudums AD laika notiek kop&jo GABAergisko un
glutamatergisko terminalu zuduma rezultata smadzenu garozas neironos. GABA signalcelu
samazinasanas un parveidoSanas AD laika dal€ji izskaidro signalu nenomaksSanu vairakas AD
smadzenu dalas, kas izraisa parmeérigu uzbudinamibu (Limon et al., 2012).

Papildus progresivam §tinu zudumam un demencei, AD pacientiem V&l ir paaugstinats
lekmju bieZums, kas norada uz izmainam smadzenu garozas un hipokampa aktivacija.
Epileptisko 1ekmju risks ir 1pasi paaugstinats AD pacientiem pie agrinas slimibasiestaSanas un
tas sakuma stadijas (Amatniek et al., 2006). Paaugstinatais I€kmju biezums tiek saistits ar
paaugstinatu neironu tiklojuma uzbudinamibu, ko izraisa paaugstinata glutamatergiska
transmisija un/vai ari pazeminata GABAergiska transmisija. Hipokampa aktivitate parsvara
tiek koordinéta caur GABAergiskajiem neironiem un dazas Iekmes tiek saistitas ar neironu
navi, ipasi GABAergisko neironu (Mann, Paulsen, 2007; Fujikawa, 2005; Liu et al., 2009).
Tapec, visticamak, A izraisiti agri funkcionali bojajumi vai GABAergisko neironu zudums ir
saistits ar tiklojuma parlieku lielu uzbudinamibu, kas noved pie 1l€ékmém (Palop, Mucke,

2009). Lai gan agrakie pétijumi zinoja, ka GABAergiskajie neironi ir rezistenti pret Ap
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toksicitati, jaunakie pétijumi norada uz GABAergisko neironu iesaistiS8anos AD laika (Ramos
et al., 2006; Baglietto-Vargas et al., 2010; Takahashi et al., 2010).

Nesena pétijuma tika pétits AP toksiskums uz hipokampa GABAergiskajiem neironiem
gan in vivo, gan in vitro modelos. AD transgénas peles modeli tika atklata ievérojama
hipokampa neironu daudzuma samazinaSanas, kuros atrodas ir glutamata dekarboksilaze 67
(GADG7) — enzims, kas sintezé GABA. ST samazinasanas tika novérota se§u ménesu garuma,
kas ir ilgs laiks péc SkistoSa APs2 parproducéSanas (starp diviem lidz Cetriem méneSiem) un
neskistosa AP uzkrasanas amiloida platnités (starp Cetriem lidz seSiem méneSiem). In vitro
neirotoksicitate tika noverota primarajas hipokampa kulturas 72 stundas péc APs42 Skidumu
pievienoSanas. P&tljuma rezultati ierosina, ka, kad sagatavoti un paklauti AP in vitro,
GABAergiskie neironi ir jutigi pret APs neirotoksiskumu. Tomér transgénajas pel€s
GABAergisko neironu skaits netiek izmainits 1idz seSiem méneSiem, par spiti masivajam A
daudzumam. Nemot véra iepriek§ zinoto paaugstinato jutibu pret 1ekmém, ko noveéroja
jaunakas (1,5 — 2 ménesus vecas) transgénajas pelés, visticamak AP toksiskums noved pie

GABAergisko neironu disfunkcijas pirms to zuduma vélakas stadijas (Krantic et al., 2012).

1.2.7. Insulina un glikozes metabolisms smadzenés

Paslaik ir daudz literataras avotu, kuri norada uz insulina trakumu un rezistenci ka AD
tipa neirodegeneracijas mediatoriem, tau Sai informacijai ir vairakas nesaskanas un
neskaidribas saistiba ar 2. tipa cukura diabéta (Type 2 diabetes mellitus, T2DM), metaboliska
sindroma, un tukluma ietekmi uz AD patogenézi. Ir pieradits, ka T2DM izraisa smadzenu
insulina rezistenci, oksidativo stresu, un kognitivo pasliktinasanos, bet ta kopgjie efekti
nesasniedz AD limeni. Trauc€jumi smadzenu insulina un insulinam lidzigo augSanas faktoru
(Insulin-like growth factor, IGF) signalmehanismos parada agras un progresivas anomalijas,
un varétu biit iemesls vairumam molekularo, biokimisko un histopatologisko bojajumu AD
gadijuma. Eksperimentali izraisits smadzenu diabéts, ko izraisa intracerebroventrikulara (icv)
streptozocina (STZ) ievadiSana, uzrada vairakas AD pazimes, pieméram, kognitiva
pasliktinaSanas un glikozes utilizacijas traucgjumi (de la Monte, Wands, 2008).

Arvien vairak ir pieradijumu uzskatam, ka AD butiba ir metaboliska slimiba, kura
smadzenu glikozes utilizacija un energijas razoSana ir traucéta (Hoyer, 2004). Metaboliskas
anomalijas smadzenés saistas ar smadzenu insulina un IGF rezistenci, kas sagrauj signalcelus,
kuri savukart regulé neironu izdzivoSanu, energijas raZoSanu, g€nu ekspresiju un
neiroplasticitati (Frolich et al., 1998). Stinu limeni insulina/IGF signalcelu nomaksana veicina

AD tipa neirodegeneraciju paaugstinot: 1) kinazu aktivitati, kuras nenormali fosforilé t; 2)
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APBPP ekspresiju un AP uzkrasanos; 3) oksidativa stresa un endoplazmatiska tikla stresa
Iimenus; 4) reaktivo skabekla un reaktivo slapekla savienojumu rasanos, kuri boja proteinus,
RNS, DNS un lipidus; 5) mitohondriju disfunkciju; un 6) iekaisuma un naves kaskazu
aktivéSanos. Funkcionala Itmeni insulina/IGF rezistence izraisa mérka genu darbibas
nomakumu, kuri ir nepiecieSami holinergiskai homeostazei, ka ari ta apstadina sist€émas, kuras
medi€ neironu plastiskumu, atminu un kogniciju (Rivera et al., 2005; Steen et al., 2005).

Ir pieradits, ka AD smadzenu glikozes utilizacijas progresiva samazinasana un insulina
signalcelu/atbildes geénu ekspresijas deficiti pasliktinds slimibai kliistot smagakai.
Insulina/IGF regulétie géni, ieskaitot holina acetiltransferazi, tau, un gliceraldehid-3-fosfata
dehidrogenazi (GAPDH), kuri medi€ holinergiskas/kognitivas, neironu citoskeleta un
metaboliskas funkcijas, ir nomakti pie AD (Rivera et al., 2005). Insulina rezistences mediéti
trauc€jumi energijas metabolisma noved pie oksidativa stresa, reaktivo skabekla radikalu
(ROS) veidosanas, DNS bojajumiem un mitohondriju disfunkcijas. Tas viss iedarbina
apoptozes, iekaisuma un AP kaskades. Eksperimentali dzivnieki, kuriem smadzenu insulina
receptoru ekspresija un funkcijas tika nomaktas, uzradija kognitivo funkciju pasliktinasanos
un neirodegeneracijas iezimes, kuras dalgji sakrit ar AD novérotajam (Grunblatt et al., 2007;
Hoyer et al., 2009; ).

