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ANOTACIJA

COX-2 ir COX izoenzims, kas atbild par arahidonskabes metabolismu, sintez&jot biologiski
aktivus iekaisuma mediatorus — prostanoidus. Periferija COX-2 ir inducgjama izoforma, bet
smadzenés — konstitutiva.

S1 darba mérkis bija izpétit LPS spgju inducét COX-2 ekspresiju neiroblastomas SH-SY5Y
sunas. COX-2 ekspresijas noteikSanai tika izmantota iminfluorescences metode. Rezultati
uzradija SH-SYS5Y Stnu morfologijas izmainas dazadu LPS koncentraciju (5 — 800 ng/ml)
ietekmé. Petijjuma noveroja COX-2 ekspresiju kontroles Siinds normalos apstaklos, LPS
koncentracija 5 ng/ml COX-2 ekspresijas indukciju, bet koncentracija 25 ng/ml un 50 ng/ml —

supresiju. Statistiski ticamu rezultatu uzradija LPS koncentracija 50 ng/ml.

Atslegvardi: iekaisums, COX-2, LPS, SH-SYS5Y $tinas, imanfluorescence



ABSTRACT

COX-2 is the isoenzyme of COX that is responsible for synthesis of inflammatory
mediators prostanoids in the arachidonic acid metabolic pathway. COX-2 is the inducible isoform
in the peripheral tissues, but constitutive isoform in the brain.

The aim of this study was to investigate the ability of LPS to induce COX-2 expression in
SH-SYS5Y cell line. COX-2 expression was detected by immunofluorescence. The results showed
that different concentrations of LPS (5 — 800 ng/ml) induce morphology changes in SH-SY5Y
cells. The observations of this study were COX-2 expression in control cells under normal
conditions, induction of COX-2 expression at LPS 5 ng/ml, but suppression — at LPS 25 ng/ml
and 50 ng/ml. The statistically significant result was at LPS 50 ng/ml.

Keywords: inflammation, COX-2, LPS, SH-SY5Y cells, immunofluorescence
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APZIMEJUMU SARAKSTS

AP — amiloids 3

ALS — amiotrofa laterala skleroze

AS — arahidonskabe

BSA — liellopu seruma albumins

CD - diferenciacijas klasteris

CNS — centrala nervu sistéma

COX — ciklooksigenaze

CTCF — sunu fluorescences intensitate
CYP-450 — citohroms P-450

Cys-LT — cisteinilleikotriéni

DAPI — 4,6-diamino-2-fenilindols
DHET - dihydroxyeicosatrienoic acid
DMSO - dimetilsulfoksids

EDTA — etiléndiaminotetraacetilskabe
EET — epoxyeicosatrienoic acid

EP — E prostanoida receptors

FBS — fetalais versa serums

FITC — fluorescina izotiocianats

FL — fosfolipaze

HETE — hydroxyeicosatetraenoic acid
IF — imanfluorescence

IL — interleikins

LBP — lipopolisaharida saistiSanas proteins
LOX — lipoksigenaze

LPS — lipopolisaharids

LT — leikotriéni

MAPK — mitogénu — aktivétas proteina kinazes
MEM — Minimum Essential Medium
MPP" — 1-metil-4-fenilpiridins

MRNS — matricas ribonukleinskabe



MSR — makrofagu scavenger receptors
NADH — adenina dinukleotida reducéta forma
NF-kB — kodola faktors — kappa B

NO — slapekla oksids

NOD — nukleotida-saistiSanas oligomerizacijas doméns
NPL — nesteroidie pretiekaisuma lidzekli

PBS — fosfata buferéts salu Skidums

PFA — paraformaldehids

PG — prostaglandini

TAF — trombocTttu aktivgjosais faktors

TLR — Toll like receptors

TNF — tumora nekrozes faktors

TRITC — tetrametilrodamina izotiocianats

TX — tromboksans



IEVADS

lekaisums ir dabiska organisma aizsardzibas reakcija ar mérki novérst vai neitralizét kaitigo
stimulu un atjaunot audu integritati (Minghetti, 2005), tacu parmérigs un nekontroléts iekaisuma
process izraisa audu bojajumus (Ajmone-Cat et al., 2010). Neiroiekaisums ir iekaisuma process
nervu audos (Gendelman, 2002), kas tiek raksturots ar glijas SGnu aktivaciju, iekaisuma
mediatoru ekspresiju un neirotoksiskiem brivajiem radikaliem (Krause and Miiller, 2010). Ir
pieradits, ka neiroiekaisums ir aktivs process, kas ir konstatEjams jau agrina neirodegenerativo
slimibu stadija (Figueiredo-Pereira et al., 2015), pieméram, Alcheimera slimiba, Parkinsona
slimiba, Hantingtona slimiba un amiotrofa laterala sklerozé (ALS) (Minghetti, 2004). Lidz ar to
neiroiekaisumu uzskata par potencialu terapeitisku mérki neirodegenerativo slimibu arstéSana
(Klusa, 2006).

Iekaisuma kaskades procesus kontrolé dazadi iekaisuma mediatori (Terr, 1994).
Ciklooksigenaze (COX) ir bifunkcionals enzims, kas atbild par arahidonskabes (AS) vienu no
trim iesp&jamiem metabolisma celiem, sintez&jot iekaisuma mediatorus — prostanoidus, kuriem ir
butiska loma dazados biologiskos procesos (Frungieri et al., 2015; Terr, 1994; Zeldin, 2001).
COX izoformas ir ekspresetas visos galvenajos organos, ka smadzenes, sirds, plausas, dzemde un
nieres (Smith et al., 2012). Tradicionali tiek uzskatits, ka COX-2 ir inducgjama izoforma, ko dévé
ari par ,iekaisigo” enzimu, jo ta ekspresija ir saistita ar dazadiem fiziologiskiem un
patologiskiem procesiem (Frungieri et al., 2015). Nesen veiktie pétijumi uzrada, ka smadzengs
COX-2 ir ekspreséta konstitutivi (Krause and Miiller, 2010). Sim COX izoenzimam ir bitiska
loma smadzenu darbiba, jo COX-2 ir saistita ar Svarigam fiziologiskam funkcijam centralaja
nervu sisttma (CNS), ka sinaptiska aktivitate, ilgtermina potenc€Sana, ilgtermina depresija,
atminas konsolidacija un neirovaskulara mijiedarbiba hiperémijas laika (Aid and Bosetti, 2011).

Latvijas Universitates Medicinas fakultates Farmacijas bakalaura studiju programmas
letvaros ieprieks tika izstradati pétijjumi — ,1-4-dihidropiridinu atvasinajuma AV-6-93, ta
struktiiras analoga un struktiiras elementu darbibas izpgte MPP" toksicitates modeli SH-SY5Y
stnas” (Surgovte, 2013) un ,,Lunasina pretickaisuma darbiba cilvéku neiroblastomas SH-SY5Y
Stnu Imnija” (Kozlovska, 2014). Balstoties uz Siem pétijumiem un literatiras datiem par
neiroiekaisuma lomu neirodegeneracija, radas interese izveidot lipopolisaharida (LPS) iekaisuma

modeli un izpétit ta inducétu COX-2 ekspresiju neiroblastomas SH-SY5Y $tnu Iinija. Jauzsver,
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ka, iesp€jams, lidz Sim vel nav veikts petijums ar mérki noskaidrot LPS sp&ju inducét COX-2
ekspresiju SH-SYSY $tnas.

Darba meérkis: izpétit LPS sp&ju inducét COX-2 ekspresiju neiroblastomas SH-SY5Y
Stinu linija.

Darba uzdevumi:
1) lzveidot LPS iekaisuma modeli SH-SY5Y $inas;
2) Apgut iminfluorescences (IF) metodi;
3) Noteikt inducétu COX-2 ekspresiju SH-SY5Y $unas;

4) Veikt iegiito datu apstradi un statistisko analizi.



1. LITERATURAS APSKATS

1.1. lekaisums

Iekaisums ir nespecifiska organisma imiinreakcija jeb dzivo audu atbildes reakcija uz
bojajumu, ko var izraisit mikroorganismi, kimiskas vielas vai fizikali agenti. Cetras raksturigakas
ickaisuma pazimes, ko jau pirmaja gadsimta formulgja Celzs (Celsus), ir apsartums (rubor),
uztikums (tumor), karstums (calor) un sapes (dolor) (Donina, 2008). V&lak 1882. gada patologs
R. Virhovs (R. Virchow) papildingja iekaisuma raksturigas pazimes ar funkciju trauc&jumiem
(functio laesa) (Purvin$ un Purvina, 2011). Iekaisuma sistematiskie simptomi izpauzas ka
drudzis, hipotalama — hipofizes — virsnieru regulatoras ass aktivacija, anoreksija, letargija un
hipersomnija (Narumiya and Furuyashiki, 2011).

Iekaisuma reakciju nodroSina izmainas audu asinsvados un $tnu inducétas reakcijas.
Iekaisuma gadijuma apkartgjos audos dilat€jas arteriolas, pieaug asins pliisma un palielinas
venulu caurlaidiba, kas lauj asins plazmai izpliist no asinsvada un veidot iekaisuma eksudatu
(Terr, 1994). Lidz ar to, Sajos audos notiek cirkulgjoSo leikocttu, saistaudu Stnu, ektracelularo
komponentu (kolagéna, elastina), glikoproteinu (fibronektina, laminina, proteoglikanu)
infiltracija (Doninpa, 2008). lekaisuma procesa iesaistitas Stnas atrodas veselos audos vai
asinsrite, kas ieklust audos tikai iekaisuma reakcijas laika. Svarigakas iekaisuma S$inas ir
neitrofili, makrofagi un limfociti, ka art eozinofili, bazofili, trombociti un tuklas Stinas (Terr,
1994).

Iekaisumu var iedalit akiita un hroniska iekaisuma. Akttu iekaisumu ierosina aktivétu
neitrofilu infiltracija audos, izraisot izmainas asinsvadu sienas un mikrovidé ap asinsvadiem:
plazmas proteinu un leikocitu ekstravazacija, migracija uz bojajuma vietu un fagocitoze. Si
iekaisuma iznakums var bit procesa uzsiikSanas jeb izveselo$anas, fibroze vai hroniska
iekaisuma izveide. Hronisks iekaisums ir ieilgusi iekaisuma reakcija, kad aktivs iekaisums, audu
destrukcija un bojato audu atjaunoSanas notiek vienlaicigi. Hroniska iekaisuma pereklis
raksturojas ar mononuklearo Sitinu (makrofagu, limfocitu, plazmas Stnu), nevis neitrofilu
infiltraciju. Iekaisuma perekli notiek Stinu nekroze un bojatie audi hroniska procesa gadijuma

angiogenézes un fibrozes rezultata tiek aizstati ar saistaudiem (Donina, 2008).
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Iekaisumam ir bitiska loma, jo tas tiek saistits ar dazadam akiitam un hroniskam slimibam.
Ar iekaisumu saistitas slimibas ir, piem&ram, infekcija, sepse, reimatologiskas slimibas, kunga
¢ula, Krona slimiba, pneimonija un astma, ari vézis, cukura diab&ts, Alcheimera slimiba un

aptaukosanas tiek saistita ar neregulétu ickaisuma procesu (Vodovotz, 2013).

1.1.1. lekaisuma mediatori

Iekaisuma kaskades procesus kontrolé regulejamas molekulas, ko dévé par iekaisuma
mediatoriem. lekaisuma mediatori ir savienojumi, kas tiek sekretéti aktivétas Stinas, un tie izraisa
vai pastiprina iekaisuma raksturigas pazimes. Sos mediatorus iedala etras grupas: vazoaktivie un
gludo muskulu kontrakcijas mediatori, enzimi, hemoatraktanti un proteoglikani. Dazi mediatori,

daudzpusigas darbibas d¢l, tiek iedaliti vairakas grupas vienlaicigi (Terr, 1994).

1.1.1.1. Vazoaktivie un gludo muskulu kontrakcijas mediatori

Pie vazoaktiviem un gludo muskulu kontrakcijas mediatoriem pieder histamins, AS
metaboliti, trombocitu aktivéjosais faktors (TAF), adenozins (Terr, 1994) un slapekla oksids
(NO) (Wallace, 2005).

Histamins ir viens no svarigakajiem mediatoriem, kas izraisa iekaisuma procesu. Tas
visvairak ir sastopams tuklajas $uinas un bazofilos. Histamina fiziologiska iedarbiba rodas,
mijiedarbojoties ar kadu no tris dazadiem meérka $tnu receptoriem — Hj, Hj, Hs. lekaisuma
procesa biitiska nozime ir histamina mijiedarbibai tieSi ar H; receptoriem asinsvados, tadejadi
palielinot venulu caurlaidibu un izraisot bronhu, zarnu traktas, dzemdes gludo muskulu
kontrakciju (Terr, 1994). Histamina stimul&ta akiita vaskulara atbilde izpauzas ka audu pietikums
un apsartums (Leach, 2004).

AS ir nepiesatinata taukskabe, kas ietilpst Sinu membranas fosfolipidu sastava. AS
metabolisma produkti ir eikosanoidi — prostaglandini (PG) un leikotriéni (LT) (sk. 1.2.), kuri var
izraisit vazokonstrikciju, vazodilataciju, asinsvadu caurlaidibas palielinaSanos un hemotaksi

(Terr, 1994).
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TAF ir lipofils organisks mediators, kas rodas no aktivétam tuklajam S§Gnam un
trombocitiem, ka arT no citiem aktivétiem Stinu tipiem. TAF izraisa neitrofilu un eozinofilu
degranulaciju, hemotaksi, leikocTtu infiltraciju un bronhokonstrikciju (Terr, 1994).

Adenozins ir nukleozids, kas tiek atbrivots no tuklajam Stnam. Tas var saistities ar
adenozina receptoriem, kuri atrodas vairakos $tinu tipos. Adenozina saistiSanas ar receptoriem
veicina bronhokonstrikciju un inducg sekréciju no zarnu epitélija sinam (Terr, 1994).

