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ANOTACIJA

Piecaugosa neirodegenerativo slimibu izplatiba un ar §Tm slimibam saistito atminas un
dzives kvalitates pasliktinaSanas joprojam aktualizé jaunu farmakoterapijas stratégiju un zalu
vielu mekl&umus. Alcheimera slimiba, Parkinsona slimiba ir visbiezak sastopamas
neirodegenerativas slimibas, kuras rada nopietnas socialas un ekonomiskas problémas.

Molekularaja limeni ir noskaidrots, ka neirodegenerativajos procesos ir izmainita
vairaku Sinaptiskas plasticitates proteinu ekspresija. Promocijas darba mérkis bija noskaidrot,
vai mazas molekulas — mildronats un jauns 1,4-dihidropiridina (DHP) savienojums AP-12
sp&j iedarboties uz vairakiem S$iinas regul&joSajiem proteiniem, lai aktivétu regenerativos
procesus centralaja nervu sist€éma, un tadejadi aizsargatu no atminu traucgjumu attistibas.

Promocijas darba ietvaros paradita mildronata efektivitate normalizé€t smadzenu
proteinu ekspresijas, kas izmainitas Alcheimera un Parkinsona slimibas modelos, ka arT stresa
un haloperidola modelos, kas galvenokart skar sinaptisko plasticitati un $iinas dzivotspé&ju.
Apmacibas modeli mildronats veicinaja Stnas proliferaciju hipokampa un ietekmgja
sinaptiskaja plasticitaté iesaistitos proteinus. DHP atvasinajums AP-12 tika parbaudits
Alcheimera slimibas modeli, kur tas uzradija sp&ju uzlabot telpisko atminu un ietekmét
proteinu ekspresiju hipokampa, kas ir galvena atminas veidoSanas struktiira.

Darba iegutie dati lauj secinat, ka mildronats un AP-12 ar uzladétiem struktiiras
elementiem var tikt uzskatiti ka prototipi jauna tipa neiroprotektivo zalu vielu dizaina, lai
regulétu intracelularos procesus jau agrinas neirodegeneracijas fazes, tai skaita, noverSot
atminas traucg€jumus.

Atslegvardi: mildronats, dihidropiridina savienojums AP-12, centrala nervu sistéma,

neirodegeneracija, sinaptiska plasticitate, proteinu ekspresija



ANNOTATION

The growing prevalence of neurodegenerative diseases and diseases involving memory
impairment and the associated deterioration in quality of life for these patients continues to be
the main impetus behind the search for new drugs and new strategies in pharmacotherapy.
Neurodegenerative diseases such as Alzheimer's disease and Parkinson's disease constitute a
serious and enduring socio-economic problem. On the molecular level it has been shown that
neurodegenerative processes have altered protein expressions for the proteins involved in
synaptic plasticity.

The aim of this thesis was to ascertain whether mildronate and the new dihydropyridine
compound AP-12 are able to act on a number of cell regulatory proteins to activate
regenerative processes in the central nervous system, and thus protect against the development
of memory disorders.

The thesis sought to demonstrate mildronate’s efficiency in normalizing brain protein
expression in Alzheimer's and Parkinson's disease models, as well as stress and haloperidol
models. These proteins mainly affect synaptic plasticity and cell viability. In the training
model, mildronate promoted cell proliferation in the hippocampus and affected its flexibility
involved in synaptic proteins. The new dihydropyridine AP-12 was tested for Alzheimer's
disease model where it showed an ability to improve spatial memory and affect protein
expression in the hippocampus, a key memory formation structure.

The data obtained suggest that mildronate and AP-12 can be used in protection against
the onset of neurodegenerative diseases and in their treatment.