AD smadzeng@s insulina/IGF signalu deficits ir no insulina/IGF rezistences un trukuma.
Insulina/IGF rezistence izpauzas ka pazeminata insulina/IGF receptoru saistiSanas un atbilde
uz insulina/IGF stimulaciju. Trofisko faktoru trukums saistas ar pazeminatu insulina
polipeptidu daudzumu un génu ekspresiju smadzen&s un cerebrospinala skidruma. AD var tikt
uzskatita ka smadzenu diabéta forma, kura apvieno gan insulina rezistenci, gan insulina
trokumu, tapéc to var saukt par ,,3. tipa diabétu” (Rivera et al., 2005; Steen et al., 2005).
Termins ,,3. tipa diab&ts” precizi atspogulo faktu, ka AD parada diabéta formu, kas selektivi ir
saistita ar smadzen€m un, ka tai ir molekularas un biokimiskas pazimes, kuras dal&ji sakrit ar

1. tipa cukura diab&tu un T2DM (de la Monte, Wands, 2008).

1.3. Alcheimera slimibas terapija

1.3.1. Antioksidanti

Ir vairaki pieradijumi tam, ka oksidativais stress ir biitisks patog€nais process, kas
saistits ar noveco$anos un AD, kur to saista ar platniSu un NFT veidosanos (Castellani et al.,
2001; Nunomura et al., 1999). Tadgjadi antioksidanti, kuri darbojas uz So procesu
apstadinaSanu, var kavét AD kognitivo pasliktinasanos vai ar1 paléninat slimibas attistiSanos
(Perrig et al., 1997).

15



Eksogénie antioksidanti E vitamins (a-tokoferols), C vitamins un B-karotins samazina
brivo radikalu medi€tus bojajumus neironu $inas un palidz nomakt neirodegeneracijas
attistibu ziditaju Stnas. E vitamins ir spécigs, taukos SkistoSs antioksidants, kas atrodams
lipidu membranas, cirkul&josos lipoproteinos un zema blivuma lipoproteinu dalinas (Foy et
al., 1999). Eksperimentalos pétijumos E vitamins mazinaja B-amiloida toksiskos efektus un
uzlaboja kognitivas funkcijas grauzg€jos (Montiel et al., 2006). C vitamins ir hidrofilais
antioksidants un spécigs lipidu peroksidacijas inhibitors. Tas sp&j aizsargat pret brivo radikalu
ietekmi visas kermena $iinas. Pastaviga C vitamina uznemsana in Vivo samazinaja oksidativo
stresu, uzlaboja NO biopieejamibu un normalizgja sist€misko asinsspiedienu metionina di€tas
ierosinatas hiperhomocisteinémijas zurkas (Bagi et al., 2003). Karotinoidi ir citi taukos
Skisto$i antioksidanti, kuri sp&j mazinat lipidu peroksidaciju (Upritchard et al., 2003).
Visvairak pétitais karotenoids ir P-karotins, kas ir specigs antioksidants, sp&jigs strauji
apspiest brivos radikalus. Tomér nav pilnigi noteikts, vai $ada terapija ir efektiva AD
arstésana (di Mascio et al., 1991). Dati norada, ka E vitamins nepazemina plazmas oksidativo
stresu apméram pusei AD pacientu (Lloret et al., 2009), un citu p&tijumu rezultati ierosina, ka
So antioksidantu uznems$ana nesamazina AD risku (Kamat et al., 2008). Tas norada uz to, ka
antioksidantu terapija ir izradijusies veiksmiga prekliniskos testos dzivnieku modelos, bet ne
cilvéku kliniskajos pétijumos (Kamat et al., 2008). Vairaki p&tijumi norada, ka B1» vitamina
lictoSana paaugstinaja holina acetiltransferazes aktivitati holinergiskos neironos kakos
(Nadeau, Roberge, 1988) un uzlaboja kognitivas funkcijas AD pacientos (Ikeda et al., 1992).

Preventivie antioksidanti, ka metalu helatori, glutationa peroksidazes, un superoksida
dismutazes enzimi, labojoSos enzimus ka lipazes, proteazes un DNS labojoSos enzimus, ir
uzradijusi, ka tie ir bitiski neironu izdzivoSanai un neironu aizsardzibai pret oksidativiem
bojajumiem (Marcus et al., 1998; Gonzalez-Zulueta et al., 1998). Tadgjadi tos var lietot, lai
arstétu kognitivos un uzvedibas simptomus AD (Nunomura et al., 2006).

ArT citi uztura bagatinataji ir uzradijusi pozitivus rezultatus pie AD, piem&ram, omega-3
polinepiesatinatas taukskabes, kofeins un kurkumins (Nunomura et al., 2006). Kofeins,
epigallokatehina-gallatu esteri no zalas t€jas un sarkanais vins sp&ja nomakt amiloidozi un AP
veidoSanos gan $tinu kultiras, gan dzivnieku modelos (Rezai-Zadeh et al., 2005).

Pétijumi rada, ka antioksidants melatonins varétu nomakt Ap inducétu toksicitati (Zhou
et al.,, 2008) un pavajinat tau hiperfosforilaciju (Deng et al., 2005). In vivo melatonins
uzlaboja maciSanas un atminas funkcijas APP695 transgéno pelu modeli, ka ar in vitro

Liposkabe, papildus tam, ka ta ir mitohondriju piruvata un o-ketoglutarata

dehidrogenazes kompleksu koenzims, uzrada veseligas antioksidanta ipasibas (Moreira et al.,
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2009). Dazi kliniskie pétijumi ir paradijusi, ka AD pacientiem péc liposkabes uznemsanas ir
lénaka kognitivo sp&ju samazinasanas, tacu Sie atklajumi vél pagaidam nav atkartoti plasos
petijumos (Hager et al., 2007).

Antioksidantu izmantoSanu AD arstéSana ierobezo hematoencefaliskas barjeras limitéta
SkeérsoSanas sp&ja vai arl to nesp&ja sasniegt mitohondrijus (Manczak et al., 2010). Lai
uzlabotu zalu mérku sasniegSanu, tika izveidoti uz mitohondrijiem mérkéti antioksidanti. No
tiem visizpétitakais ir MitoQ, savienojums, kas strauji Ské€rso hematoencefalisko barjeru un
brivi piekliist neironu mitohondrijiem (McManus et al., 2011). Dzivnieku modelos MitoQ
efektivi samazinaja AP induc@tu oksidativo stresu un AP toksicitati neironu kulturas, kur tas
veicindja neiritu izaugumus un sinaptisko savienojamibu (Manczak et al., 2010; McManus et
al., 2011).

Vel viena pieeja, lai uzlabotu mitohondriju oksidativo fosforiléSanos, ir izmantot
ketonvielas, piem&ram, B-hidroksibutiratu. P& uzbuves tas ir B-hidroksiskabe, kas tiek
sintez&ta aknas no acetilkoenzima A bada laika (Swerdlow et al., 1989). S pieeja balstas uz
novérojumiem, ka AD slimnieku smadzen@s glikozes izmantoSana ir samazinata un
ketonvielas izveido alternativu oglekla avotu, kas tiek izmantots oksidativaja fosforiléSana

(Swerdlow, 2011).