NO ir spécigs vazodilatators, ko parsvara izdala endot€lija Stinas. NO dilaté asinsvadu
gludos muskulus, ka arT modulé asins plasmu, leikocitu adhéziju pie asinsvadu endotélija un

dazadu enzimu, kas ir iesaistiti iekaisuma atbildes reakcija, aktivitati (Wallace, 2005).

1.1.1.2. Enzimi

Neskaitami enzimi atrodas iekaisuma $tnu granulas un tiek atbrivoti degranulacijas
procesa. Daudzi no Siem enzimiem ierosina komplementa, asinsreces vai kininu sistémas kaskadi.
Piem@ram, tuklo Stnu triptaze saskel komplementa sistémas komponentu C3 lidz C3a, ka ar1
iedarbojas uz daudziem asinsreces proteiniem, bet citas tuklo S$tinu proteazes var proteolitiski
aktivet kalikreinu vai kininogénu, veidojot bradikininu (Terr, 1994).

Komplementa sistéma ir saistita ar imunologisko atbildes reakciju, kas izveido membranas
agresivo kompleksu (ang. val. membrane attack complex). Sis komplekss piesaistas bakterijam
un iznicina tas. Saja procesa veidojas vairaki komplementa sistémas komponenti, kas palielina
asinsvadu caurlaidibu, stimulé hemotaksi un veicina bakteriju osponizéSanu jeb iezimé&Sanu.
Funkcionali visbutiskakie komponenti ir C3 un C5. Komponenti C3a, C4 un C5 palielina
asinsvadu caurlaidibu un izraisa vazodilataciju, netieSi stimul€jot histamina izdaliSanos no
tuklajam stnam. Komponents C5 veicina ar1 leikocttu adhé&ziju, stimulé hemotaksi un AS
lipoksigenazes (LOX) aktivéto metabolisma celu. Savukart, komponents C3b saistas ar baktériju
Stnu apvalku un veicina ta osponizéSanu neitrofiliem un makrofagiem (Leach, 2004).

Asinsreces sistéma parveido fibrinogénu Iidz fibrinam, ka rezultata rodas fibrina receklis.
Asinsreces procesa tiek generéti vairaki fibrinopeptidi, kuriem ir butiska loma asinsvadu
caurlaidiba. Turklat, enzims trombins, kas ir atbildigs par fibrinogéna parveidoSanu fibrina,

palielina leikocitu adh&ziju un stimul@ fibroblastus (Leach, 2004).
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Kininu sist€éma ir Saistita ar asinsreces sist€tmu. Ta tiek aktivéta Hagemana (XII asinsreces)
faktora ietekmé, rezultata veidojot bradikininu. Bradikinins izraisa iekaisuma procesam

raksturigo gludo muskulu kontrakciju, asinsvadu dilataciju, ka ar1 sapju sajiitu (Leach, 2004).

1.1.1.3. Hemoatraktanti

Par hemotaksi devé procesu, kura Stinas migré iekaisuma izraiso$a kimiska faktora virziena.
Hemoatraktanti ir hemotakses kairinataji (Wiggins and Rappoport, 2010).

Citokini pieder pie proteinu grupas, kas regulé iekaisumu un imunologisko atbildi, ka arf ir
atbildigi par hemostazes uzturéSanu. Citokini var iedarboties uz $tinam, kas tos ir izdalijuSas
(autokrins efekts), uz apkartgjam Stinam (parakrins efekts), ka art nonakt asinsrité un iedarboties
uz talak eso$am Stnam (endokrinais efekts). Ir vairakas citokinu gimenes — interleikini (IL),
tumora nekrozes faktors (TNF), interferoni, hemokini un audu augsanas faktors (Leach, 2004).
Viens no svarigakajiem hemoatraktantiem no citokinu gimenes ir hemokini (Terr, 1994).

Vairaki ne-peptidu iekaisuma mediatori arl uzrada nozimigu hemoatraktantu aktivitati,
pieméram, TAF un LTB,4 kopa ar komponentu C5a ir spécigi neitrofilu hemoatraktanti. Savukart,

TAF ir spécigs ar1 eozinofilu hemoatraktants (Terr, 1994).

1.1.1.4. Proteoglikani

Tuklo $tnu un bazofilu granulas atrodas proteinu — polisaharidu komplekss, ko sauc par
proteoglikaniem. Tie veido lielako dalu $o granulu strukturalo matricu un kalpo par saistiSanas
vietu heparinam un citiem mediatoriem. Proteoglikaniem piemit ar1 butiska regulatora aktivitate.
Pieméram, viens no svarigakajiem proteoglikaniem cilvéku tuklajas $tnas ir heparins, kuram

piemit antikoagulanta darbiba, ka arT tas sp&j modulét tuklo $tnu triptazes aktivitati (Terr, 1994).
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1.2. Arahidonskabes metabolisms un metaboliti

AS ir 20 ogleklu atomu nepiesatinata taukskabe, kas ietilpst Stinu membranas fosfolipidu
sastava (Williams et al., 1999). No membranas fosfolipidiem AS var tikt atbrivota ar fosfolipazes
(FL) C secigu iedarbibu uz diacilglicerolu, vai FLA tieSu iedarbibu uz membranas fosfolipidiem
(Terr, 1994). FLA; tiek aktiveta ar palielinatu kalcija Itmeni un fosforilaciju (Figueiredo-Pereira,
2015). Atbrivota AS tiek paklauta oksidativam metabolismam ar vairakam enzimu sistémam —
COX, LOX, citohromu P-450 (CYP-450) (sk. 1.1. att.) (Zeldin, 2001). AS metoboliti ir iesaistiti
vairakos biologiskajos procesos, tostarp iekaisuma, ovulacija, apauglotas ol$tinas implantacija,

angiogenéz€, trombocitu agregacija un imunologiskas funkcijas (Williams et al., 1999).

.~ Phospholipid

Stimulus

Cytochrome P450 (CYP)

(87 genes in humans)

“PROSTAGLANDINS" LEUKOTRIENES n-HETE EPOXYEICOSATRIENOIC ACID
Prostaglandins LT Ad 12-HETE 56-EET
PGE2 LT B4 19-HETE 8.9-EET Uiseormbretins
pgpz Prostacyclins LT C4 20-HETE  11,12-EET } =7 Coaotscic
parz  PO2  Thromboxanes LT D4 J 14,15-EET Proteraton
TXAZ u infarmmation —
Aammadun 3 viftemmanan l":f::-.‘g.r." QEH .
Fav Provteryon Puataiat ,‘Jq.:\'ﬁn;{ S furchon
Sonsoeion OOCTIOCOnSINCO
20-0H PGE2 DHET
20-OH PGI2

1.1. att. AS galvenie metabolisma celi un to metaboliti. Attéls ar izmainam no (Panigrahy et al., 2010)
AS var tikt paklauta tris galvenajiem metabolisma celiem — COX, LOX un CYP-450 celam, ka rezultata
rodas attiecigi AS metaboliti — eikosanoidi (PG un LT), HETE un EET, kuriem ir bitiska loma vairakos

biologiskos procesos.
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1.2.1. Ciklooksigenazes (COX) celS§

COX cels ir visplasak pétits no visiem AS metabolisma celiem (Williams et al., 1999).
COX jeb prostaglandinu endoperoksida H sintaze ir enzims, kas metaboliz€é AS par
prostanoidiem — PG un tromboksanu (TX) (Zeldin, 2001). COX aktivitate ir atkariga no diviem
atSkirigiem un savstarp&ji neatkarigiem enzimiem — COX-1 un COX-2 (Smith, 2010). COX-1
metabolizé AS par PG, kuri ir iesaistiti asins recéSanas regulésana, homeostazé un kunga — zarnu
traktas aizsardziba. Savukart, COX-2 parveido AS lidz PG, Kuri izraisa iekaisumam raksturigas
reakcijas, ka arT sapju sajutu un drudzi (Shaveta et al., 2014).

COX ir bifunkcionals enzims, jo tam piemit gan COX, gan peroksidazes aktivitate. COX
metabolisma cela AS tiek metaboliz&ta vairako etapos. Vispirms COX katalizé AS oksigen&Sanu
par nestabilu ciklisku endoperoksidu PGG,, kas ar peroksidativu redukciju tiek parveidots par
PGH; (Baue et al., 2000; Brown and DuBois, 2005). Talak PGH,, kas ir prostanoidu prekursors,
tiek paklauts sintazém un ketoreduktazém, dehidratacijas reakcijai un neenzimatiskai
izomerizacijai, izveidojot dazadus biologiski aktivus PG (PGE,, PGD;, PGF,,, PGIl,) un TXA;
(sk. 1.2. att.) (Frungieri et al., 2015).

Q\/:/\/\/ COOH Arachidonic acid

N~
lcyclooxygenase Constitutive: COX-1
COX-3
PGG, cox PCOX-1
l peroxidase
0, - Inducible: CcOoX-2

T™Xs +——— specific ———> PGFy,

synthases
PGD,‘/ l \
~ o
;: ="~ COOH PGI, {:Lj\?‘/\\//\\/COOH
(o} OH OH
15d- A1214-pGJ, PGE,

1.2. att. COX paklautais AS metabolisma cel$§ (Minghetti, 2004)

Dazadie PG izraisa visas galvenas iekaisuma pazimes — paaugstinatu kapilaru caurlaidibu,
sapes, paaugstinatu kermena temperatiiru, ka ari trauc€tas organu funkcijas. P€d€jo gadu dati

liecina, ka PG darbibas raksturs uz ickaisuma procesu ir atkarigs no to koncentracijas: mazas
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koncentracijas veicina iekaisuma procesa attistibu, bet lielas — uz atgriezeniskas saites pamata —
darbojas pret iekaisumu (Purvins un Purvina, 2011).

PG ir biologiski aktivas lipidu vielas, kuras razo gandriz visas ar kodolu esos$as $iinas, 1idz
ar to tie ir sastopami gandriz visos audos un organos (Frungieri et al., 2015; Ricciotti and
FitzGerald, 2011). Sis biologiski aktivas vielas pirmo reizi tika atklatas ap 1930. gadu un
nosauktas tiesi par PG, jo sakotngji tika konstatStas prostata. PG ir iesaistiti daudzas fiziologiskas
un patologiskas sistémas, pieméram, iekaisuma regulacija un iminaja atbildé, $tinu augSana,
intraokularaja spiediena, kalcija parvietoSana, asinsvadu gludo muskulu stnu kontrakcija un
relaksacija, trombocitu agregacija un nesalipSana, glomerulu filtracijas atrumu nier€s, neironu
jutibu sapju gadijumos, kermena temperatiiras atbildes reakcija pret drudzi un dzemdibu laika
(Frungieri et al., 2015).

PGD; ir viens no svarigakajiem eikosanoidiem, kas tiek razots aktivétas tuklajas Siinas
(Ricciotti and FitzGerald, 2011). PGD; ir visizteiktak ekspreséts smadzenés no visiem PG
(Figueiredo-Pereira, 2015). Tas ir nozimigs iekaisuma mediators, kas veicina lokalu asinsvadu
dilataciju, palielina asinsvadu caurlaidibu, darbojas ka sp&cigs neitrofilu hemoatraktants (Terr,
1994), ka arf ir atbildigs par miega reguléSanu un sapju sajutu (Ricciotti and FitzGerald, 2011).

PGE; piemit daudzpusiga biologiska aktivitate un tas ir viens no visvairak razotajiem PG
organisma. lekaisuma gadijuma, tas izraisa iekaisumam raksturigo apsartumu un tiisku, palielinot
asins plismu iekaisuSos audos ar pastiprinatu arteriju dilataciju un palielinatu mikrovaskularo
caurlaidibu (Ricciotti and FitzGerald, 2011). PGE, aktivizé arT termoregulacijas centru
hipotalama, ka arT izraisa sapju sajitu, iedarbojoties uz periféras nervu sist€émas sensorajiem
neironiem un CNS aktivajam vietam (Baue et al., 2000; Ricciotti and FitzGerald, 2011).

PGF,, izraisa gludo muskulu kontrakciju un bronhokonstrikciju, ka ar ir atbildigs par sapju
sajutu rasanos (Purvins un Purvina, 2011; Ricciotti and FitzGerald, 2011).

PGl, jeb prostaciklins ir viens no svarigakajiem prostanoidiem, kas regulé sirds un
asinsvadu homeostazi. Tas atrodas asinsvadu $tnas, pieméram, endotélija $tnas un gludo
muskulu asinsvadu Stinas. Prostaciklins darbojas ka spécigs vazodilatators, ka ari inhib&
trombocitu agregaciju, leikocitu adhéziju un asinsvadu gludo muskulu Stnu proliferaciju
(Ricciotti and FitzGerald, 2011).

TXA, galvenokart veidojas trombocitos, bet to var razot ari citi $tinu tipi, pieméram,

makrofagi. TXA; veicina trombocitu adh€ziju un agregaciju, gludo muskulu Stinu kontrakciju un
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proliferaciju, ka art endot€lija iekaisuma atbildes reakcijas aktivéSanu (Ricciotti and FitzGerald,
2011).

PG izraisttais efekts rodas, tiem saistoties ar septinu transmembrano domé&no G proteinu.
Prostonoidu receptoru apakSgrupu veido astoni receptori — PGE receptora subtipi E prostanoida
receptors 1 (EP,), EP,, EP3 un EP4, PGD receptors (DP1), PGF receptors, prostaciklina receptors
un TX receptors (Ricciotti and FitzGerald, 2011).

1.2.2. Lipoksigenazes cel$

LOX ir oksidativo enzimu grupa, kas ir iesaistita ickaisuma atbildes reakcijas regulésana.
AS metabolisma procesa var tikt paklauta vairakam LOX: 5-LOX, 8-LOX, 12-LOX, 15-LOX
(sk. 1.1. att) (Wisastra and Dekker, 2014). LOX AS parveido par nestabiliem hydroperoxy
starpproduktiem, kuri, savukart, izveidojas par LT, hydroxyeicosatetraenoic acid (HETE) un
lipokstniem (Zeldin, 2001).