Keywords: mildronate, dihydropyridine compound AP-12, the central nervous system,

neurodegeneration, synaptic plasticity, protein expression
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AP
AChE
aCSF
AD
a-TUB
ANOVA
APP
AP-12

ATF
BDNF
BrdU
CAA
CAR
CNS
CREB

DHP

D2
GABA
GAD 67
GAP-43
DNS
GBB
GDNF
GFAP
Hal
HPLC

HSP70
Iha-1

SAISINAJUMI
amiloida beta peptids (amyloid-beta peptide)
acetilholinesteraze (acetylcholinesterase)
maksligais cerebrospinalais $kidums (artificial cerebrospinal fluid)
Alcheimera slimiba (4/zheimer’s disease)
alfa-tubulins (alpha-tubulin)
dispersijas analize (analysis of variance)
amiloida prekursora proteins (amyloid precursor protein)
1-dodecil-3’-5"-bis-etoksikarbonil-2’-6’-dimetil-1",4’-dihidro-[ 3,4’ ]bipiridinil-
1-ium bromids
adenozina trifosfats
smadzenu neirotrofais faktors (brain derived neurotrophic factor)
bromodeoksiuridins (5-bromo-2’-deoxyuridine)
cerebrala amiloidu angiopatija (cerebral amyloid angiopathy)
aktivas izvairiSanas tests (conditioned avoidance response)
Centrala nervu sistéma
CAMP atbildes elementu saistosais proteins (CAMP response element-binding
protein)
dihidropiridins
dopamina 2 receptors
y-aminosviestskabe (y-Aminobutyric acid)
glutamata dekarboksilaze 67 (glutamate decarboxylase 67)
ar augSanu asociétais proteins 43 (growth associated protein 43)
dezoksiribonukletnskabe
y-butirobetains
gliju $tnu neirotrofais faktors (glial derived neurotrophic factor)
gliju fibrillarais skabais proteins (glial fibrillar acidic protein)
haloperidols
augstas izskirtsp&jas skidruma hromatografija (high-performance liquid
chromatography)
karstuma Soka proteins 70 (heat shock protein 70)
jonizgta kalcija saisto$a adaptora molekula 1 (ionized calcium binding adaptor
molecule 1)

intraperitonali (intraperitoneally)
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Parkinsona slimiba (Parkinson’s disease)
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substantia nigra

striatums (striatum)

sinaptofizins

N, N, N’,N’- tetrametiletiléndiamins (N, N, N’,N - tetrametyletilendiamine)
transgens

tirozina hidroksilaze (tyrosine hydroxylase)

6-hidroksidopamins (6-hydroxydopamine)
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IEVADS

Pieaugo$a neirodegenerativo slimibu izplatiba un ar §im slimibam saistita kognitivo
sp&ju un dzives kvalitates pasliktinasanas joprojam aktualizé jautajumus par jaunu
neiroprotektantu meklgjumiem.

Neirodegenerativas slimibas - Alcheimera slimiba, Parkinsona slimiba u.c., kas izraisa
smagus kognitivos trauc€jumus Iidz pat demencei, ir probléma visa pasaulé ne vien
slimniekam un tuviniekiem, bet visai sabiedribai (Wimo et al., 2013). Zalu vielu mekl&jumi,
kas spétu aizsargat neironus un Sinapses nNo bojajumiem, kas savukart ietekm& atminas
procesus, vél joprojam ir 21. gadsimta izaicinajums zinatné. Ir zinams, ka lidzigi no atminas
trauc€jumiem cie§ pacienti péc insulta, Sizofrénijas slimnieki, lietojot spécigus neiroleptikus,
ka ar1 péc hroniska stresa.

Lidz sim lietotie medikamenti spgj tikai Tslaicigi aizkavét redzamos neirodegenerativo
slimibu simptomus, kam@r neironi progresivi turpina iet boja, pasliktinot kognitivas spgjas.
Piemé&ram, Parkinsona slimibas farmakoterapija visizmantotaka zalu viela levodopa tikai uz
laiku var aizvietot iztrikstoso dopaminu, bet daudzas blaknes, paSi diskinézijas, ka ari
nespé&ja apturét dopamina producgjoso Stnu bojaeju (Poewe et al., 2010), liek apSaubit Sadu
zalu vielu plaSu pielietoSanu.