1.3.2. AKtivéjosas sistémas darbibas regulésana un holinergiskie

Iidzekli

Acetilholinesteraze ir iesaistita impulsu parvadiSanas izbeigSana, kas notiek strauji
hidroliz&jot neirotransmiteru acetilholinu vairakos holinergiskos procesos centralaja un
periféraja nervu sistéma. ST enzima inhibicija izraisa acetilholina uzkrasanos, nikotina un
muskarina  receptoru  hiperstimulaciju, ka arT  neirotransmisijas  traucgumus.
Acetilholinesterazes inhibitori (ACI), blokgjot holinesterazes enzimu, paaugstina acetilholina
neirotransmitera darbibas stiprumu un ilgumu (Colovic et al., 2013).

Holinergisko funkciju zudums ir ciesi saistits ar kognitivo disfunkciju. Ir pétiti vairaki
terapeitiskie lidzekli, kuru darbiba ir meérkéta uz holinesterazes inhibiciju, holina
prekursoriem, postsinaptisko holinergisko stimulaciju ar muskarina tipa receptoru agonistiem,
un presinaptisko holinergisko stimulaciju ar nikotina tipa receptoru agonistiem. Sis zales
stabilizé kognitivas funkcijas apméram uz 3 — 6 ménesiem, tomér nekadas slimibas ilguma vai
attistibas izmainas nav panaktas (Farlow, Evans, 1998).

ACI uz doto bridi ir vislabak attistita un pielietota terapija, un to izmanto vieglas lidz

mérenas AD arst€Sana. Uzskata, ka ACI darbibas mehanisms, kura tie pal€lina slimibas
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attistibu, notiek samazinot ABPP Iimenus, ka arT AP un citu amiloida savienojumu veido$anos
(Giacobini et al., 1996). Takrins bija pirmais plasi izmantotais ACI. 30 ned€lu ilgs
randomiz@ts kontroles kliniskais pétijums paradija ievérojamu devas atkarigu kognitivo
funkciju uzlabosanos (Knapp et al., 1994). Tomér nakamo pétijumu rezultati vairs nebija tik
iespaidigi. Tapéc zalu mekl&jumi tika virziti talak, un noveda Iidz otras paaudzes holinergisko
lidzeklu (donepezils, galantamins un rivastigmins) atklaanas. Siem medikamentiem ir mazak
blakusefektu, ilgaki pussabruksanas periodi un labaka efektivitate, tacu tie tikai apstadina
simptomus (Trinh et al., 2003).

Glutamats ir pamata uzbudinoS$ais neirotransmiters smadzenu garozas un hipokampa
neironos. Glutamina sintetaze tiek oksidéta AD individu smadzenés, kas izraisa glutamata
parpalikumu. Parmériga NMDA receptoru aktivéSana ar glutamatu palielina CNS neironu
ievainojamibu, kas noved pie to degeneracijas. Memantins (pirmas izvéles AD medikaments)
bloké glutamata NMDA kanalus, tadgjadi blok&jot patologisko glutamatergiskas sist€émas
aktivéSanos un saglabajot to normala ltmeni. Salidzinot ar holinesterazes inhibitoriem, kurus
var lietot tikai slimibas agrinas un mérenas stadijas laika, memantina uzlabojosa darbiba ir
noveérojama ar1 pie smagam AD stadijam (Kornhuber et al., 1989).

Dati par memantina lietoSanu ir divdomigi. Randomizéta kliniska pé€tijuma 252
pacientiem memantins ievérojami uzlaboja klinisko ainu pie mérenas Iidz smagas AD, kura
dazi pacienti vargja patstavigi apgeérbties, apmazgaties, izmantot tualeti, ka arT uzlabojas
pacientu savaldiba (Reisberg et al., 2003). Tacu cita, dubultakla, placebo kontroléta pétijuma
memantins neuzradija statistiski ievérojamus uzlabojumus 350 pacientiem péc 24 nedé€lu ilgas
lietosanas (van Dyck et al., 2007). Ir pieradijumi, ka memantina kombinéta terapija ar
donepezilu varétu dot labakus rezultatus uz kognitivo procesu, dieniskas aktivitates un

uzvedibas procesiem, neka monoterapija (Tariot et al., 2004).

1.3.3. Uz multimérkiem CNS §iinas orientétie ligandi

Saisttba ar AD sarezgito patofiziologiju un vairaku potencialo mérkobjektu
noskaidroSanu, lai atrastu jaunas, uzlabotas zales, tika ieviesta metode, ko sauc Uz
multimérkiem CNSSinas orientétie ligandi multi-target directed ligands (MTDL) (Youdim,
Buccafusco, 2005). ST strategija ir ipasi piemérota sarezgitam slimibam ar vairakiem
patogénajiem  faktoriem, pieméram, neirodegenerativie traucjumi, audz&i un
kardiovaskularas slimibas. Mérkis ir izveidot vienu molekulu, kas varétu darboties selektivi
uz vairakiem mérkobjektiem un sniegt terapeitisko efektu (Morphy, Rankovic, 2009). P&dgjo

gadu laika ir attistfjusies jaunu MTDL ka potencialu AD zalu pétijjumi un atklajumi.
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Ladostigils — daudzfunkcionals lidzeklis, kas ir sasniedzis 2. fazes kliniskos pétijumus — ir
veiksmigs $is strat€gijas piemérs. Ta struktiira tika izveidota savienojot rasagilina,
monoaminoksidazes (MAO-B) inhibitora, molekulas dalu kopa ar farmakoforo rivastigmina,
acetilholinesterazes inhibitora, dalu. Ladostigils ir divkarss
acetilholinesterazes/butirilholinesterazes un smadzenu selektivas monoaminoksidazes
inhibitors ar in vivo neiroprotektivam ipasibam (Weinreb et al., 2009).

Ladostigila efekti tika pétiti neiroblastomas Stinu apoptozes modeli. Pétijuma rezultata
ladostigils biitiski samazinaja $tinu navi. Tas ievérojami samazinaja APP induc&tus apoptozes
efektus, neizmainot APP un mRNS limenus. Papildus tas vél paaugstinaja fosforilétas
proteinkinazes C limenus un stimul&ja a-sekretazes proteolitisko signalcelu izdaliSanos.
Tadgjadi ladostigils uzrada neiroprotektivas ipasibas un regulé APP apstradi (Yogev-Falach et
al., 2006).

Ir vairakas MTDL grupas, kuras iegtst kombingjot strukturali aktivus farmakoforus,
kuri savukart mijiedarbojas ar dazadam mé&rkmolekulam. Tos raksturo paaugstinata spgja
darboties preti acetilholinesterazes un AP platnisu veidoSanai, uzradot antioksidantu spgjas,
neiroprotektivas un voltazas atkarigo kalcija kanalu antagonistu 1paSibas, inhib&josa aktivitate
pret glutamata ierosinatu uzbudinajumu, histamina H3 receptoru antagonisms, kannabinoidu
CB: receptoru antagonisms un f-sekretazes APP $kelosa enzima 1 - BACEL - inhib&Sana.
MTDL veidosanas stratégija ir saistosa pieeja jaunu AD zalu radiSana un Sobrid tiek pétitas

jaunas vielas. (Bajda et al., 2011).