Iekaisuma procesa visbiitiskaka nozime ir 5-LOX, jo ta ir iesaistita LT biosintéz€. LT savu
nosaukumi ir ieguvusi, jo tie ir sastopami dazadu veidu leikocitos, pieme&ram, granulocitos,
monocitos un tuklajas Stnas. lekaisuma procesa stimulacija izraisa 5-LOX Kkatalizétu AS
oksidaciju Iidz nestabilai hydroxyperoxyeicosatetraenoic acid, kas tiek parvérsta par LTA4. LTA4
darbojas ka prekursors LTB,4 un LTC, izveidei. Savukart, talak LTC4 enzimatiski tiek parveidots
lidz LTD4un LTE, (Wisastra and Dekker, 2014).

Izdala divas LT klases — nepeptidu LT (LTA4, LTB4) un cisteinilleikotriéni (Cys-LT)
(LTC4, LTE4, LTDy), kuru fiziologiska iedarbiba ir atSkiriga (Bukovskis, 2004). LTB, ir
nozimigs iekaisuma mediators, kas stimulé neitrofilu hemotaksi un aktivaciju, ka ari citokinu
razoSanu mononuklearas S§tinas (Baue et al., 2000). Cys-LT izdalas no tuklajam S§tnam un
eozinofiliem. Tie izraisa spécigu bronhu un asinsvadu gludo muskulu spazmu, palielina
asinsvadu caurlaidibu, pastiprina glotu sekréciju bronhu dziedzeros un eozinofilo leikocitu
hemotaksi (Bukovskis, 2004). LTCy4, LTD,4 un LTE, tiek deévéti par anafilakses 1éni reag€josam

substancém (ang. val. slow — reacting substance of anaphylaxis) (Terr, 1994).
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1.2.3. Citohroma P-450 cel§

AS tiek paklauta CYP-450 metabolisma celam vairakos audos — aknu, nieru, sirds un
asinsvadu sistémas. Saja metabolisma cela uz AS var iedarboties divi CYP enzimi — o-
hidroksilaze un epoksigenaze (sk. 1.1. att.). w-hidroksilaze AS parveido lidz HETE. Butiskaka no
HETE izoformam ir 20-HETE, kas izraisa vazokonstrikciju. Savukart, epoksigenaze AS parveido
par epoxyeicosatrienoic acid (EET), kas uzrada vazodilatgjosas Tpasibas. EET talak metabolizgjas
galvenokart par SkistoSu epoksida hidrolazi, kas tiek parveidota Iidz dihydroxyeicosatrienoic
acids (DHET). DHET piemit mazaka aktivitate neka EET (Panigrahy et al., 2010).

1.3. COX raksturojums

COX ir svarigs enzims, kas atbild par prostanoidu sintézi, kuriem ir bitiska loma dazados
biologiskos procesos (Frungieri et al., 2015). Ir divas domingjosas COX izoformas — COX-1 un
COX-2, kuras pilniba at$kiras ar savam fiziologiskam darbibam. Izoforma COX-1, ko uzskata par
orginalo enzimu, tika ieglta 1940-tajos gados un klon&ta 1988. gada. COX-2 tika identific&ta
balstoties uz COX-1 homologiju (Baue et al., 2000). Atkariba no biologiskajiem procesiem COX
1izoenzimi var darboties individuali, vienoti vai kompensacijas veida, ja viens no izoenzimiem
nav pieejams (Frungieri et al., 2015). Visos galvenajos organos, ka smadzenes, sirds, plausas,
dzemde un nieres, ir plasi ekspresétas abas COX izoformas (Smith et al., 2012).

COX-1 ir konstitutivs enzims, ko §iinas izdala normalos apstaklos. ST COX izoforma ir
atrodama gandriz visu $tinu endoplazmatiskaja tikla un ta ir plasi ekspreséta kungi, nierés,
trombocitos, endot€lija, dzemd€ un smadzenés (Baue et al., 2000). COX-1 veic ,,saimnieciskas”
(ang. val. housekeeping) funkcijas $tnu fiziologiskas procesos, tadgjadi ta atbild par normalu
homeostazi un veic §tnas signalfunkcijas (Smith et al., 2012). Ta nodroSina glotadu un bronhu
normalu stavokli, trombocttu funkcijas un nieru asinsriti (Biksone, 2008).

COX-2 ir inducgjama izoforma, ko dévé arl par ,,iekaisigo” enzimu, jo ta ekspresija ir
saistita ar dazadiem fiziologiskiem un patologiskiem procesiem, ka ickaisums, angiogengze,
kaulu absorpcija, kunga ¢ala, nieru slimibas, smadzenu un sievieSu reproduktivas sist€émas
trauc&jumiem. Turklat, COX-2 parak izteikta ekspresija ir novérota dazados veza tipos — Kriits,

resnas zarnas, plausu un prostatas vézi. COX-2 ir ekspreséta tikai agra Siinas diferenciacijas vai
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replikacijas stadija ka atbildes reakcija uz ickaisuma procesa stimulaciju (Frungieri et al., 2015).
Ta ir ekspreséta $iinas endoplazmatiskaja tikla un kodola apvalka (Baue et al., 2000).

COX-2 ekspresiju var inducét dazadi ekstracelularie un intracelularie stimuli, piem&ram,
LPS, forskolins, IL-1, TNF, epidermalais augSanas faktors, transform&joSais augSanas faktors
alfa, intorferons gamma, retinskabe, TAF, endotelins un AS. COX-2 indukcija ir atgriezeniska
péc 24 — 48 h arsteSanas terapijas (Williams et al., 1999).

Atskiribas starp divam domingjosam COX izoformam ir saistitas ar to unikalo strukttiru
(sk. 1.3. att). COX-1 un COX-2, attiecigi satur 576 un 585 aminoskabes. Abi izoenzimi ir
homodimeéri, kura katrs monomeérs satur tris strukturali dazadus doménus: N-terminale, kas satur
monom&rus kopa ar hidrofobo mijiedarbibu, Gidenraza saittm un salu tiltiem, membranas
saistoS$ais doméns un C-terminales katalitiskais doméns, kas veido aptuveni 80% no proteina jeb
480 aminoskabes un satur COX un peroksidazes aktivos saitus (Smith et al., 2012).

Viena no galvenajam izoformu strukttru atSkiribam ir ta, ka COX-2 var uznemt lielakas
ktmiskas struktiras, jo 523. pozicija izoleicins (Ile) ir aizstats ar valinu (Val) (sk. 1.3. att). Lidz ar

to, COX-2 saistas ar lielakiem substratiem (Knights et al., 2010).

COX-1 COX-2

1.3. att. COX-1 un COX-2 struktuiras (Knights et al., 2010)

Ir atklatas ari citas COX izoformas — COX-3 un PCOX-1. Jauzsver, ka §is izoformas
joprojam tiek pétitas (Frungieri et al., 2015). Tiek uzskatits, ka COX-3 ir savienots COX-1
variants, tapéc to déve ari par COX-1b (Smith et al., 2012). COX-3 piemit mazaka aktivitate PG
sint€z€ neka COX-1, bet ir nov@rots, ka pretsapju un pretdrudza lidzeklis paracetamols inhibé

COX-3 aktivitati. PCOX-1 (ang. val. partial COX-1) ir cits COX-1 savienots variants, kuram ir
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divas izoformas — PCOX-1a un PCOX-1b. Ir zinams, ka PCOX-1 nav iesaistits PG sintézé
(Simmons et al., 2004).

1.3.1. COX inhibitori

COX aktivitati var ierobezot COX inhibitori, kas ir pazistami ka nesteroidie pretiekaisuma
lidzekli (NPL) (Smith et al., 2012). To galvenais darbibas mehanisms ir konkuréjosa abu COX
izoenzimu aktivitates inhibicija, samazinot PG produkciju (Krause and Miiller, 2010). NPL
inhibicijas mehanismus iedala tris kategorijas:

1) atra konkuré&tspgjiga un atgriezeniska COX-1 un COX-2 inhibicija (ibuproféns),

2) atra, zemas afinitates atgriezeniska saistiSanas seko laika atkariga, augstas afinitates,
lIéna atgriezeniska saistiSanas ar COX-1 un COX-2 (diklofenaks, flurbiproféns,
indometacins),

3) atra atgriezeniska saistiSanas, kas izraisa COX-1 un COX-2 kovalento modifikaciju
(aspirins) (Knights et al., 2010).

Visi Sie medikamenti nover§ ne tikai iekaisumu, bet ar sapes un drudzi. NPL darbiba
nozimigakais ir PG nomakums. PG izraisa drudzi un hiperalgéziju, ka ar1 veicina iekaisumu,
tadel to sintézes nomaksana izskaidro NPL terapeitisko darbibu. Visi klasiskie NPL nomac COX-
2 un mazina iekaisuma simptomus, ka ari vienlaikus nomac COX-1, ar ko skaidrojama NPL
gastrotoksicitate, nefrotoksicitate un antitrombotiska darbiba (Biksone, 2008). Tapéc
perspektivaki ir tie pretiekaisuma lidzekli, kas sp&j selektivi kavét COX-2, Iidz ar to maz
ietekm@jot gremosanas trakta glotaddu un nieru funkcijas (Purvin$ un Purvina, 2011). Selektivie
COX-2 inhibitori (meloksikams, nimesulids) un koksibu klases selektivie COX-2 inhibitori
(celekoksibs, etorikoksibs, rofekoksibs) vairak vai mazak bloké COX-2, bet atstaj neskartu COX-
1 (Biksone, 2008).

Arl glikokortikoidi (deksametazons, prednizolons, hidrokortizons), kas tiek deévéti par
steroidajiem pretiekaisuma Iidzekliem, jo to darbiba ietekme virsnieres, uzrada COX-2 nomacosu
ietekmi. COX-2 tiek kaveta péc tas sintézi nodros$ino$o génu transkripcijas traucésanas, kas
notiek citoplazmatisko glikokortikoidu receptoru aktivéSanas rezultata (Purvip§ un Purvipa,
2011).
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1.4. Iekaisums neirodegenerativas slimibas

Tapat ka iekaisums periférajos organos, neiroiekaisums ir dabiska aizsardzibas reakcija ar
meérki likvidét bojajuma stimulus un atjaunot audu integritati, bet parsniedzot kritisko slieksni, tas
veicina audu bojajumus (Ajmone-Cat et al., 2010). Iekaisums smadzenés tiek raksturots ar glijas
stnu aktivaciju, galvenokart mikroglijas un astrocttu, un iekaisuma mediatoru ekspresiju, ka art
ar neirotoksiskiem brivajiem radikaliem (Krause and Miiller, 2010). Neiroiekaisums ir aktivs
process, kas ir konstatéjams jau agrina neirodegenerativo slimibu stadija (Figueiredo-Pereira et
al., 2015). Savukart, neirodegeneracija ir progresivs neirona struktiiras un funkciju zudums, kas
noved pie ta bojaejas. Neirodegenerativas slimibas ir hroniskas neirodegeneracijas formas, un tas
izpauzas ka Alcheimera slimiba, Parkinsona slimiba, Hantingtona slimiba, ALS (Klusa, 2006).

Bitisks riska faktors neirodegenerativo slimibu attistibai ir noveco$anas. Akitu
neirodegeneraciju novéro péc insulta, galvas traumam, sirds apstasanas, subarahnoidalas
hemoragijas, taCu neironu naves iemesli abos gadijumos - akiita un hroniska - ir vieni un tie pasi.
Tie ir kalcija jonu un brivo radikalu parmériga uzkraSanas $iina, oksidativais stress, mitohondriala
disfunkcija un metaboliskie trauc€jumi, kas rada acidozi. Rezultata Stnas signalizacijas
mehanismi, regul&jot procesus no membranas l1dz kodolam un atpakal, ir pilnigi trauceti. Lidz ar
to tiek izjaukta Stinas homeostaze, Stina uzkrajusies neirotoksiskie produkti izraisa nekrotisku vai
apoptotisku Siinas bojaeju. Boja gajusi Siina nesp€j sanemt, parraidit un saglabat informaciju, lidz
ar to cilveka kognitivajas funkcijas rodas neirodeficits (Klusa, 2006).

21. gadsimta sakuma zinatnieki Edite un Patriks MakGiri (McGeer) atklaja neiroiekaisuma
lomu Alcheimera slimibas skartajos smadzenu audos un ALS slimnieku muskulu nervos. Tika
paradits, ka iekaisums So slimibu gadijuma saistas ar aktivétu mikrogliju un neirotoksisku
iekaisuma molekulu - citokinu, hemokinu un pentraksinu (C reaktiva proteina un amiloida
peptida) - producéSanos. Ne mazak intensiva tika uzradita ari citu iekaisuma mediatoru (PG,
histamina, bradikinina) aktivacija. Pamatojoties uz to, izvirzija hipotézi, ka neiroiekaisums ir
viens no galvenajiem neironu naves iemesls, tapec tas jauzskata par potencialu terapeitisku merki
neirodegenerativo slimibu arstéSana. Lidz ar to viena no neirodegeneracijas protekcijas

strat€gijam ir neiroiekaisums ka merkis (Klusa, 2006).
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1.4.1. COX izoformu ekspresija smadzenges

Ir pieradits, ka abas COX izoformas, COX-1 un COX-2, normalos fizologiskos apstaklos ir
ekspresétas smadzengs. Zurku smadzen@s ir konstatéta COX-1 un COX-2 imiinreaktivitate (ang.
val. immunoreactivity) dazados rajonos smadzenu garozas un hipokampa neironos. COX-1
imiinreaktivitate doming tados smadzenu rajonos ka vidussmadzenés (mesencephalon), smadzenu
tilta (pons) un iegarenajas smadzenés (medulla oblongata). Lidzigi ari COX-1 un COX-2
matricas ribonukleinskabe (mRNS) ir sastopama cilvéka smadzenu rajonos (Minghetti, 2004).
COX-2 ir plasi sastopama postsinaptiskos dendritos un ,,uzbudinos$as” terminalés (ang. val.
excitatory terminals) (Aid and Bosetti, 2011), it Tpasi, domin&jot hipokampa (Minghetti, 2004),
kas ir iesaistits butiskas smadzenu funkcijas, ka uzvediba, telpiska orientéSanas un atmina (Jonas
and Lisman, 2014).