Misdienu skatfjuma ir liela nepieciesamiba radit tadas zalu vielas, kas spétu iedarboties
uz vairakiem smadzenu S$iinas regul&oSiem proteiniem, lai aktivétu endogénos
neiroregeneracijas procesus, un kaveétu atminas traucéjumu attistibu. Biitu jameklé vielas, kas
regulétu intracelularos procesus jau agrino neirodegenerativo procesu attistiba, fokusgjot uz
biokimiskam kaskadém, kas iesaistitas neiroiekaisuma, mitohondriju funkcion&$ana, proteinu
konformacijas regulacija, sinaptiskas plasticitates nodroSinasana. Tadgjadi galvenais zalu
vielu uzdevums ir atrast regulét Stinas mérkus (targets), kas ir pasi batiskakie, lai saglabatu
Stinas dzivotspé&ju.

Cilveka genoma pétijumi rada, ka ir iespgjami vismaz 3000 lidz 5000 jaunu zalu vielu
mérkvietu organisma. Tie ir receptori, enzimi, taja skaita proteazes, kinazes un fosfotazes,
augSanas faktori, hemokini, neironu struktirproteini, glija, un daudzi citi (World Health
Organization Report, 2002). Jaunus $tinas mérkus var atrast arf ar jau zinamiem preparatiem,
pielietojot tas citai slimibai (Ashburn and Thor, 2004, Corbett et al., 2012). Tapéc ari $aja

darba liela pétijuma dala veltita Latvija sintez&tajam Kardioprotektivas darbibas preparatam
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mildronatam. Kaut ar1 bija zinamas norades par ta labvéligo ietekmi uz cerebralas asinsrites
saslimSanam un centralas nervu sistémas (CNS) funkcijam (Sjakste et al., 2005), mildronata
sp&ja regulét smadzenu darbibu, un vél jo vairak, regulét mérka proteinus Iidz Sim bija
nezinams un neizpétits lauks. Misu darba pétijam ari jaunu dihidropiridina (DHP)
atvasinajumu AP-12, kas ieprieks in vitro bija uzradijis kalcija kanalu antagonizéjosu efektu.

Mildronata un AP-12 ietekmi uz CNS pétijam dazados neirodegeneracijas modelos
laboratorijas dzivniekiem, nosakot t0 uzvedibu, atminas veidoSanos un biomarkieru ekspresiju
smadzenu struktiiras. Darba galvenokart fokus€jamies uz biomarkieriem, kas liecina par
sinaptisko plasticitati, neirotransmiteru atslégenzimiem, neiroiekaisumu.

Promocijas darbs izstradats Latvijas Universitates Medicinas fakultates Farmakologijas
katedra un Alabamas universitates Birmingema, Stinu attistibas un integrativas biologijas

katedra (ASV).

Darba merkis

Noskaidrot divu modelvielu — mildronata un jauna DHP atvasinajuma AP-12 ietekmi uz
neirodegeneracijas un neiroregeneracijas procesos iesaistito biomarkieru proteinu ekspresijas
izmainam modeldzivnieku smadzenés, saistot tos ar uzvedibas izmainam, lai identificétu
svarigakos Stinas mérkus jaunam farmakoterapijas stratégijam neirodegenerativo slimibu

protekcija un arsteésana.

Darba uzdevumi

Noteikt pétamo vielu — mazo molekulu mildronata un DHP atvasinajuma AP-12 ietekmi uz
dzivnieku CNS funkcijam modeldzivniekiem
1. In vivo: uzvedibu (atminu, aktivitati, bailém):
1.1. Parkinsona slimibas modeli Zurkam (6-OHDA intrastriatali);
1.2. Alcheimera slimibas transgéno APPsyp; pelu model;
1.3. Imobilizacijas stresa modeli zurkam;
1.4. Haloperidola amnézijas modelt zurkam.
2. Exvivo: smadzenu biomarkieru proteinu ekspresijas, kas ietverti:
2.1. Sinaptiskaja plasticitaté — ar augSanu saistito protetnu 43 GAP-43,
sinaptofizinu, Homer-1, smadzenu neirotrofo faktoru BDNF; gliju §tinu neirotrofo

faktoru GDNF;
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2.2. Neiroiekaisuma — inducgjama slapekla oksida sintazi INOS, mikroglijas
aktivacijas markieri Iba-1, astroglijai specifisko — glijas fibrillaro skabo proteinu
GFAP, neiralo $iinu adh&zijas molekulu NCAM;