1.3.4. GABAA agonists muscimols

Muscimols (toksins, kas ietilpst sénes Amanita muscaria sastava) ir psihoaktivs
savienojums, kas aktivizé visus GABAA receptora apakstipus un tiek dévéts par GABAa
receptoru agonistu (Chandra et al., 2010).

Uz doto bridi tiek atbalstita teorija, ka parlicka glutamatergiska aktivizacija ir saistita ar
AP toksiskumu. Lai gan precizs darbibas mehanisms nav zinams, glutamata receptoru
parlieka aktivizacija izraisa parmerigu neironalo natrija un kalcija jonu ieplaSanu, hronisku
neironu depolarizaciju, kalcija homeostazes izjaukSanu un, visbeidzot, $tnu navi (Paula-Lima
et al., 2005).

Tika veikts in vitro pétjjums zurku hipokampa un smadzenu garozas neironos, lai
noteiktu GABAA receptoru ietekmi uzA toksiskumu. P&tijuma rezultati paradija, ka GABA
receptoru aktivéSana mazina AP toksiskumu centralajos neironos. Papildus tam, 3 uM

koncentracija GABA pievienoSana blok&ja AP inducétu toksiskumu smadzenu garozas

19



neironos, ka ar1 pikrotoksins blok&ja $is neiroprotektivas ipaSibas. Lai labak izprastu GABA
receptoru neiroprotektivo ietekmi, tika pétitas GABAA receptoru agonista muscimola pasibas
uz AP toksiskumu. Rezultata 1 uM muscimola pilnigi blok&ja neironu navi, ko izraisjja AP
hipokampa Stnu kultiiras, ka arT nekadi papildu efekti netika novéroti pie augstakam
muscimola koncentracijam. levadot muscimolu, smadzenu garozas Stnu kulttras ar1 tika
izglabtas no AP izraisitas neirodegeneracijas, tadéjadi apstiprinot pricksstatu, ka GABAAa
receptoru aktivéSana novérS AP toksiskumu hipokampa un smadzenu garozas neironos

(Paula-Lima et al., 2005).
1.4. In vivo pétijumu modeli

1.4.1. Transgeno pelu modeli

Nemot véra AD izplatibu un neprognoz€jamibu, augsta prioritate uz doto bridi ir
dzivnieku modelu attistibai. No mugurkaulniekiem visvairak izmantotie modelorganismi ir
peles. Transgéna model&Sana pel€s ir salidzinosi [eta. Tam ir ar1 salidzinosi 1ss dzives miizs,
ka arT genétisko modifikaciju metodes tajas ir labi attistitas. Transgénu tehnologiju izmanto
arT uz zurkam, tacu ta nav tik plasi pielietota ka uz pelém (Elder et al., 2010). Tacu zurku
modeliem ir raksturigas priekSrocibas salidzinot ar pelu modeliem. Tas ir fiziologiski,
genétiski un morfologiski lidzigakas cilvékam. Tadgjadi AD Zzurku modeliem bitu jabat
daudz precizakiem patologijas raksturojuma un Sobrid aktivi notiek to dizaing$ana (do Carmo,
Cuello, 2013).

Transgénie organismi tiek raditi izmantojot vienu no divam stratégijam. Pirmaja
strategija genétiska modifikacija tiek ieviesta pa virsu jau eksist§joSam organisma
genétiskajam sastavam. Otraja stratégija interesgjosais homologais géns tiek selektivi
modificets ta normalaja hromosomu pozicija; So procesu sauc par génu mérkeSanu (Elder et
al., 2010).

Pelés abas pieejas ir labi attistitas. Pirmaja pieeja vienas Siinas embrijs pirmskodola
stadija tiek injic€ts ar transgénu. Transgéns satur kod€joSo rajonu, kas bieZi vien ir
interes€josa proteina komplementaras DNS veida, un tas ir saistits ar ekspresiju veicinoSu
promoteru. Injic€tais transgéns integréjas nejausa vieta, parasti vairakas kopijas viena vieta.
Izveletie heterologie promoteri parasti ir stabili, tap€c transg€nais proteins biezi vien
ekspres€jas augstakos Itmenos neka tas biitu dabiski. V@l pelei parasti ir pasai sava endogéna
geéna versija, tapéc transgéns lielakoties ekspres€jas papildus peles endogena géna ekspresijal,

kas noved pie parmérigas ekspresijas (Elder et al., 2010).
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Geénu meérkesana, ta vieta, lai iesaistitu svesu transgénu, pel€ tiek modificets endogénais
géns. Sakotn&ji modificésana tiek veikta specializétas pelu embrionalas cilmes $iinas. Sajas
Stnas interesgjosais géns tiek modificets iesaistot meérkejosu vektoru, kas sastav no endogena
géna modificétas versijas. Embrionalajas cilmes stnas vektors rekombingjas ar homologo
endogéno génu un tadéjadi aizsak genétisko modifikaciju. Veiksmiga embrionalo cilmes $tnu
integracija embrija $tnu kultira lauj genétiskajai modifikacijai ieklauties peles genoma un
radit stabilas transgénas kultiiras (Elder et al., 2010).

Pirmais AD transgé€nas peles modelis — platniSu atvasinata augSanas faktora (PDGF)
promoters ekspresé amiloida prekursora proteinu (PDAPP) — tika iegiits 1995. gada. Tas
uzrada paaugstinatus cilvéka APi-40 un APi42 daudzumus, kuri ir 5 — 14 reizes vairak neka
endogéni peles AR (Games et al., 1995). PDGF virzits cilvéka amiloida prekursors pelés
uzrada sinapSu zudumu, hipokampa un liela smadzenu saikla izméru samazinasanos, ka ari
atminas zudumu, kas Iidzinas cilvéku AD pacientiem (Kobayashi, Chen, 2005).

Neilgi péc PDAPP peles tika iegiita Tg2576 pele. Sis peles 1idzigi PDAPP peleém uzrada
piecas reizes vairak murina APP smadzen@s un p&c tam tam attistds platnisu tipa AP
nogulsngjumi. Atskiriba no PDAPP pelém vinas neuzrada ievérojamu sinaptisko zudumu vai
hipokampa izmé&ru samazinajumus (Hsiao et al., 1996).

Tau transgéno pelu modeli ir izstradati, lai modelétu NFT patologiju, ko biezi novéro
pie AD. Transgeno pelu modeli, kas agri parekspres€ tau, uzrada kustibu traucgjumus un $iinu
zudumu muguras smadzengs; tacu tajos neattistas ,,isti” NFT. Tacu nesen tika iegtita jauna tau
transgéna pele P301S, kura uzrada progresivu NFT veidoSanos un neironu zudumu, ka art
NFT veidoSanas ir atrasta muguras smadzen€s, iegarenajas smadzen€s, smadzenités un
starpsmadzenés (Gotz et al., 2001).

Lai precizi izprastu AD transgéno pelu uzvedibu un sasprastu to saistibu ar AD
kognitivajiem defektiem, tiek pielietoti dazadi uzvedibas testi (Bryan et al., 2009).