COX-2 ir unikala loma smadzengs, salidzinot ar perifériju, jo smadzenés COX-2 ir
ekspreséta konstitutivi (Krause and Miiller, 2010). Sim COX izoenzimam ir bitiska loma
smadzenu darbiba, jo COX-2 ir saistita ar svarigam fiziologiskam funkcijam CNS, ka sinaptiska
aktivitate, ilgtermina potencésana, ilgtermina depresija, atminas konsolidacija un neirovaskulara
mijiedarbiba hiperémijas laika (Aid and Bosetti, 2011). COX-2 konstitutivo lomu smadzenés
apstiprina vairaki pétijumi in vivo un in vitro (Minghetti, 2004).

COX-2 saistiba sinaptiskaja aktivitateé tiek skaidrota ar izoenzima iminreaktivitati
distalajos dendritos un dentrita izaugumos, kas ir iesaistiti sinaptiskaja signala parraid€, un tas
lokalizaciju ,,uzbudinoSajos” glutamatergiskajos neironos. COX-2 iesaistiSanas sinaptiskaja
aktivitate ir apstiprinata ari ar COX-2 ekspresijas attistibas profilu. Zurku smadzengs COX-2
ekspresija seko attistibas gradientam un atbilst aktivitates — atkarigajai garozas attistibas
kritiskajam periodam. Retta sindroma — neirologiski traucgjumi, kas ir saistiti ar garigo
atpalicibu, smadzenu garozas neironu attistibas defektiem un dendritu zaroSanas anomalijam —
smadzenu garozas COX-2 iminreaktivitate ir traucéta, jo COX-2 pozitivie neironi ir skaitliski
samazinajusies un patvaligi sadalijusies (Minghetti, 2004).

Vairaki pétijumi in vivo uzrada, ka COX-2 aktivitatei hipokampa ir butiska loma atmina un
telpiskaja orientéSana. Pieméram, pieauguSas Zurkas paklautas selektivai bazalo prieksgjo
smadzenu (proencephalon) holinergisko neironu destrukcijai pirmaja postnatalaja nedgla,
uzradija samazinatu COX-2, bet ne COX-1 limeni hipokampa. Sis novérojums tiek saistits ar

socialas atmipas traucgjumiem, kas liecina par hipokampa holinergisko neironu zaud&umu
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ietekmi uz COX-2 ekspresiju hipokampa neironos un PG funkcionalo lomu sinaptiskaja
aktivitateé. Ari COX-2 inhibicija, ar selektivu COX-2 inhibitoru (celekoksibu), nevis COX-1
selektiva inhibicija, uzradija pétijuma ar Morris tdens labirinta testu (ang. val. Morris water
maze) zurkam telpiskas atminas trauc&jumus (Minghetti, 2004).

Nemot véra COX-2 fiziologisko lomu smadzenu attistiba un funkcijas, COX-2 knockout
pelu smadzenu anatomija netika uzraditas bitiskas novirzes. Tomér §Im pelém varja novérot
agrinu un progresivu nieru mazspeju, tapec netiek ,,izslegts” COX-1, iespgjams ari COX-3,

nozimigais kompensacijas efekts (Minghetti, 2004).

1.4.2. COX izoenzimu loma neiroiekaisuma

Jaunakie pétijumi uzrada, ka COX-1 ir butiska loma neiroiekaisuma un neirodegeneracijas
procesa. Savukart, COX-2 atkariba no stimula, $iinu tipa un eikosanoidu sint€zes substrata,
piemit pretickaisuma vai neirotoksiska aktivitate (Aid and Bosetti, 2011).

Ir pieradits, ka COX-1 uztur iekaisuma procesus un veicina iekaisuma PG upregulation
dazados neiroiekaisuma modelos. Neiroickaisuma COX-1 ekspresija ir izteikta mikroglijas un
perivaskularas $tunas. Pateicoties COX-1 domingjosai lokalizacijai, COX-1 reakcijas kédes
metaboliti ir svarigi iekaisuma atbildes sakotng&jas fazes modulésana, ka art izoenzimam ir bitiska
loma imiino — smadzenu (ang. val. immune-to-brain) signala medig$ana. P&tijumi in vivo uzrada,
ka vecakam zurkam hipokampa ir palielinats COX-1 metabolita TXB; limenis un izteikta COX-1
ekspresija, kas var veicinat pastiprinatu smadzenu jutibu pret iekaisuma un neirodegenerativajam
slimibam. Ka ari COX-1 deficita pelém, paklautas centralajai LPS injekcijai, tika uzradita
samazinata iekaisuma atbildes reakcija, leikocitu infiltracija, oksidativais stress un neironu
bojajumi. COX-1 ir biitiska ne vien akiita, bet ar1 hroniska neiroiekaisuma. Parkinsona slimibas —
raksturiga astroglioze, mikrogliju aktivacija, ickaisums un neirodegeneracija — dzivnieku modelis
pelés uzrada pastiprinatu COX-1 ekspresiju un COX-1 inhibicija uzlaboja pelu dzivildzi (Aid and
Bosetti, 2011).

Precizi mehanismi, ar kuriem COX-1 ir iesaistita neiroiekaisuma, tiek vl pétiti. Ta ka
COX-1 galvenokart ir sastopama mikroglijas un perivaskularas $tinas, tad ir izvirzita hipotéze, ka

enzims var mobilizeties dazu sekunzu vai mintsu laika p&c akiita ierosinajuma, tadgjadi veicinot
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lokalu eikosanoidu ickaisuma aktivaciju pirms COX-2 ekspresijas inducéSanas (Aid and Bosetti,
2011).

Ir divi galvenie aspekti, kuri biitu janem véra nosakot COX-2 aktivitates lomu smadzenu
slimibas. Pirmkart, COX-2 ir ekspreséta fiziologiskos apstaklos un veicina butiskas smadzenu
funkcijas, ka sinaptiska aktivitate, atminas konsolidéSanas un funkcionala hiperémija. Otrkart,
neiroiekaisums ir daudz vairak kontroléta reakcija neka iekaisums periferajos audos (Minghetti,
2004).

Vairaki §tnu tipi, ieskaitot rezidentu Stinas (piemé&ram, neironi, glijas, endotélija $iinas) un
infiltréjosas asins Stnas, var ekspresét COX-2 smadzenés. Parak izteikta COX-2 ekspresija katra
no $ajam S$Unam var izraisit atSkirigas funkcionalas sekas un to iznakums ir atkarigs no
domingjosa COX-2 produkta aktivitates, ieskaitot PG ar dazadam funkcijam un brivos radikalus.
Neironi ir Tpasi jutigi pret bojajumiem, ko izraisa brivie radikali, gener&joties no COX-2
peroksidazes aktivitates (sk. 1.2. att). Savukart, glijas Siinas ir daudz rezistentakas pret Siem
bojajumiem. Specifiski signali ir atbildigi par COX-2 indukciju un/vai parlieku izteiktu
ekspresiju $tinu tipos, pieméram, glutamats neironos, citokini astrocitos un apoptotiskie neironi
mikroglijas (Minghetti, 2004).

Ir atklata ari COX-2 metabolisma produktu protektiva darbiba iekaisuma progreséSana
un/vai rezollicija (ang. val. resolution) smadzengs p&c endotoksina smadzenu iedzimtas
imunitates aktivé$anas. So mediatoru darbiba varétu izskaidrot COX-2 pretiekaisuma vai pro-
resolving ipasibas. Rezoliicijas fazé (ang. val. resolution phase), kas seko iekaisuma stimulam,
iekaisums tiek noversts, laujot audiem atgriezties ne-iekaisuma, homeostatiska faze. Rezolucijas
faze ir aktivs, medits ar lokalas darbibas un specializétiem lipidu mediatoriem, process. Sie
lipidu mediatori ar imiinregulatoram ipasibam ir lipoksini, PG, rezolvini un protektini (ang. val.
protectins). Balstoties uz hipotézi, ka COX-2 ir nepiecieSams iekaisuma rezolicija, COX-2
deficita peles uzradija palielinatu leikocitu, parsvara neitrofilu, infiltraciju smadzeng&s péc
centrala endotoksina izraisita stimula (Aid and Bosetti, 2011).

Visvairak ekspresétais smadzengs COX-2 ierosinatas kaskades metabolits ir PGD,. Sis PG
ir nestabils un gan in vivo, gan in vitro viegli paklaujas neenzimatiskai dehidratacijai, genergjot
biologiski aktivu ciklopentanonu PGJ,, kas, savukart, producé divus metabolitos — A12-PGJ, un
15-deoksi-12,14-PGJ, (15d-PGJy) (sk. 1.4. att.) (Figueiredo-Pereira et al., 2015).
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1.4, att. PGJ, un ta metabolitu veido$anas (Figueiredo-Pereira et al., 2015)
PGJ, veidojas PGD, neenzimatiskas dehidratacijas rezultata. PGJ, metaboliti, A12-PGJ, un 15d-PGJ,,
rodas attiecigi iesaistoties PGJ, vai cilvéka seruma albumina (ang. val. human serum albumin (HSA))

kataliz&taja reakcija, vai dehidratacija.

Kopuma, PGJ; loma iekaisuma ir kompleksa (Figueiredo-Pereira et al., 2015). Tam piemit
gan pretiekaisuma un rezoliicijas mediatora ipasibas, gan pro-iekaisuma aktivitate. Ir pieradits, ka
selektivie COX-2 inhibitori, blok&jot COX-2 inducéto PGD; un ta metabolitu 15d-PGJ,, kave
iekaisuma rezoliicijas fazi un homeostazes atgrieSanos. 15d-PGJ, supresé ari inducéta NO
sintazes aktivitati un pro-iekaisuma citokinu ekspresiju (TNF-o, IL-6), samazina monocitu
migraciju un ierosina polimorfnuklearo monocitu un makrofagu apoptozi (Aid and Bosetti,
2011). Tacu PGJ; spgj darboties arT ka pro-iekaisuma agents. PGJ, var tikt paklauts diviem
celiem, ubikvitina — proteasomu un mitohondriju, kuriem ir batiska loma neirodegeneracija (sk.
1.5. att.). Ir pieradits, ka nervu $tnas PGJ; izraisa ubikvitina proteina akumulaciju/agregaciju, ka
ar1 inhib€ mitohondriala elektrona transporta kédes kompleka I enzimu adenina dinukleotida
reducétas formas (NADH) — ubikvinona reduktazi. PGJ, inducg ar1 brivo radikalu veidosanos un
apoptozi, samazina membranas potencialu un bloké mitohondrialo dalisanos (Figueiredo-Pereira

etal., 2015).
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1.5. att. PGJ, pro-iekaisuma darbibas mehanisms (Figueiredo-Pereira et al., 2015)
PGJ, var iedarboties ar ubikvitina — proteasomu celu, inhib&jot 26S proteosomu, de-ubiquitinating (DUB)
enzimu un kovalenti modificgjot cisteina aktivus saita komponentus. PGJ, var radit ari trauc€jumus
normala mitohondrija funkcion&$ana, inhib&jot NADH — ubikvinona reduktazi, samazinot membranas

potencialu, blokgjot fission un inducgjot brivo radikalu produkciju un apoptozi.

PGJ, komplekso darbibu ietekmé ta intracelularais mérkis un paklautais cel$, kas var bt
devas un Siinu tipa atkarigs. Neirotoksiskd mehanisma identific€Sana, kuram ir paklauts PGJ,
varétu radit jaunas strat€gijas ar neirodegenerativo saistita iekaisuma novérSana (Figueiredo-
Pereira et al., 2015).

Kopsavilkuma, identificgjot COX-1 un COX-2 specifiskas lomas CNS iekaisuma un So
izoenzimu saistiSanos ar receptoriem, izraisa neiroiekaisuma pasreizgjas terapeitiskas stratégijas
parskatiSanu un jaunu arst€Sanas pieeju atklasanu. COX-1, kas klasiski uzskatits par
homeostatisku izoenzimu, uzrada aktivu iesaistiSanos pro-iekaisuma stimulu induc€tos smadzenu
bojajumos. Savukart, COX-2 ierosinatas kaskades metaboliti uzrada pretiekaisuma un pro-
rezoliicijas Tpasibas, kas var but par pamatu COX-2 neiroprotektivas darbibas izskaidrosanai

neiroiekaisuma apstaklos (Figueiredo-Pereira et al., 2015).
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1.4.3. COX inhibitoru terapija

Ir zinams, ka neiroiekaisums, parsvara mikrogliju mediéts, ir svarigs komponents vairakas
neirodegenerativas slimibas un var veicinat kognitivos traucéjumus gados vecakiem cilvékiem
(Aid and Bosetti, 2011). Lidz ar to pretiekaisuma lidzeklu lietoSana ir plasi izskatita ka iesp&jama
terapeitiska strat€gija neirodegenerativo slimibu arstésana (Krause and Miiller, 2010).