Objektu atpazisanas (novel object recognition) tests balstas uz grauz&ju dabisko tieksmi
pétit nevis jau pazistamu, bet gan jaunu objektu, ka arT uz vinu ieks€jo tieksmi atsakt izpéti,
kad vini tiek ievietoti jauna vide. Izveéle pétit jaunu objektu, ka arT atsakt izpéti péc objektu
parvietoSanas, att€lo maciSanas un atpaziSanas atminas sp&u izmantoSanu. Pieejamajos
objektu atpaziSanas uzdevumos, lai var€tu testét grauz€ju kogniciju, izmanto dazadus
pieejamo objektu daudzumus un vides, kuras vinus testét. Viens objektu atpaziSanas tests ir
seviski piemérots AD lidzigu traucéjumu pétisanai. Saja testa grauzgjs tiek ievietots apala
atklata lauka uz seSam minttém un Sis lauks ir aizpildits ar dazadiem objektiem. Pec
vairakiem izméginajumiem, kuru laika dzivnieks jau ir pieradis pie objektu izvietojuma un

ipasibam, dazi objekti tiek samainiti no vienas vietas uz citu. P& tam dazi objekti tiek
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samainiti pret jauniem, lai novertétu jaunu objektu atpaziSanas sp&jas. Testa tiek aprekinats
atklata lauka izpé€té pavaditais laiks (kustigums/nekustigums), ka ar1 cik reizu un cik ilgs laiks
bija nepieciesams katra objekta izp&tei dazadu izméginajumu laika (Bryan et al., 2009).

Atklata lauka (open field) parvietoSanas tests galvenokart tick izmantots, lai p&titu
kustibu funkcijas, noveértgjot spontano aktivitati atklata lauka. Apali vai kvadratveida atklatie
lauki ir ar dazadiem izmériem atkariba no eksperimenta, ka ari tie tiek daliti noteiktos
kvadrantos jeb sekcijas. Dzivnieks tiek ievietots atklata lauka un vina kustiba tiek vai nu
nofilméta vai monitoréta ar automatiz€tdm datorprogrammam. PacelSanas uz pakalkajam,
liniju SkérsoSana, tiriSanas, visparigs kustigums, Skérsoto Iiniju skaits, prieksroka noteiktam
sekcijam un/vai fécu izdaliSana var tikt izmantoti, lai novértétu uzvedibu un/vai nemieru
(Bryan et al., 2009).

Udens labirinta tests (Morris water maze, MWM) ir TpaSi jutigs tests, lai pétitu ar
vecumu saistitus/AD lidzigustraucgjumus, jo tas ir specifisks hipokampa (viens no pirmajiem
un visvairak skartajiem smadzenu rajoniem AD) funkciju pétiSanai. Tapéc MWM tests ir
viens no biezakajiem uzvedibas testiem, kuru izmanto, lai noteiktu hipokampa telpiskas
atminas traucgjumus. Testa bitiba ir ievietot grauzgju apala vanna, kas piepildita ar tdeni,
tadgjadi motivejot dzivnieku izb&gt no Gdens, uzpeldot uz platformas, kas atrodas noteiktaja
vieta baseina tieSi zem tdens virsmas. P&c vairakam treninu dienam grauzgjs iemacas atrast
platformu, izmantojot telpiskus pavedienus, pieméram, plakatus vai citus pielim&tus objektus,
kuri ir stratégiski izvietoti pie sienam arpus tdens vannas. Nopeldéta distance, platformas
sasniegSanas atrums un peldéSanas atrums, ko visbiezak nofilmg, ir §1 testa ierastie mérjjumi.
Dzivnieka sp€jas atgiit un atceréties iemacito informaciju vai arl spgjas iemacities jaunas
stratégijas var noskaidrot izmantojot finala testu (probe trial) un reverso testu (reversal trial).
Finala testa platforma tiek iznemta ara no baseina un dzivniekiem lauj taja peldét noteiktu
laiku. Tiek meériti pavaditais laiks vieta, kur pirms tam bija platforma, platformas atraSanas
vietas Skérsosana, un laiks, kura tiek sasniegta platformas vieta. Reversais tests ir identisks
treninu izméginajumiem, tacu $aja gadijuma platforma tiek parvietota uz pretgjo vannas vietu,
tadejadi parbaudot dzivnieka kognitivo elastigumu, kas nepiecieSams jaunu vietu atklasanai

(Bryan et al., 2009).

1.4.2. STZ modelis

Streptozocins (STZ) ir diab&tu izraisoSs savienojums un to parasti ievada dzivniekiem
periférija, lai izraisitu diab&ta modeli, jo ta darbiba boja aizkunga dziedzera B Stinas un izraisa

insulina rezistenci. No intracerebroventrikularas streptozocina (STZ-icv) ievadiSanas pelém
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un Zzurkam novéro smadzenu insulina rezistenci, samazinatu smadzenu glikozes metabolismu,
holinergiskus bojajumus, AB un tau uzkrasanos, oksidativo stresu, gliozi, ka arT macisanas un
atminas traucgjumus (Chen et al., 2013).

STZ metabolitu alkilgjosas ipaSibas rada reaktivos skabekla savienojumus un izraisa
oksidativo stresu (Lester-Coll et al., 2006). Attiecigi STZ-icv modeli tiek izmantoti, lai varétu
noteikt dazadu zalu terapeitiskos potencialus, ka ar1 citas ar zalém nesaistitas terapeitiskas
stratégijas (Hoyer, 2004). Papildus tam, STZ izraisiti maciSanas un atminas trauc€jumi tiek
saistiti ar oksidativo stresu dzivnieku modelos. Tadgjadi, lai mazinatu neironu $tinu navi, ko
izraisa vairakas neirodegenerativas slimibas, ka potenciali arstéSanas Iidzekli AD lidzigam
neirodegenerativam slimibam ir izcelti antioksidanti (Ahmad et al., 2005; Ansari et al., 2004).

Agmatins (Agm) ir endogéns peptids, ko sintez€ arginina dekarboksilaze un tas atrodas
glija un neironu Siindas. Agm ka NMDA receptoru antagonistam ir svariga loma slapekla
oksida (NO) razoSanas reguléSana. Ta ka NO var uzlabot Stinu izdzivoSanas iesp&jas pie
oksidativa stresa, tad Agm var arT pasargat Stinas no bojasanas pie oksidativa stresa. STZ-icv
AD tipa modeli Agm uzlabo kognitivo pasliktinaSanos samazinot A uzkrasanos un uzlabo
insulina signala transdukciju. V&l Agm pasarga Stinas no bojaSanas, aktivgjot Nrf2 mediétu
antioksidantu signaltransdukciju. Tapéc Agm ir daudzsoloSs terapeitiskais lidzeklis AD
neironu §tinu apoptozes un kognitivas pasliktinasanas mazinasana (Song et al., 2014).

Alfa-liposkabe (ALA) ir speciga brivo radikalu ,,medniece” — spécigs antioksidants, kas
ar1 ir metalu helators, samazina iekaisumu un paaugstina acetilholina limenus. Diemzel tikai
augstakas ALA devas ieveérojami uzlabo STZ-icv izraisitus kognitivos traucgjumus (Wollen,
2010).

Acetil-L-karnitins (ALCAR) iedarbojas sinergiski ar ALA, lai transportétu acetilgrupas
un taukskabes uz mitohondrijiem, tadgjadi razojot energiju. Papildus tas vél veicina
acetilholina sintézi un mitohondriju attiriSanu no toksiskajiem taukskabju metabolitiem,
uzradot vairakas neiroprotektivas paSibas (Wollen, 2010).

Dazados STZ-icv AD dzivnieku modelos ir arf atrasti holinergiskie traucgjumi. Testétie
acetilholinesterazes inhibitori ir izradijuSies veiksmigi uzlabojot/noveérSot atminas
traucgjumus STZ-icv sporadiskas AD tipa modelos. Pastaviga orala donepezila ievadiSana
pieaugusas STZ-icv zurkas inhib€ja acetilholinesterazes aktivitati un uzlaboja kognitivos
trauc€jumus atminas testos. Pastaviga orala ladostigila ievadiSana gandriz pilniba nover§ STZ-
icv izraisitus atminas trauc€jumus Zzurkas un papildus samazina neironu bojajumus
(Weinstock et al., 2001).

Kopuma nemot uz STZ-icv dzivnieku modeliem testétas terapeitiskas stratégijas,

visvairak tiek izmantotas vielas ar galvenokart antioksidativam ipasibam. Daudzu STZ-icv
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modelu terapeitisko stratégiju efektivitates ir testétas ari AD pacientos un ir atrasti daudzi

lidzigi rezultati (Salkovic-Petrisic et al., 2013).
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2. MATERIALI UN METODES

2.1. Dzivnieki

P&tijuma isteno$anai Rigas Stradina Universitates vivarija iegadati zurku Wistar tevini
ar svaru 280 + 20 g. Zurkas tika turétas LU BF eksperimentalaja telpa speciali domatos
ventilacijas buros un apgadatas ar standarta granul€tu laboratorijas baribu un dzeramo tideni
ad libitum. Telpa nodro$inats tumsas/gaismas 12h cikls, ka ari konstanta temperattra (21—

23°C) un darbojas ventilésanas iekarta.

Visas dota eksperimenta procediiras ir veiktas saskana ar FEiropas Savienibas
konvencijas direktivu 2010/63/EU vadlinijam un tas tika saskanotas ar Latvijas Partikas un
veterinara dienesta Dzivnieku aizsardzibas &tikas komisiju. PVD izméginajuma projekta
atlauja Nr. 59 dzivnieka izmantoSanai procedira (sanéméjs LU MF Farmakologijas katedra,

PVD reg. nr. 051902).

2.2. Skidumi

No Sigma-Aldrich (ASV) tika iegadats muscimols (pulvera veida) un
ketamina/ksilazina $kidumi. Muscimols tika izSkidinats 0,9% NaCl Skiduma. Ketamins un

o w1 —1°

cerebrospinala Skiduma (artificial cerebrospinal fluid, aCSF).

2.3. Eksperimenta dizains

Eksperimentalas Zurkas tika iedalitas 6 grupas (viena grupa no 6 lidz 7 Zurkam):

1) Kontroles grupa (fiziologiskais $§kidums un aCSF);

2) Bojajuma grupa (fiziologiskais skidums un STZ);

3) Muscimols deva 0,01 mg/kg un aCSF (M 0,01 mg/kg + aCSF);
4) Muscimols deva 0,01 mg/kg un STZ (M 0,01 mg/kg + STZ);
5) Muscimols deva 0,05 mg/kg un aCSF (M 0,05 mg/kg + aCSF);
6) Muscimols deva 0,05 mg/kg un STZ (M 0,05 mg/kg + STZ).

Eksperimenta sakuma (D1-D3), Zurkam tika intraperitoneali (i.p.) ievadits fiziologiskais

Skidums (1 ml/kg) vai muscimols (0,01 mg/kg vai 0,05 mg/kg). Ceturtaja diena (D4) zurkam
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icv tika ievadits STZ (100 pg/ul, 5 pl uz smadzenu ventrikuli) vai aCSF (5 pl uz smadzenu

ventrikuli, 10 pl uz vienu zurku).

2.4. Intracerebroventrikulara (icv) vielu ievade

Priek§ icv vielu ievades 4. diena (D4), zurkam veikta anestezija, i.p. ievadot
ketamina/ksilazina maisTjumu (100 mg/ml un 10 mg/ml, attiecigi). Pielictojot stereotakses
iekartu (Stoelting Inc., ASV), anestez&tajiem dzivniekiem izveidoti Burr caurumi smadzenu
labaja un kreisaja ventrikulos p&c sekojosam koordinatém: anteroposterior (AP) — 0,72,
mediolateral (ML) — 1,7, dorsoventricular (DV) -4. Péc caurumu izurbSanas bilaterali tika
ievadits STZ (100 pg/ul, 5 pl uz ventrikuli) vai aCSF (5 ul uz ventrikuli). Operacijam
beidzoties, zurkas tika ievietotas individualos buros ar baribu un @ideni sniegtiem ad libitum

11dz nakamiem eksperimentiem. D14-D18 dzivniekiem veica tidens labirinta (MWM) testus.

2.5. Udens labirinta (Morris water maze) tests

Eksperimenta 14.-17. dienas (D14-D17) zurkam tika veikti MWM trenintesti un 18.
diena (D18) - finala tests. Udens baseina (Ugo Basile, Italy) iekarta icklauj vannu (d=180 cm,

h=75 cm), caurspidigas apalas platformas (d=10 cm, h=30 cm) un kanalizacijas sist€émas.

Peldésanas testi tika registréti, izmantojot EthoVision XT9 videonovéroSanas iekartu
(Noldus IT, Niderlande). Treninu dienu laika (D14-D17) Zzurkam, atkariba no piederibas
grupai, i.p. injicgja fiziologisko skidumu deva 1 ml/kg vai muscimola $kidumu (0,01 un 0,05
mg/kg). Udens baseina (ar Gidens temperatiiru 21 + 3°C) 1-2 cm zem tdens Iimena tika
paslépta platforma un tdens iekrasots ar tums$i briinu partikas krasvielu (Gemoss, LV), lai
notiktu efektivaka dzivnieka atpaziSana videoregistréSanas programma. Platforma tika
ievietota viena no cCetriem kvadrantiem un tur arT palika visu trenindienu laika. Katram
dzivniekam tika piem@roti Cetri méginajumi katra diena, liekot to atSkiriga kvadranta (bet ne
platformas) p€c sajauktas kartibas. Divu minusi ilgs laiks tika uzskatits par maksimalo
izbégSanas latenci; ja dzivniekam atrodot platformu, uz tas bija japaliek 15 sekundes.
Platformas neatraSanas gadijuma dzivnieks tika maigi virzits uz to, 11dz tas patvaligi uzrapas
un palika tur uz 15 sekundém. EthovVision programma registréja laiku Iidz platformas
atraSanai (izbégSanas latence). Trenintesti notika dienas rita pus€, kad dzivniekiem

noveérojama lielaka aktivitate.
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Eksperimenta 18. diena (D18) tika veikts finala tests, kura laika platforma tika iznemta
no baseina un dzivniekam lauts peldét 2 mindtes, registréjot sekojoSos parametrus: a) skaitu
zonas, kur ieprieks tika iegremd@€ta platforma, SkersoSanai, b) kopgjo laiku. kas pavadits
kvadranta, kura ieprieks tika ielikta platforma. Eksperimenta 19. diena (D19), anestezgjot
zurkas ar ketamina/ksilazina maistjumu (100 mg/ml un 10 mg/ml, attiecigi) un uztaisot
perfuziju, tika iegitas to smadzenes prieks imiinhistokimijas un western blot analizém (kas ir

arpus $i bakalaura darba ietvariem).