Alcheimera slimiba ir viena no izplatitakajam neirodegenerativam slimibam, kas tiek
raksturota ar amiloido (A) B plakSnu nogulsnéSanas smadzenu parenhima un neirofibrilaro (ang.
val. neurofibrillary) sapi$anos neironos (Krause and Miiller, 2010). Sis slimibas pacientiem
pakapeniski ziid koncentré$anas un ekstrapolacijas sp€jas, sasaurinas intereSu loks, pakapeniski
pavajinas atmina, lidz beidzot iestajas izteikts atminas zudums, personas degradacija un demence
(Klusa, 2006). Alcheimera slimibas gadijuma COX-1 ekspres€jas mikroglijas apkart AP
plaksném, savukart, COX-2 ekspresija nav noteikta smadzenu mikroglijas vai astrocitos. Tapéc
tiek ierosinats, ka NPL ieguvums Alcheimera slimibas novérSana varétu biit saistits ar COX-1,
nevis COX-2 inhibiciju (Aid and Bosetti, 2011).

Vairaki pétijumi, galvenokart izmantojot selektivos COX-2 inhibitorus, Alcheimera
slimibas pacientiem ar viegliem vai vidgji smagiem kognitiviem trauc€jumiem, nav uzradijusi
nekadu ieguvumu, iznemot dazus pétijumus ar indometacinu, kas ir dualais COX-1/COX-2
inhibitors (Aid and Bosetti, 2011; Ajmone-Cat et al., 2010). Jauzsver, ka pirmais un vienigais
primarais profilakses pétijums (ADAPT), pétot celekoksiba (selektivs COX-2 inhibitors) un
naprokséna (dualais COX-2/COX-1 inhibitors) efektu Alcheimera slimiba, selektivais COX-2
inhibitors neuzradija slimibas riska samazinajumu, pat noradija negativu iedarbibu uz kognitivam
funkcijam, salidzinot ar placebo kontroles grupu. Vidgji péc divu gadu arstéSanas $is pétijums
tika apturéts, kardiovaskularo drosibas apsvérumu dél (Aid and Bosetti, 2011). Kaut gan
selektivie COX-2 inhibitori neizraisa klasisko NPL blakusparadibas, pieméram, kunga — zarnu
traktas asinoSanu, tomer tie ir uzradijusi nopietnus sirds un asinsvadu blakus efektus (pieméram,
rofekoksibs), tadgjadi ierobezojot to klinisko lictosanu (Ajmone-Cat et al., 2010). Kaut gan ir
nepieciesami vél papildus pétijumi, tomér izanalizgjot $aja pétijuma (ADAPT) iegiitos datus, tie
liecina, ka celekoksibs var veicinat Alcheimera slimibas patogenézi pacientiem ar salidzinosi
progres€josu slimibu, bet naprokséns spéj aizsargat neirodegeneraciju un demenci pacientiem ar

mazak bojajumu skartajam smadzeném (Aid and Bosetti, 2011).

27


http://www.hindawi.com/96732658/
http://www.hindawi.com/96732658/

NPL terapijai Alcheimera slimibas gadijuma ir biitiska nozime tiesi agrina slimibas stadija.
Tas tiek pamatots ar COX-2 ekspreséta PGE; limeni. ST PG cerebrospinala $kidruma limenis
Alcheimera slimiba ir izteikti paaugstinats agrina slimibas stadija, bet samazinats — velina
slimibas stadija (Krause and Miiller, 2010).

COX inhibitoru darbiba Alcheimera slimibas patogenzé var bit daudzpusiga (sk. 1.6. att.)
COX inhibitori var blokét COX ekspresiju, aktivétas mikroglijas, brivos radikalus un A
plaksnes (sk. 1.6. att.) (Krause and Miiller, 2010).
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1.6. att. COX inhibitoru iespéjamie mehanismi Alcheimera slimiba (Krause and Miiller, 2010)

Jaunakie pétijumi par COX-1 un COX-2 lomu CNS liek parskatit pasreizgjas terapeitiskas
strat€gijas un pétit jaunas pieejas neiroiekaisuma arstésana P&tijumos tiek uzsverts, ka tiesi COX-
1 inhibicija butu jauzskata par potencialo terapeitisko stratégiju neirodegenerativo slimibu

arstéSana (Aid and Bosetti, 2011).

1.5. Neiroblastomas SH-SYSY S§iinu linija

Neiroblastoma ir embrionals audzgjs no simpatiskas nervu sistémas, kas rodas jau auglt vai

agri pec bérna dzims$anas. Tas ir izplatits laundabigais audz€js bérniem un zidainiem (Davidoff,
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2012). Neiroblastomas $tinu Iinijam piemit izteiktas neironalas un/vai neiroendokrinas paSibas.
Sis $tinu linijas izmanto ka modeli, lai p&titu nervu un neironendokrino $inu attistibu, ka ari
kateholaminu biosintézes regulaciju (Thiele, 1998).

Neiroblastomas SH-SYSY $tnu linija tika tris reizes klonéta no SK-N-SH §tinu Iinijas, kas
sakotngji tika iegtta 1970. gada no kaulu smadzenu biopsijas Cetrus gadus vecai neiroblastomas
pacientei (Biedler et al., 1973). SK-N-SH $tinu linija ietver $nas ar tris fenotipiem: neironu (N
tips), Scwannian (S tips) un starpnieku (I tips). SH-SYS5Y $tnu Iinija pieder pie N tipa (Xie et al.,
2010). Sis $inas pladi izmanto neironu modelos jau kops 1980. gada eksperimentalajos
neirologiskajos pétijumos, ieskaitot neironu funkcijas, augSanu, reakciju uz bojajumiem,

degeneraciju un diferenciaciju (Yusuf et al., 2013).

1.7. att. Neiroblastomas SH-SY5Y S$iuinas (Xing et al., 2005)

SH-SYS5Y Stnam piemit spgja sintez€t dopaminu un noradrenalinu, jo Stinas ekspresé
tirozina hidroksilazi un dopamina-B-hidroksilazi. Sis §tinas ekspresé ari dopamina transportieri,
kas regulé dopamina homeostazi, izmantojot specifisku dopamina uznemsanu (Xie et al., 2010).
Parkinsona slimibas modelim plasi tiek izmantotas neiroblastomas SH-SYSY S§tnu linija
(Constantinescu et al., 2007), ka ar §is $Gnas var izmantot in vitro modelim, lai pétitu Alcheimera
slimibu (Yusuf et al., 2013).

P&tijumi par $tinu citogenétiskam, biokimiskam un kancerogénam ipasibam norada, ka §is
Stnas saglaba savas orginalas iezimes ari péc daudzkart§jas Stnu parséSanas (Biedler et al.,
1973). Turklat, SH-SYS5Y S$tnam piemit sp&ja proliferéties kultira ilgd perioda bez

kontaminacijas, kas ir buitisks priek§nosacijums in vitro sinu modelim (Xie et al., 2010).
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Diferencétas un nediferencétas SH-SY5Y Sunas ir kluvusas par popularu in vitro modeli
Parkinsona slimibai (Yusuf et al.,, 2013). SH-SY5Y S$tinas, izmantojot dazadus agentus
(piem&ram, retinoinskabi), var tikt diferencétas par vairak izteiktakiem dopaminergiskajiem
neironiem. Tafu dazi Sie agenti var izraisit ne tikai $tnu diferenciaciju, bet ari ilgstosa laika
perioda pieskirt tam toleranci. Tap€c nediferencétas SH-SYS5Y Siinas ir piemérotakas

neirotoksicitates vai neiroprotekcijas izp&tei Parkinsona slimibas $tinu modeli (Xie et al., 2010).

1.6. Lipopolisaharida (LPS) iekaisuma modelis

LPS ir endotoksins, kas atrodas Gram-negativo bakteriju argja membrana (Raetz and
Whitfield, 2002; Serrato, 2014). Ta darbiba izraisa plasu imiino atbildes reakciju, aktivgjot imiino
sisttmu un dazadus iekaisuma mediatorus (Raetz and Whitfield, 2002). LPS iekaisuma modeli
plasi izmanto gan in vivo, gan in vitro pétijjumos. LPS inducéts neiroickaisums pétijumos in vivo
uzrada, ka tiek ietekméti nopietni CNS aspekti — Kkognitivas funkcijas, maciSanas, atmina,
dendritu garumu un izaugumu blivums, ka ari neirogenéze (Das et al., 2012). In vitro p&tijumos
LPS modelis tiek izstradats dazadas $tnu linijas, pieméram, BV2 pelu mikroglijas $tnas (Jo et
al., 2014), RAW 264.7 pelu makrofagu Sunas (Lee et al., 2012) un neiroblastomas SH-SY5Y
Stnas (Das et al., 2012).

LPS sastav no hidrofoba doména lipida A jeb endotoksina, serdes oligosaharida un O-sanu
kédes jeb O-antigéna (sk. 1.8. att.). Lipids A, LPS hidrofobais enkurs, ir glikozamina balstits
fosfolipids, kas veido Gram-negativo bakteriju aréjas membranas aréjo monoslani (Raetz and
Whitfield, 2002). Tas galvenokart ir atbildigs par LPS izraisitajam iekaisuma 1paSibam
(Kallapura et al., 2014). Serdes oligosaharids sastav no diviem regioniem — iek$§€jas un argjas
serdes. Ar€jais serdes regions nodroSina saistiSanos ar O-antigénu, kas ir ievérojams ar savu
strukturalo daudzveidibu. Tas sastav no vairak neka 60 monosaharidiem un 30 dazadiem ne-

oglhidratu saturoSiem komponentiem (Raetz and Whitfield, 2002).
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1.8. att. LPS struktira (Serrato, 2014)

LPS iekaisuma modela darbiba ir saistita ar transkripcijas aktivéSanu, ka rezultata notiek
dazadu iekaisuma mediatoru razZoSana un izdaliSanas caur receptoru mediétu signala celu/kaskadi.
Vispirms LPS saistas ar seruma proteinu, kas ir zinams ka LPS saistiS8anas proteins (ang. val. LPS
binding protein) (LBP). LBP ir bitiska loma atrai ickaisuma atbildes reakcijas indukcijai,
saistoties ar mazu daudzumu LPS vai Gram-negativajam baktérijam. Talak LPS-LBP komplekss
saistas ar koreceptoru diferenciacijas klasteri 14 (ang. val cluster of differentation) (CD14),
netiesi ierosinot intracelularos transdukcijas signalus. Toll like receptors 4 (TLR-4) ir galvenais
receptors, kas ir iesaistits LPS inducétas imiinas sisteémas atbildes reakcijas aktivizéSana. LPS-
LBP komplekss saistas ar TLR4 (Kallapura et al., 2014) un talak mitogénu — aktivétas proteina
kinazes (MAPK) raida ekstracelularo signalu dazados S$iinu procesos, pieméram, Sinu
diferenciacija, proliferacija, izdzivoSana un apoptoze. MAPK galvenie komponenti ir
ekstracelularo signalu reguléta kinaze (ERK), c-Jun N gala kinaze (JNK) un p38. MAPK
ierosinatais cel§ aktivé kodola faktoru — kappa B (ang. val. nuclear factor — kappa B) (NF-kB) un
izraisa iekaisuma génu ekspresiju (Lee et al., 2012). Transkripcijas faktors NF-kB atzist LPS
molekulu par specifisku imiinas sistémas Sinu un medié vairaku LPS induc@to iekaisuma

mediatoru izdalisanos - citokinus (TNFa, IL), PGE,, NO (Kallapura et al., 2014) (sk. 1.9. att.).
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1.9. att. LPS inducéts iekaisums makrofagos. Attéls ar izmainam no (Lee et al., 2012)

LPS inducéta iekaisuma galvenais mehanisms ir saistits LPS-LBP kompleksa TLR4
aktivéSanu. Tomeér LPS var saistities arT ar citam $iinas virsmas molekulam, ieskaitot, makrofagu
scavenger receptoru (MSR), CD11b/CD18, jonu kanalus, ka ari ar intracelularo receptoru, ko
déve par nukleotida-saistiSanas oligomerizacijas doména (NOD) (ang. val. nucleotide-binding

oligomerization domain) proteinu (sk. 1.10. att.) (Cohen, 2002).
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1.10. att. LPS celularie mehanismi (Cohen, 2002)
LPS iekaisuma procesus $iina var izraisit, saistoties ar §inas membrana lokalizétam molekulam, ka TLR4,

MSR, CD11b/CD18 un jona kanaliem, vai ar intracelularo NOD receptoru.

Neironos TLR4 ekspresija nav pieradita (Aid and Bosetti, 2011), tomér ir uzradita NOD
receptora aktivitate. Lidz ar to LPS iekaisuma modelis neironos tiek saistits ar iesp&jamu NOD
receptora aktivaciju. Ir divu veidi NOD receptori, NOD-1 un NOD-2, ar kuriem saistoties, tiek
aktivéts NF-kB un MAPK cels. Tiek uzskatits, ka tieSi NOD-2 receptors ir saistits ar iekaisuma

procesiem neironos. Jauzsver, ka NOD receptori neironos nav pilniba izpétiti (Li et al., 2010).

1.7. Imainfluorescences (IF) metode

Fluorescence ir process, kura tiek absorbéti viena konkréta vilpa garuma gaismas stari un
emiteti ar atSkirigu vilna garumu. Emisija notiek loti atri, uzreiz p&c gaismas absorbcijas
ierosinasanas. IF ir biokimiska iekrasoSanas metode antivielu noteik$anai, kuras ir saistijusas ar
mérka antigénu. (Sawant et al, 2014). IF var pielictot ka histokimisku vai citokimisku metodi
antigéna noteik3anai §@nas vai audos (Rodgers, 1994). So metodi plasi izmanto gan zinatniskajos

pétijumos, gan kliniskajas laboratorijas (Odell and Cook, 2013).
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IF metodé antigénu, antivielu un citi kompleksi tiek apliikoti ar ultravioleto mikroskopu,
izmantojot attiecigas antivielas kompleksu ar fluorohromu. Fluorohromi ir vielas, kas absorbé
ienakosas gaismas energiju. Fluorescentais materials izstaro gaismu, pateicoties to atomu
struktdirai. Vielas elektroni ir izkartoti energijas limenos apkart atoma kodolam. Elektrons
absorbé energiju no fotona uz gaismu, ka rezultata elektrons kst ,,uzbudinats” un parvietojas
augstaka energijas Iimeni. Tas ir spontans process, kura tiek emitéta gaisma ar garaku raksturigo
vilpa garumu (Sawant et al, 2014).