2.6. Statistika

Datu apstradi veica, izmantojot EthoVision XT 9 (Noldus IT, NL), ka ari MS Office
Excel (Microsoft, ASV) un GraphPad Prism 6.0 (GraphPad Software Inc., ASV), pielietojot

nesaparoto t-testu. Statistiski ticamas vertibas bija rezultatiem ar p verttbam mazakam par
0,05 (p <0,05).
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3. REZULTATI

3.1. IzbégSanas latence

Udens labirinta tests tika veikts 14.-17. diena péc vielu icv ievadiSsanas. Katram
dzivniekam tika doti Cetri peldéSanas méginajumi viena trenina ietvaros diena Cetras dienas
péc kartas (3.1. att€ls). Lai noteiktu iemaciSanos, tika registréta izbégSanas latence (escape
latency) — laiks, p&c kura dzivnieks atrod paslepto platformu. Treninu dienu dinamika visam
grupam norada uz biitisko izb&gSanas latences samazinaSanos. Tikai bojajuma (SAL+STZ)
grupa neuzradija izb&gSanas latences samazinasanos, raditajiem paliekot relativi nemainigiem
visas treninu dienas. Tadejadi, salidzinot ar bojajuma grupu, kontroles grupa izb€gSanas
latence butiski samazin3jas no 2. dienas lidz 4. dienai. Statistiski ticamas atSkiribas
izb&gSanas latencé starp M 0.01+aCSF un M 0.05+aCSF vs. kontroles grupam netika
noverotas. Muscimola ievadiSana iev@rojami samazinaja izb&gSanas latenci 2.-4. dienas M

0.01+STZ un M 0.05+STZ grupas, salidzinot ar bojajuma grupu(p < 0,0001).

SAL +aCSF M 0.01+aCSF M 0.05+aCSF
SAL +STZ M0.01+STZ M 0.05+STZ
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3.1. attéls. 1zbegSanas latences (s) dinamika visas Cetras treninu dienas
Laiks, péc kura dzivnieki atrada paslépto platformu, registréts secigi eksperimenta 14.-17.
dienas Rezultati paraditi ka videjas vertibas + SEM. *** p < 0,0001 vs. SAL + aCSF; ## p <
0,01 vs. SAL+STZ; ### p < 0,0001 vs. SAL+STZ. Nesaparotais t-tests.

28



3.2. Finala tests

3.2.1. Pavaditais laiks kvadranta, kura ieprieks bija platforma

Eksperimenta 18. diena tika veikts finala tests. Pirmais parametrs, ko taja noteica, bija
zurku pavaditais laiks kvadranta, kura ieprieks atradas platforma (3.2.1. att€ls). Ar muscimolu
arstetas veselas zurkas (M 0.01+aCSF un M 0.05+aCSF) neuzradija bitiskas atSkiribas
uzturéSanas laika platformas kvadranta zona, salidzinot ar kontroli. Bojajuma grupas zurkas
zimigi mazak laika pavadija platformas kvadranta (p < 0,05). Savukart M 0,01 + STZ un M
0,05 + STZ grupu zurkas ieverojami vairak laika pavadija tieSi platformas kvadranta,

salidzinot ar bojajuma grupu (p < 0,05).
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3.2.1. attéls. Katras grupas vidéjais pavaditais laiks kvadranta, kura ieprieks bija platforma
Laiks pavadits kvadranta, kura ieprieks tika ievietota platforma, tika noteikts 2 mintiSu laika finala
testa. Rezultati paraditi ka videjas vértibas + SEM. ** p < 0,01 vs. SAL+aCSF; # p < 0,05 vs.
SAL+STZ; ### p < 0,0001 vs. SAL+STZ. Nesaparotais t-tests.
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3.2.2. Platformas zonas S§kérsoSana

Otrais finala testa noteiktais parametrs bija zonas, kur ieprieks tika iegremdé&ta
platforma, Skérsojumu skaits (3.2.2. attels). Bojajuma grupa platformas zonas SkérsoSanu
skaits bijis zimigi mazaks vs kontroles grupa (p < 0,01). Gan M 0.01+aCSF, gan M
0.05+aCSF grupu platformas zonu SkérsoSanu skaits butiski neatSkiras no kontroles
raditajiem. M 0,01+STZ grupas Zurkas §kérsoja platformas zonu ievérojami vairak, salidzinot
ar bojajuma grupu (p < 0,01). M 0,05+STZ grupas zurkas ari zimigi vairak S$ké&rsoja

platformas zonu, salidzinot ar bojajuma grupu (p < 0,05).
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3.2.2. attéls. Platformas zonas SkérsoSanas reizes

Platformas zonu Skersojumu skaits tika noteikts 2 mintGSu laika finala testa. Rezultati paraditi ka
vidgjas veértibas = SEM. ** p < 0,01 vs. SAL + aCSF; # p < 0,05 vs. SAL+STZ; ### p < 0,0001 vs.
SAL+STZ. Nesaparotais t-tests.
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3.2.3. Peldésanas atrums

TreSais finala testa noteiktais parametrs bija zurku peldéSanas atrums (3.2.3. attéls).
Zimigas atSkiribas peldéSanas atruma starp M 0.01+aCSF un M 0.05+aCSF pret kontroles
grupu netika novérotas. Bojajuma grupas peldéSanas atrums ari biitiski neatSkiras no kontroles
grupas. M 0.01+STZ grupa Zurkas statistiski ticami atrak peldgja finala testa, salidzinot ar

bojajuma grupu (p < 0,01).
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3.2.3. attels. Katras grupas vidéjais peldéSanas atrums cm/sekundé
Peldesanas atrums (cm/s) tika noteikts 2 minaiSu laika finala testa. Rezultati paraditi ka vidgjas vertibas

+ SEM. ## p < 0,01 vs. SAL+STZ. Nesaparotais t-tests.
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4. DISKUSIJA

Dotais pétijums tika veikts, lai noteiktu GABAA agonista muscimola ietekmi uz Zurku
atminu AD tipa modeli. Jau ieprieks tika pieradits, ka STZ icv ievadiSana zurkam izraisa ,,3.
tipa diab&ta” izmainas, kas lidzinas AD patologijai raksturigiem kognitiviem trauc€jumiem un
neirodegenerativam izmainam (Chen et al., 2013). Lai novérotu zurku atminas un maciSanas
trauc&jumus, kurus izraisija STZ icv ievadiSana, tika veikts MWM tests, kas ir labs ar vecumu
saistitu/AD [idzigu trauc€jumu izpétei. Pie tam, tas arT ir viens no biezakajiem uzvedibas
testiem, kuru izmanto, lai noteiktu hipokampa telpiskas atminas trauc€jumus (Bryan et al.,
2009).

Biitiskakais MWM testa méramais parametrs ir izb&gSanas latence jeb laiks lidz
platformas atraSanai, jo péc ta var secinat, vai zurkai ir telpiskas atminas trauc€jumi un ir
izmainas iemaciSanas procesa. Dzivnieki ar normalu atminu parasti iemacas un atceras
platformas atraSanas vietu, tad€jadi treninu testu dienas izb&gSanas latence pakapeniski
samazinas. Atminas traucgjumu gadijuma, savukart, izbégSanas latence paliek relativi
nemainiga, jo dzivnieks vairs nespgj iemacities platformas atraSanas vietu, pat iepriek$€jos
méginajumos to atradot. Ka paradija §T pétijuma rezultati, bojajuma grupas izb&gsanas latence
ir relativi nemainiga visas treninu dienas. Lidz ar to, var secinat, ka STZ icv ievadisana
zurkam izraisija telpiskas atminas trauc€jumus. Turpreti kontroles grupa izbégsanas latence
pakapeniski samazinajas, noradot uz iemaciSanos normalo, netrauc€to zurku atmina.
Muscimola i.p. ievadiSana abas devas (0,01 mg/kg un 0,05 mg/kg) ievérojami samazinaja
zurku izb&gSanas latenci bojajuma grupas, salidzinot ar tira bojajuma grupu (p < 0,0001).
Visam ar muscimolu arstétam veselam zurkam tika noverota izbé€gSanas latences pakapeniska
samazinasanas treninu dienas. Tas liecina par to, ka muscimols neietekmé atminu un
iemaciSanos veselos modeldzivniekos.

Piektaja diena tika veikts finala tests, kura laika platforma tika iznemta no baseina un
dzivniekam lauts peldét 2 mintes, registréjot: a) cik reizes tika Skérsota zona, kura ieprieks
atradas platforma; b) cik daudz laika pavadits kvadranta, kura ieprieks atradas platforma un c)
peldésanas atrums. Finala testa zurku pavaditais laiks kvadranta, kura iepriek§ atradas
platforma, ir vel viens informativs parametrs, péc kura var novertét Zurku telpisko atminu un
tas traucgjumus. Ja Zurku atminas procesi nav traucéti, tas atcerésies platformas kvadranta
atrasanas vietu un uzturésies tur ilgak, ar1 biezi Skérsojot platformas atraSanas zonu. Ja atmina
ir trauceta, dzivnieki nepavadis vairak laika ne platformas, ne citos kvadrantos, bet peldes

relativi vienmerigi pa visu baseinu. Eksperimenta dati loti labi parada, ka bojajuma grupas
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0,01). Muscimola 0,01 un M 0,05 + STZ grupu zurkas platformas kvadranta pavadija
ievérojami ilgaku laiku, salidzinot ar bojajuma grupu(p < 0,0001 un p < 0,05, attiecigi).

Platformas zonas skérsojumu skaits sniedz ieskatu par to, vai dzivnieks atceras, kur tiesi
platformas kvadranta atradas platforma. Dzivnieki, kuriem tika icv ievadits STZ, Skérsoja
platformas zonu zimigi mazak salidzinajuma ar kontroles grupu (p < 0,01). Muscmola 0,01 +
STZ un M 0,05 + STZ grupu Zurkas, salidzinot ar bojajuma grupu, Skérsoja platformas zonu
ieverojami biezak (p < 0,0001 un p < 0,05, attiecigi), kas arT apliecina muscimola potenciali
neiroprotektivas ipasibas. Interesanti ir tas, ka no visam grupam tiesi M 0,01 + STZ grupas
zurkas Skérso platformas zonu biezak, ko var€tu saistit ar no devas atkarigo potenciali atminu
uzlabojoso efektu.

Zurku peldésanas atruma zina bitiskas at3kiribas novérotas tikai M 0,01 + STZ grupas
zurkam, salidzinot pret bojajuma grupas zurkam (p < 0,01). Citos darbos, kuros tika ievadits
STZ icv un pielietots MWM tests, atSkiribas peldé€Sanas atruma starp arst€to grupu un
bojajumu grupu netika novérotas (Chen et al., 2013; Naghizadeh et al., 2013; Shingo et al.,
2013; Du et al., 2014; Santos et al., 2014). Varétu teoretizét, ka muscimola ievadiSana 0,01
mg/kg deva pie STZ icv ievades ne tikai uzlabo Zurku telpisko atminu, bet arT butiski
paaugstina lokomotoro aktivitati salidzinajuma pret bojajuma grupu (p < 0,01).

Ir zinams, ka pie AD notiek glutamatergiskas sistémas parlieku liela aktivacija, kura
veicina neiroiekaisumu un neirodegeneraciju (Limon et al., 2012) un, ka GABAAa receptoru
aktivésana novers AP toksiskumu hipokampa un smadzenu garozas neironos (Paula-Lima et
al., 2005). Dotais pétijums parada, ka muscimola ievadiSana mazas devas novér§ STZ-icv
izraisitus AD tipa atminas trauc&jumus, un muscimola ka GABAa agonista terapeitiskais
efekts notiek caur GABAergiskajiem receptoriem. NO ta var pienemt, ka GABA aktivacija
uzlabo atminu. Dotais pétijums lauj secinat, ka GABAergiskas sistémas veikta regulacija ir
stipri ietekméta AD gadijuma un tai ir zinams potencials AD agrino kognitivo traucgjumu
apturé$ana, neiroprotekcija un, iesp&jams, ari neiroregeneracija. Tas pierada, ka, pirmkart,
muscimola ievadiSana mazas devas iedarbojas neiroprotektivi un, otrkart, ka Sis efekts tiek
realizéts caur GABAergiskas sistémas aktivitates palielinasanos, t.i., inhibitora tona
pastiprinasanos.

Tacu dotais pétijums parada muscimola iedarbibas efektus uz STZ izraisitiem
kognitiviem trauc€jumiem tikai to sakumstadija — 14. dienas péc AD tipa bojajuma
inducéSanas. Lidz ar to, talakos pétjjumos biitu nepiecieSams parbaudit muscimola

terapeitisko iedarbibu ilgaka laika perioda.
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SECINAJUMI

1. STZ icv ievadiSana Zurkam izraisa telpiskas atminas trauc€jumus gan treninu dienas,
gan finala testa.

2. Muscimola i.p. ievadiSana abas devas (0,01 mg/kg un 0,05 mg/kg) aizsarga pret
STZ izraisitiem efektiem trenintestos un finala testa, uzlabojot zurku telpisko atminu
un iemacisanos.

3. Muscimola izpéte AD tipa patologija ir nepiecieSama un talakos pétijumos ar

muscimolu varétu skatities mazo devu ietekmi pie hroniskas vadisanas.
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