IF metode plasi tiek izmantoti tadi fluorohromi ka fluorescina izotiocianats (FITC), kas tiek
atspogulots zala krasa, tetrametilrodamina izotiocianats (TRITC) un fikoeritrins, kas atspogulojas
sarkana krasa. Katram fluorohromam ir raksturigs konkréts optimalais ierosinasanas gaismas
diapazons (Sawant et al, 2014). Pieméram, FITC gaismas absorbcijas maksimums ir 490 — 495
nm un tas izstaro zalo krasu pie 517 nm, bet TRITC absorbcijas maksimums ir 550 nm un
maksimala emisija ir pie 580 nm (Rodgers, 1994).

Ir divas galvenas IF metodes — tie$a un netiesa (sk. 1.11. att). TieSaja IF izmanto
fluorescenta iezZim&to antivielu tieSu piesaistiSanos mérka antig€nam. Savukart, netie$a IF notiek
divos etapos. Sakuma neiezZimé&ta primara antiviela saistas ar mérka antigénu, péc tam ieziméeta

sekundara antiviela tiek izmantota, lai noteiktu primaro antivielu (Odell and Cook, 2013).

Primary Antibody Direct

%‘}%Vwoﬂuorescence
/Fluorochrome

Indirect
Immunofluorescence

Secondary Antibody

1.11. att. TieSas un netiesas IF shematisks attéls (Sawant et al, 2014)

legttais fluorescences signals ir atkarigs no vairakiem faktoriem. Antivielas atbilstibai,
kvalitatei un koncentracijai ir biitiska loma, jo ta ietekmé signala un fona attiecibu. Parauga
uzglabasana ari ietekmé signala intensitati. Paraugu jauzglaba tumsa, jo ilgstoSa gaismas

iedarbiba var zust fluorescenta signals (Odell and Cook, 2013).
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1.12. att. TF metodes iegiita attéla paraugs (Nielsen)
Antivielas EB06268 iekrasotas, paraformaldehida fiksétas un saponina permeabilizétas, neiroblastomas

SH-SYS5Y stnas, noteiktas ar fluorohromu FITC konfokalaja mikroskopa.
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2. MATERIALI UN METODES

2.1. Materiali

P&tijuma tika izmantota §tinu barotne Minimum Essential Medium (MEM) (kat. nr. 10370),
fetalais vérsa serums (FBS) (kat. nr. 10106), Ham F12 (F12) (kat. nr. 21765), fosfata buferéts
salu Skidums (PBS) (kat. nr. 10010-031) no Gibco (ASV), lipopolisaharids (LPS) (kat. nr.
L2880), penicilins — streptomicins (kat. nr. P4333), 0,01% poliornitins (kat. nr. P4957),
paraformaldehids (PFA) (kat. nr. P6148), liellopu seruma albumins (BSA) (kat. nr. A9418-
100G), Triton X-100 (kat. nr. T9284) no Sigma - Aldrich (ASV), 0,25% tripsins-
etiléndiaminotetraacetilskabe (tripsins-EDTA) (kat. nr. 03-052-1B) no Biological Industries
(Izragla), tripanzila krasviela (kat. nr. L6232) no Biochrom AG (Vacija), dimetilsulfoksids
(DMSO) (kat. nr. A3006) no AppliChem (Vacija), cilvéka ciklooksigenazes — 2 (COX-2)
antiviela (kat. nr. MAB4198) no R&D Systems (ASV), Alexa Fluor 488 sekundara antiviela (kat.
nr. A11001) no Invitrogen (ASV), Prolong Gold ieslégsanas vide ar 4,6-diamino-2-fenilindolu
(DAPI) (kat. nr. P36931) no Life Technologies (ASV).

25 cm? §iinu audzesanas flakoni (kat. nr. 7334082), 24-laucinu Stnu kulttiras plate (kat. nr.

83.1836.300) no Sarstedt (Vacija), 8-laucinu plate (kat. nr. 177402) no Thermo Scientific (ASV).

2.2. Neiroblastomas SH-SY5Y S$inu linija

Pétijums tika veikts ar neiroblastomas SH-SY5Y $tinu Iiniju, kas ieglita no American Type
Culture Collection kat. nr. CRL 2266. Siinas tika atkausétas (sk. 2.2.1.) un audz&tas 25 cm? §inu
audzeéSanas flakonos barotné MEM/F12 [1:1], kas papildinata ar 10% FBS un 100 pg/ml
penicilina — streptomicina maisijumu, inkubatora 5% CO, atmosferas/95% mitruma un 37°C
temperatiira. S@inam sasniedzot 70 — 80% konfluenci, tika veikta §tnu tripsiniz&$ana (sk. 2.2.2.)

un sasaldésana (sk. 2.2.3.).
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2.2.1. Siinu atkauséSana

Nepieciesamie reagenti: barotne MEM/F12 [1:1] ar 10% FBS un 100 pg/ml penicilina —
streptomicina maisijumu, tripanzila krasviela.

NepiecieSamie materiali: sterilas vienreizlietojamas serologiskas pipetes, automatiskas
pipetes un pipesu uzgali, 15 ml stobring, 1,5 ml mikrostobring, 25 cm? §iinu audzésanas flakons,
Stnu skaitiSanas (Gorjajeva) kamera.

Pirms darba uzsakSanas tika sagatavota darba vieta atbilstosi aseptiska laboratorijas darba
prasibam (laminars iepriek§ apstarots 15 minttes ar ultravioleto gaismu, virsmas apstradatas ar
70% spirtu, ieslégta nepiecieama aparatiira). Stinu atkauséSana tika veikta atri un saudzigi, lai
péc iesp€jas mazak Stinas paklautu stresa apstakliem.

Stinas tika uzglabatas mikrostobrina saldétava -80°C temperatiira. Pirms $iinu iznemsanas
no saldétavas, laminara tika sagatavots stobrin§ ar 5 ml siltas barotnes. Siinu mikrostobrins tika
iznemts no saldétavas un atkauséts uz 1 — 2 miniitém, iegremd&jot fidens vanna pie 37°C
temperatiiras. Atkaus€tas Stnas saudzigi parlietas stobrina ar ieprieks sagatavoto 5 ml barotni.
Stobrin$ tika centrifugéts 5 miniites pie 1500 apgriezieniem, talak tika noliets virsnogul$nu
Skidrums un suspendé&tas nogulsnes barotn€, lai kopgjais tilpums btutu 1 ml. No ta 50 pl tika
ienesti mikrostobrina un tam pievienots 50 pl tripanzilas krasvielas (attieciba 1:1). Sinu
suspensijas un tripanzilas krasvielas piliens tika iepildits Gorjajeva kamera. Tika veikta visu un
miruso (tripanzilas krasvielas iekrasoto) Siinu skaitiSana. Procentuali tika aprékinatas
dzivotspgjigas Siinas no kopgja Sunu skaita.

Atliku§as §unas tika suspendétas 5 ml barotné un izsétas 25 cm? §inu audzéSanas flakona.
Flakons tika noforméts atbilstoSi laboratorijas prasibam (uz flakona sana — S$iinu linijas

nosaukums, datums, pasazas numurs, iniciali) un ievietots inkubatora.

2.2.2. Siinu tripsinize$ana

NepiecieSamie reagenti: PBS (137 mM NaCl, 2,7 mM KCI, 10 mM Na;HPO,4, 2 mM
KH,PO,, pH = 7.,4), 0,25% tripsins-EDTA, barotne MEM/F12 [1:1] ar 10% FBS un 100 ug/ml

penicilina — streptomicina maisijumu.
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NepiecieSamie materiali: sterilas vienreizlietojamas serologiskas pipetes, automatiskas
pipetes un pipesu uzgali, 15 ml stobring, 25 cm? §iinu audz&$anas flakons, 8-laucinu plate vai 24-
laucinu Stnu kulttiras plate, Stinu skaitiSanas (Gorjajeva) kamera.

Mikroskopa tika noveértéta Stinu konfluence flakona, tripsiniz€Sana un parséSana tika veikta
sasniedzot 70 — 80% konfluenci. Pirms darba uzsaksanas tika sagatavota darba vieta atbilstosi
aseptiska laboratorijas darba prasibam. NepiecieSamie reagenti ieprieks tika sasilditi tidens vanna
37°C temperatiira.

No $iinu flakona ar serologisko pipeti tika uzmanigi atsiikta barotne. Siinas flakona tika
skalotas ar 5 ml PBS, tripsinizétas ar 1 ml 0,25% tripsinu-EDTA inkubatora uz 1 — 2 miniit€ém
37°C temperatiira. Mikroskopa tika nov@rots, vai $finas ir atravu$as vienmerigi no flakona
virsmas un reakcija apstadinata ar 1 ml barotnes. Flakona tika pievienots 8 ml PBS un $tnu
suspensija parnesta 15 ml stobrina. Stobrin$ centrifugéts 5 miniites pie 1500 apgriezieniem.
Virsnogul$nu skidrums tika uzmanigi noliets un nogulsnes suspend@tas ar barotni, lai kop€jais
tilpums bttu 1 ml. Piliens no $iinu suspensijas ievietots Gorjajeva kamera un tika veikta $tinu
skaitiSana.

Pirmajas divas eksperimenta reiz€s Stnas tika uzs€tas uz 8-laucinu priekSmetstikliniem.
Pirms S$iinu uzs€Sanas, laucinu virsma tika parklata ar poliornitinu, inkub&ta 2 h istabas
temperattra un skalota ar PBS. Turpmakajiem eksperimentiem tika izsétas 20 000 Stinu/laucina 1
ml barotnes 8-laucinu platg.

Tresa eksperimenta reize tika veikta uz apaliem polilizina segstikliniem (d=12mm) 24-
laucinu Stinu kulturas platé. Eksperimentam tika izs€tas 30 000 Siinas/lauciga 1 ml barotnes.

Atliku§as §unas tika suspendétas 5 ml barotné un izsétas 25 cm? §iinu audzéSanas flakona.

Stinu flakons un plates noforméti atbilstosi laboratorijas prasibam un ievietoti inkubatora.

2.2.3. Siinu sasaldé$ana

NepiecieSamie reagenti: 10% DMSO/FBS, ledus.
Nepieciesamie materiali: sterilas vienreizlietojamas serologiskas pipetes, automatiskas
pipetes un pipeSu uzgali, 15 ml stobrin$, Stnu skaitiSanas (Gorjajeva) kamera, saldéSanas

stobrins.
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Pirms darba uzsaksanas tika sagatavota darba vieta atbilstoSi aseptiska laboratorijas darba
prasibam. Stnam tika veikta tripsinizé$ana (sk. 2.2.2) un skaitiSana Gorjajeva kamera. Uz
saldésanas stobrina tika uzrakstits Stinu Iinijas nosaukums, pasazas numurs, datums, $iinu skaits
ampula un iniciali. Stinu nogulsném tika pievienots atdzeséts 1 ml 10% DMSO/FBS un viss tika
parnests saldéSanas stobrina. Sald€Sanas stobrins atdzeséts ledii 30 — 60 miniites, péc tam
ievietots saldéSanas konteineri, kas nodro$ina pakapenisku temperatiiras kritumu 1°C/min un
ievietots saldétava -80°C temperatiira.

Uzskaites lapa tika atziméts sasald€to stinu Iinijas nosaukums, ampulu skaits un datums.

2.3. LPS iekaisuma modelis

Neiroblastomas SH-SYSY S$inas tika uzs€tas uz 8-laucinu ar poliornitinu parklatiem
priekSmetstikliniem vai uz 12 mm polilizina segstikliniem 24-laucinu Stnu kultiiras platé un
audzetas inkubatora pie 5% CO, atmosferas/ 95% mitruma un 37°C temperatiira. Eksperimenta 1.
diena tika veikta LPS pievienoSana SH-SYS5Y S§tinam. Pirmajos divos eksperimentos uz §-laucinu
priekSmetstikliniem $tinam tika pievienots LPS koncentracija 25 ng/ml, 50 ng/ml, 100 ng/ml, 200
ng/ml, 400 ng/ml un 800 ng/ml. TreSaja eksperimenta reizé Uz 12 mm polilizina stikliniem 24-
laucinu $nu kultiiras platé $tinam tika pievienots LPS koncentracija 5 ng/ml un 25 ng/ml. Siinas
inkubgja ar LPS 24 h inkubatora pie 5% CO; atmosferas /95% mitruma un 37°C temperatiira. P&c
inkubacijas perioda eksperimenta 2. diena Stinam atstica barotni un fiks€ja ar 4% PFA $kidumu

20 miniites istabas temperatiira.

2.4. COX-2 ekspresijas noteikSana
LPS ietekme uz COX-2 ekspresiju neiroblastomas SH-SYSY $iinas tika noteikta ar peles

monoklonalo antivielu 1gGyg pret cilveka COX-2 un sekundaro kazas pret pelu IgG antivielu ar

Alexa Fluor 488 iezimi.
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2.4.1. Inkubacija ar primaro antivielu

P&c LPS inkubacijas, eksperimenta 2. diena tika uzsakts IF protokols. PFA fiksétas Stnas
tika skalotas vienu reizi ar 1 ml PBS, pé tam Stnam pievienoja 0,5 ml
blokésanas/permeabilizacijas Skidumu (5% BSA/0,01% Triton X-100/PBS) un inkubgja istabas
temperatira 45 minites. P& blokeSanas/permeabilizacijas Skiduma atsiikSanas Stnam tika
pievienoti 200 pul COX-2 specifiska primara antiviela koncentracija 0,5 pg/ml, 1% BSA/PBS

$kiduma. Stinas ar primaro antivielu inkub&ja 16 — 18 h 4°C temperatiira.

2.4.2. Sekundaras antivielas Alexa Fluor 488 konjugata pievienoSana

Eksperimenta 3. diena in vitro tika pievienota sekundara antiviela Alexa Fluor 488. Pirms
sekundaras antivielas Alexa Fluor 488 konjugata pievienoSanas Stinas tika skalotas tris reizes pa
0,5 ml ar 1% BSA/PBS. Siinam pievienoja sekundaras kazas pret pelu antivielas Alexa Fluor 488
konjugatu atSkaidijuma 1:400 un inkub&a 1 h istabas temperattra, tumsa. P&c inkubacijas
perioda Siinas skaloja tris reizes pa 0,5 ml ar 1% BSA/PBS. Péc skalosanas tika uzlikti segstiklini,
uzklajot Prolong Gold DAPI ieslégsanas vidi. PriekSmetstiklinus uzglabaja tumsa lidz

mikroskopé&Sanai.
2.5. Konfokala mikroskopésana

Eksperimenta 4. diena iegiitais neiroblastomas SH-SYS5Y $iinu materials tika mikroskopéts
konfokalaja mikroskopa Nikon C2, izmantojot iekartas programmnodro$inajumu.

Mikroskopésana izmantoja DAPI un FITC filtrus. Tika iegati un apstradati SH-SY5Y S§tnu attéli

petijuma rezultatu iegtiSanai un analiz€Sanai.
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2.6. IF rezultatu kvantitativa analize

Kopgja stunu fluorescences intensitate (ang. val. corrected total cell fluorescence (CTCF))
tika aprekinata, apstradajot IF iegitos SH-SYSY $unu attélus ar programmu Imagel. Saja
programma IF iegiitaja attela tika ieziméta mérka Stinu, ka ar1 fona laukumi un iegiiti attiecigi
mérijumi CTCF aprékinasanai — Area, Integrated density, Mean gray value (sk. 3.5. att.). CTCF
aprékina péc formulas: CTCF = Integrated Density — (Areaie matas sanasM€aNgons). Katrs attéls tika

apstradats tris reizes, tadgjadi iegustot vidéjo CTCF.

2.7. Datu analize

Iegiito datu statistiskai apstradei izmantoja tadas programmas ka Microsoft Excel 2007 for
Windows un ImageJ. Neiroblastomas SH-SYSY sunu konfokalas mikroskop&sanas attéli tika
apstradati un ieglti nepiecieSamie mérjjumi fluorescences intenstitates noteikSanai programma
ImageJ (sk. 2.6.). Vidgjo CTCF un standartnovirzi (S.D.) aprékinaja programma Microsoft Excel
2007 for Windows. Rezultati tika apstradati, izmantojot divu neatkarigu paraugkopu t — testu
(unpaired t — test), un tika uzskatiti par statistiski ticamiem, ja p vértiba mazaka par 0,05
(p<0,05).
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3. REZULTATI

3.1. SH-SY5Y S$iinu morfologija

Nestimulétas neiroblastomas SH-SYSY Stinas normalos augSanas apstaklos, inkubatora 5%
CO, atmosferas/95% mitruma un 37°C temperatiira, morfologiski ir lidzigas neironiem. Stinam ir
raksturiga iegarena forma un tam piemit substrata adherentas pasibas, ka arT tendence augt
klasteros. Eksperimenta tika noverots, ka Stinas blivak aug gar $tinas audzE€Sanas plates laucinu
sienam, salidzinot ar laucinu centru.

Eksperimenta laika apstiprinajas, ka SH-SYSY S$tnu linija ir 1paSi jutiga pret dazadiem

argjiem apstakliem, piem&ram, laucinu parklajumu un skaloSanas intesitati.

3.1. att. Neiroblastomas SH-SY5Y Siinu morfologija normalos augs$anas apstaklos
SH-SY5Y $iinas audzétas 25 cm’ §iinu audz&$anas flakonos barotné MEM/F12 [1:1], kas papildinata ar

10% FBS un 100 pg/ml penicilina — streptomicina maisijumu, inkubatora 5% CO, atmosferas/95%
mitruma un 37°C temperatiira.

3.2. SH-SY5Y S§iinu morfologijas izmainas LPS ietekmé

Pievienojot SH-SYS5Y stnam LPS dazadas koncentracijas (5 ng/ml, 25 ng/ml, 50 ng/ml,

100 ng/ml, 200 ng/ml, 400 ng/ml un 800 ng/ml), péc 24 h inkubacijas perioda vargja novérot
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Stnu morfologiskas izmainas, salidzinot ar kontroles, LPS nestimulétam, $inam. LPS ictekmé
Stnas bija atravusas no laucina pamatnes, mainijusas izmé&ru, zaudgjuSas iegareno formu un
ieguvusas lodveida formu. Visizteiktak gaismas mikroskopa vargja novérot SH-SYSY Stnu
morfologiskas izmainas LPS koncentracijas 25 ng/ml, 50 ng/ml, 100 ng/ml un 200 ng/ml
ietekmée.

LPS 25 ng/ml LPS 50 ng/ml

LPS 100 ng/ml

: LPS,400 ng/ml "
3.2. att. LPS dazadu koncentraciju ietekme uz neiroblastomas SH-SYSY $iinu morfologiju

SH-SY5Y S§tnam, uzsétas uz poliornitinu parklatiem priekSmetstikliniem 8-laucinu plate, tika
pievienots LPS koncentracija 25 ng/ml, 50 ng/ml, 100 ng/ml, 200 ng/ml, 400 ng/ml un 800 ng/ml. Siinas
ar LPS tika inkub&tas 24 h inkubatora pie 5% CO, atmosferas /95% mitruma un 37°C temperatira.

3.3. LPS inducéta COX-2 ekspresijas noteikSana ar IF metodi

Neiroblastomas SH-SY5Y stnu kodoli fluorescgja zila krasa (DAPI filtra ietekmg), bet

COX-2 signals iekrasoja $unu citoplazmu zala krasa (FITC filtra ietekmg&). Pirmajas divas
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eksperimenta reizés $tinam tika pievienots LPS koncentracija 25 ng/ml, 50 ng/ml, 100 ng/ml, 200
ng/ml, 400 ng/ml un 800 ng/ml. Konfokalaja mikroskopéSana visas parbauditas LPS
koncentracijas uzradija COX-2 ekspresijas signalu. LPS koncentracija 50 ng/ml uzradija
visskaidrako fluorescences signalu (sk. 3.3. att). Pargjas LPS koncentracijas talak netika
analizétas.

Tika parbaudits arT sekundaras antivielas Alexa Fluor 488 specifiskums SH-SYSY §iinas.
Sajam kontroles §unam netika pievienota primara antiviela, lidz ar to nenovéroja COX-2
ekspresiju citoplazma (sk. 3.3. att.). Sekundaras antivielas specifiskuma kontroles §tinas novéroja

tikai izteikti Prolong Gold DAPI iekrasotos $tnu kodolus zila krasa.

Sekundaras antivielas
specifiskuma kontrole

LPS 50 ng/ml

3.3. att. Ar IF metodi noteikta sekundaras antivielas Alexa Fluor 488 specifiskuma kontrole
un LPS koncentracijas 50 ng/ml ietekme uz COX-2 ekspresiju neiroblastomas SH-SYSY $inas
(20 x palielinajums)
LPS koncentracijas 50 ng/ml ietekmes noteiksana uz COX-2 ekspresiju SH-SYSY $iinas ar netieso IF
metodi, izmantojot LPS ka antigénu (inkubgts 24 h), peles monoklonalo antivielu IgG,g pret cilveka COX-
2 ka primaro antivielu (inkub&ta 16 — 18 h), Alexa Fluor 488 konjugatu ka sekundaro antivielu (inkubé&ts
1h) un fluorohromu FITC, kas sekundaro antivielu atspogulo zala krasa. DAPI filtrs atspogulo kodolus
zila krasa.
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TreSaja eksperimenta reiz€ Stnam tika pievienots LPS koncentracija 5 ng/ml un 25 ng/ml.
IF signala noteikSanai tika iegttas tris Stinas no katras grupas — LPS nestimulétas $iinas, LPS
koncentracija 5 ng/ml un 25 ng/ml stimulétas $iinas. Konfokalaja mikroskop&sana visas Stnu
grupas varéja noverot COX-2 fluorescences signalu Stnu citoplazma, ka ari Prolong Gold DAPI
iekrasotos kodolus. Visspilgtako COX-2 ekspresijas signalu citoplazma zala krasa uzradija LPS

koncentracija 5 ng/ml stimul&tas Stinas.

- .
/ 4

LPS 5 ng/ml

LPS 25 ng/ml

3.4. att. LPS koncentracijas 5 ng/ml un 25 ng/ml ietekmes noteik§ana uz COX-2 ekspresiju ar

IF metodi neiroblastomas SH-SYS5Y $iinas, salidzinot ar kontroles $§iinam (60 x palielinajums)
LPS koncentracija 5 ng/ml un 25 ng/ml ietekmes noteikSana uz COX-2 ekspresiju SH-SYSY $unas ar
netieSo IF metodi, izmantojot LPS ka antigénu (inkubg&ts 24 h), peles monoklonalo antivielu IgGg pret
cilveka COX-2 ka primaro antivielu (inkub&ta 16 — 18 h), Alexa Fluor 488 konjugatu ka sekundaro
antivielu (inkub&ts 1 h) un fluorohromu FITC, kas sekundaro antivielu atspogulo zala krasa. DAPI filtrs

atspogulo kodolus zila krasa.
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3.4. IF rezultatu kvantitativa analize

Vidgja siunu fluorescences intensitate (ang. val. corrected total cell fluorescence) (CTCF)
tika aprékinata, apstradajot LPS koncentracijas 5 ng/ml, 25 ng/ml un 50 ng/ml stimulétu un
nestimulétu Stunu IF metod€ iegttos att€lus, izmantojot programmu ImageJ. Programma tika

iegti nepiecieSamie merjjumi CTCF aprékinasanai (sk. 3.5. att.).

' Imagel = -
File Edit Image Process Analyze Plugins Window Help

Ojole@ <|4|+[7|a|x |0 e s|e]~] |

' 1024x1024 pixels; RGB; 4MB

File Edit Font Results
|Area [Mean |IntDen |R’aw|ntDen =
31752 56.963 1808697 1808697

3.5. att. IF neiroblastomas SH-SYSY S§iinas attéla apstrades paraugs programma ImageJ
LPS koncentracija 5 ng/ml, 25 ng/ml, 50 ng/ml stimulétas un LPS nestimulétas SH-SYS5Y $tnas kopgja
CTCF tika noteikta, apstradajot IF metodes konfokalas mikroskop&Sanas attélus, programma ImageJ.

CTCEF aprékina formula: CTCF = Integrated Density — (Areaic mstas sanas~ M€aN5ons)-

Iegutie IF kvantitativas analizes rezultati uzradija, ka salidzinot ar nestimulétam S$tinam,

vislielaka fluorescences intensitate ir novérojama LPS koncentracija 5 ng/ml stimulétas Stnas.
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Savukart, vismazako fluorescences intensitati uzradija LPS koncentracija 50 ng/ml stimul&tas

Stinas (sk. 3.1. tabula).

3.1 tabula
Kopgja fluorescences intensitate nestimulétas un LPS daZzadu koncentraciju stimulétas

neiroblastomas SH-SYS5Y Sianas

CTCF S.D.
Nestimulétas §iinas 2722758,142 711441,731
LPS 5 ng/mi 4116407,279 2646949,510
LPS 25 ng/ml 2073886,093 665600,610
LPS 50 ng/ml 456960,612 134971,594

Nestimul&tas un LPS koncentracija 5 ng/ml, 25 ng/ml, 50 ng/ml stimulétas SH-SY5Y §tinas kopgja CTCF
tika noteikta, apstradajot IF metodes konfokalas mikroskop&sanas att€lus, programma ImageJ. CTCF
aprékina formula: CTCF = Integrated Density — (Areaimsas sunas~Me€@Ntons). Rezultati paraditi ka videja
vertiba =+ S.D.

3.5. Fluorescences intensitates izmainas SH-SY5Y §iinas atkariba no LPS koncentracijas

LPS koncentracija 5 ng/ml, 25 ng/ml un 50 ng/ml, uzradija atskirigu ietekmi uz
neiroblastomas SH-SY5Y s$tnam, Iidz ar to ari atSkirigu CTCF, salidzinot ar kontroles, LPS
nestimulétam, $tinam (sk. 3.6. att).

LPS koncentracija 5 ng/ml stimulétas Siinas uzradija skaitliski izteikti lielaku CTCF
(4116407,279), salidzinot ar kontroles $iinam (2722758,142). Procentuali LPS stimulétas $tinas
Sis raditajs ir lielaks par 51,19%, salidzinot ar kontroles Sinu CTCF, kas tika pienemta par 100%.
Tomer So vertibu krasa atSkiriba neuzrada statistiski ticamu rezultatu (p>0,05).

LPS koncentracija 25 ng/ml stimulétas Siinas uzradija skaitliski mazaku CTCF
(2073886,093), salidzinot ar kontroles §tinam (2722758,142). Procentuali LPS stimul&tas $tinas
CTCF ir mazaka par 23,83%, salidzinot ar kontroles stinu CTCF, kas tika pienemta par 100%.
Atskiriba starp CTCF vértibam neuzrada statistiski ticamu rezultatu (p>0,05).
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LPS koncentracija 50 ng/ml stimul€tas Stinas uzradija skaitliski izteikti mazaku CTCF
(456960,612), salidzinot ar kontroles $tinam (2722758,142). Procentuali LPS stimulétas $tnas
CTCF ir mazaka par 83,22%, salidzinot ar kontroles $tinu CTCF, kas tika pienemta par 100%.
Atskiriba starp CTCF vértibam uzrada statistiski ticamu rezultatu (p<0,05).

8000000

CTCF

1000000 - - .

0 - : : -

3.6. att. LPS daZzadu koncentraciju CTCF vertibas neiroblastomas SH-SYSY §iuinas, salidzinot
ar kontroles Siinam
LPS koncentracijas 5 ng/ml, 25 ng/ml un 50 ng/ml CTCF vértibas stimulétas un kontroles SH-SY5Y
§tnas. Rezultati paraditi ka vidgja vertiba + S.D. *p<0,05 vs. kontrole, ar neatkarigu paraugkopu t — testu
(unpaired t — test).
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4. DISKUSIJA

Katru gadu vairak par 10 miljoniem visa pasaulé picaug neirodegenerativo slimnieku skaits
un tiek uzskatits, ka tas palielinasies par 20% nakamo desmit gadu laika (Spuch et al., 2012).
Neirodegenerativas slimibas ir progres§josas, un lidz $im nav izdevies atrast racionalus
panémienus, ka So progresu pilniba apturet (Klusa, 2006).

Ir pieradits, ka neiroiekaisums ir aktivs process, kas ir konstat§jams jau agrina
neirodegenerativo slimibu stadija (Figueiredo-Pereira et al., 2015). Tas ir viens no neironu naves
iemesliem un tiek uzskatits par potencialu terapeitisku mérki neirodegenerativo slimibu arstésana
(Klusa, 2006). Ir zinams, ka COX ir bifunkcionals enzims ar centralu nozimi iekaisuma kaskade
(Aid and Bosetti, 2011), jo tas atbild par prostanoidu sintézi, kuri ir iesaistiti dazados biologiskos
procesos (Frungieri et al., 2015). Tacu jauzsver, ka neiroiekaisums ir daudz vairak kontroléta
reakcija neka iekaisums periférajos audos (Minghetti, 2004), Iidz ar to ari COX galvenajiem
izoenzimiem, COX-1 un COX-2, neiroiekaisuma ir pilnigi atSkirigas funkcionalas darbibas.

S1 darba ideja, izpétit LPS inducétu COX-2 ekspresiju neiroblastomas SH-SYSY $inu
lIinyja, tika iegtita no diviem iepriekS Latvijas Universitates Medicinas fakultates Farmacijas
bakalaura studiju programmas ietvaros izstradatiem pétjjumiem. Viena no Siem pétijumiem tika
izveidots 1-metil-4-fenilpiridina (MPP") toksicitates modelis, kas specifiski inhibé mitohondriju
elektronu transporta kédes kompleksu I, SH-SYS5Y §tinas un parbauditas 1-4-dihidropiridinu
atvasinajuma AV-6-93, ta analoga un struktiiras elementu neiroprotektivas ipasibas (Surgovte,
2013). Savukart, otraja p&tijuma tika noskaidrota peptida lunasina ietekme uz SH-SYSY stnu IL-
8 sekreciju LPS izraisita iekaisuma modelt (Kozlovska, 2014). Balstoties uz Siem pétijumiem un
literatiiras datiem par neiroickaisuma lomu neirodegeneracija, radas interese izveidot LPS
iekaisuma modeli un izpétit ta inducétu COX-2 ekspresiju neiroblastomas SH-SY5Y $tnu linija.
Jauzsver, ka, iesp€jams, 1idz §im vél nav veikts pétijums ar mérki noskaidrot LPS sp&ju inducét
COX-2 ekspresiju SH-SYS5Y siinas.

LPS iekaisuma modelis ir plasi izstradats in vitro gan uz dazadam primarajam, gan uz
nemirstigam Siinu linijam. Literatiiras dati liecina, ka LPS koncentracijas dazadas Siinu linijas,
nemot véra pétijuma mérki, ir atSkirigas un varié plasa diapazona (Das et al., 2015; Jo et al.,
2014; Lee et al., 2012; Neher et al., 2011). Piem&ram, p&tijjuma ar primarajam zurku neironu-

glijas Sinam mikroglijas proliferacijai un fagocitozes aktivéSanai izmanto LPS koncentracija 100

49



ng/ml (Neher et al., 2011), RAW 264.7 pelu makrofagu $tnas pro-iekaisuma mediatoru
ekspresijai — 1 pg/ml (Lee et al., 2012), BV2 pelu mikroglijas $iinas iekaisuma génu ekspresijai —
10 ng/ml (Das et al., 2015), pro-iekaisuma mediatoru ekspresijai - 500 ng/ml (Jo et al., 2014).
Iepriekséja pétijuma tika noteikts, ka LPS koncentracija 5 pug/ml statsitiski ticami inducé IL-8
sekréciju neiroblastomas SH-SY5Y s$unas (Kozlovska, 2014). Ta pat ka COX-2, ari IL-8 ir
butiska loma iekaisuma procesa. IL-8 ir iekaisuma mediators, kura galvena funkcija ir nodro$inat
neitrofilu un T limfocitu hemotaksi (Cui et al., 2012). Saja pé&tijuma LPS iekaisuma modelis SH-
SYSY siinas tika parbaudits koncentracija 5 ng/ml, 25 ng/ml, 50 ng/ml, 100 ng/ml, 200 ng/ml,
400 ng/ml un 800 ng/ml. Visu parbaudito LPS koncentraciju ictekmé var€ja novérot SH-SY5Y
stinu morfologijas izmainas, salidzinot ar nestimulétam $tinam (sk. 3.2. att.), 1idz ar to tas pierada,
ka LPS iekaisuma modelis darbojas neiroblastomas SH-SY5Y $tnu linija.

IF metode COX-2 ekspresijas signalu var€ja noverot visas LPS parbauditas koncentracijas,
tomér rezultatu talakai analizei tika apskatita LPS ietekme SH-SYSY $tnas koncentracija 5
ng/ml, 25 ng/ml un 50 ng/ml. Biitisks $§1 pétijuma novérojums bija COX-2 ekspresija kontroles,
LPS nestimulétas, SH-SYS5Y $iinas. Tradicionali periféro audu iekaisuma COX-2 tiek uzskatita
par inducgjamo COX izoformu, ko déve ari par ,,iekaisigo” enzimu, jo ta ekspresija ir saistita ar
dazadiem fiziologiskiem un patologiskiem procesiem (Frungieri et al., 2015). Tacu, salidzinot ar
periferiju, COX-2 ir unikala loma smadzengs, jo smadzenés COX-2 ir ekspres€ta konstitutivi
(Krause and Miiller, 2010). Ir pieradits, ka COX-2 fiziologiskos apstaklos ir ekspreséta smadzenu
neironos (Minghetti, 2004). Savukart, neiroblastomas SH-SY5Y $tnu linija pieder pie neironu
fenotipa (Xie et al., 2010). COX-2 ka konstitutivs enzims un $anu linijas fenotips izskaidro
petijuma uzradito COX-2 ekspresiju LPS nestimulétas Siinas.

Petijuma iegiitie rezultati uzrada LPS p&tamo koncentraciju atskirigu ietekmi uz COX-2
ekspresiju neiroblastomas SH-SY5Y §tnas. Salidzinot ar nestimulétam $tinam, LPS koncentracija
5 ng/ml inducgja COX-2 ekspresiju, bet koncentracija 25 ng/ml un 50 ng/ml — nomaca to. LPS
koncentracijas ietekmi uz COX-2 ekspresiju $tinas raksturo CTCF vértibas (sk. 3.1. tabula). LPS
koncentracija 5 ng/ml stimulétas Stinas uzradija lielaku CTCF par 51,19%, LPS koncentracija 25
ng/ml — mazaku par 23,83%, un LPS koncentracija 50 ng/ml — mazaku par 83,22%, salidzinot ar
kontroles Stnam. Jauzsver, ka statistiski ticamu rezultatu uzradija tikai LPS koncentracija 50
ng/ml. Vairaki faktori vargja ietekmét LPS koncentracijas 5 ng/ml un 25 ng/ml statistisko datu
analizi, tadgjadi uzradot p>0,05. Pirmkart, IF att€lu iegiiSanu apgriitinaja LPS ietekmes izraisitas

SH-SYS5Y stnu morfologiskas izmainas — samazinajas $tinu adherentas 1pasibas un tas ,,atravas”
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no laucinu pamatnes (sk. 3.2. att.). Otrkart, Sajas LPS koncentracijas varé€ja novérot lielu CTCF
vertibas izkliedi (sk. 3.6. att.). Treskart, CTCF vértibas tika noteiktas apstradajot katras LPS
koncentracijas tikai tris IF metod€ iegutos Stinu att€lus. Statistiski ticamu rezultatu iegiiSanai biitu
javeic vairaku Stinu attelu analize.

Daziem COX-2 medietiem PG (pieméram, PHJ,, PGE;) piemit kompleksa darbiba
ickaisuma procesa — tie var darboties gan ka pretiekaisuma, gan ka pro-iekaisuma agenti. Viens
no iemesliem PG izraisitajiem efektiem ir ickaisuma procesa devas atkarigs stimuls (Andreasson,
2010; Figueiredo-Pereira et al., 2015). Iespgjams, ari COX-2 ekspresija SH-SY5Y Stnas ir
atkariga no stimula, $aja gadijjuma LPS, koncentracijas. Lidz ar to tas izskaidro LPS daZadu
koncentraciju ietekmi uz COX-2 ekspresiju SH-SY5Y $iinas.

Vairaki pétijumi pierada, ka PGE; var pastiprinat pats savu veido$anos, inducgjot COX-2
ekspresiju dazadas $iinas (Ansari et al., 2007; Bagga et al., 2003). Pieméram, PGE; ar pozitivi
atgriezenisko saiti regule COX-2 ekspresiju primarajos pelu adas keratinocitu Sinu kultiira
(Ansari et al., 2007) un RAW 264.7 pelu makrofagu Stinas (Bagga et al., 2003), ka arT ne tikai
PGE,, bet ari 15d-PGJ, regule COX-2 ekspresiju pelu plausu fibroblastu $tnas (Vichai et al.,
2005). Iesp&jams, ar neiroblastomas SH-SYSY $unu linija PGE; regule COX-2 ekspresiju ar
atgriezenisko saiti, tadejadi tas varétu izskaidrot dazado LPS koncentraciju ietekmi uz COX-2
ekspresiju. Ta ka, lidz $im, iesp&jams, vél nav veikts pétijums ar mérki noskaidrot LPS spg&ju
inducét COX-2 ekspresiju SH-SYSY §tnas, ir nepiecieSami papildus pétijumi, lai precizi varétu
izskaidrot dazadu LPS koncentraciju ietekmi uz COX-2 ekspresiju.

Kopsavilkuma, pétijuma rezultati norada, ka neiroblastomas SH-SYSY S$iinu Iinija COX-2
ekspresija ir izteiktaka LPS nestimulétas Stnas, neka LPS koncentracija 50 ng/ml stimulétas
Sunas. Tas liek domat, ka COX-2 ir konstitutivs enzims, kas neiroblastomas SH-SYS5Y Siinas
ekspresg€jas fiziologiskos apstaklos, un LPS koncentracija 50 ng/ml samazina COX-2 ekspresiju,
iespgjams, pateicoties PG atgriezeniskai saitei. Tomér, lai So hipoté€zi apstiprinatu, ir
nepiecieSami papildus petjumi par COX-2 un COX-1 lomu, LPS dazadu koncentraciju
izraisttajiem efektiem SH-SYSY §tinas, ka ar1 biitu nepieciesams izpétit LPS inducetu COX-2
ekspresiju citas neironu tipa $tinu linijas. Varétu veikt art papildus pétijumus par citu iekaisuma
toksinu, pieméram, IL-1 (Wendeburg et al., 2009), forskolina, retinskabes (Williams et al.,
1999) sp&ju inducet COX-2 ekspresiju SH-SYS5Y §tnas, izmantojot citas noteikSanas metodes,
pieméram, Western blot analizi (Wendeburg et al., 2009). Sis pétijums rada interesi arT izp&tit AS

metabolitu — PG (PGE,, PGJ,), ekspresiju SH-SY5Y Stnas. Specifiska prostanoida produkcijas
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vai to mijiedarbibas ar receptoru inhib&Sana varétu biit piemérots mehanisms, lai kontrolétu
neiroiekaisuma patologiskos procesus (Lima et al., 2012).

P&tjumi neirozinatné ir nepiecieSami, lai ieglitu izpratni par smadzengs notiekoSajiem
procesiem un atrastu iespgjas, ka apturét neirodegenerativos procesus, kas varétu uzlabot psihisko
veselibu un dzives kvalitati (Klusa, 2006). Lidz ar to §1 darba rezultati ir ieguldijums
neirodegenerativo slimibu modelu izpéte, kam butu pielietojums jaunu neiroprotektivo vielu

atklasana.
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1)

2)

3)

4)

SECINAJUMI

LPS ietekmé novéroja SH-SYS5Y $tnu morfologijas izmainas, salidzinot ar nestimulétam
Sinam. PE&tjjuma noveérojumi, ka ari literatliras avoti apstiprina LPS inducéta iekaisuma

modela darbibu neiroblastomas SH-SYSY §tnu Iinija.

Neiroblastomas SH-SYSY $unas ar iminfluoresecences metodi konstatgja COX-2 ekspresiju
normalos kultivéSanas apstaklos, COX-2 ekspresijas indukciju LPS koncentracija 5 ng/ml un

supresiju LPS koncentracijas 25 ng/ml un 50 ng/ml .

LPS koncentracija 5 ng/ml stimul@tas stinas fluorescences intensitate picauga par 51,19%, bet
LPS koncentracijas 25 ng/ml un 50 ng/ml samazinajas attiecigi par 23,83% un 83,22%,
salidzinot ar kontroles Stinam. Statistiski ticamu rezultatu uzradija LPS koncentracija 50

ng/ml.
Ir nepiecieSami papildus pétijumi par LPS daZadu koncentraciju izraisitajiem efektiem un

COX-2 lomu SH-SYSY sunas, pieméram, analizgjot arahidonskabes metabolitu sintézes

indukciju un COX-1 ekspresiju LPS iekaisuma modeli neiroblastomas SH-SYS5Y $iinas.
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