2.3. Caperonu un ubikvitina-proteosomas sistéma — karstuma Soka proteinu 70
HSP70, regulgjosSo proteinu ubikvitina-proteosomu degredacijas sisttma —
ubikvitinu;

2.4. Enzimu ekspresiju — tirozina hidroksilazi TH, glutamata dekarboksilazi 67
GADG67, acetilholinesterazi AChE;

2.5. Transkripcijas faktoru — c-jun/aktiviz&joso proteinu-1 AP-1;

2.6. Siinas proliferaciju biomarkieri — bromodeoksiuridinu BrdU/nestins un
Notch-3;

2.7. Alcheimera slimibas patologijas markieri — B-amiloidu peptidu Aps-10 WO-1.

Darba hipoteéze

Mildronats un DHP atvasinajums AP-12 ir mazas molekulas, kuru strukttras
determinantes (uzladétie elementi, ka ari lipofila dala AP-12 savienojuma gadijuma) ir
butiskas, lai aizsargatu SGnu pret neirodegenerativiem procesiem un stimulétu

neiroregeneraciju.

AizstavéSanai izvirzitas tézes

1. Mildronats mazakas devas (10 — 50 mg/kg) neka tas, ko izmanto kardioprotekcija, spgj

neirodegenerativiem procesiem un atminas traucgjumiem dazados neirodegeracijas modelos.

2. Mildronata izraistta apmacibu procesu paatrinasana zurkam liela mera pamatojas uz
savienojuma sp&ju modulét/stimulét neiroregeneracijas proteinu ekspresiju smadzenu

struktiira hipokampa.

3. DHP atvasinajums AP-12, Skérsojot hematoencefalisko barjeru, nodroSina smadzenu
sinaptiska plasticitaté iesaistito proteinu ekspresiju un tadejadi aizsargd no atminas

trauc&jumiem transgénaja Alcheimera slimibas modeli pelem.
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1. LITERATURAS APSKATS

1.1. Neirodegenerativo slimibu izplatiba

Cilveku skaits, kuri cie§ no kadas neirologiskas saslimSanas Eiropa ir milzigs. Nemot
véra visas vecumu grupas Eiropas dalibvalsts, tie ir 38% no populacijas jeb 164,8 miljoni
gada (Wittchen et al., 2011). Lidz ar dzivildzes pagarinaSanos seviski pieaug
neirodegenerativo slimibu gadijumi, kas skar 1-2 % no populacijas, skaitliem strauji pieaugot
péc 65 gadu vecuma. Kopgjas izmaksas, kas ir saistitas ar neirologiskajam saslim§anam
Eiropa, péc aptuvenam aplésém, 2010. gada bija 798 miljardi EUR. Izmaksam pieaugot,
veidojas nopietns ekonomisks slogs visai sabiedribai (Olesen et al., 2012). Ka zinams,
visizplatitakas neirodegenerativas slimibas — Alcheimera slimibas (turpmak teksta
starptautiski pienemtais saisindgjums no anglu valodas AD, Alzheimer’s disease) kopgjais
slimnieku skaits pasaulé jau 2020. gada varétu biit ap 42,3 miljoni, bet vél péc 20 gadiem tas
varétu sasniegt pat 81,1 miljonu (Ferri et al., 2005). AD pieder pie neirodegenerativajam
slimibam, kas biezak sastopama gados vecakiem cilvékiem péc 65 gadiem, lai gan arvien
vairak atklaj arT agrino formu (early-onset), kas skar cilvékus jau péc 40 gadiem. AD agrinie
simptomi ir o0zas un T1stermina atminas pasliktinasanas, aizmarSiba, paaugstinata
uzbudinamiba, depresija un bezmiegs, lidz atminas pasliktinaSanas paris gadu laika pilniba
izmaina cilvéka sp&ju dzivot patstavigi. Atminas pasliktinaSanas pieder arT pie normalas
novecoSanas pazimém, tome& AD gadijuma tas butiski atSkiras tieSi straujas un
neatgriezeniskas progreséSanas del.

Parkinsona slimiba (turpmak teksta starptautiski piepemtais saisinajums no anglu
valodas PD, Parkinson's disease) ir otra izplatitaka neirodegenerativa slimiba, kas raksturojas
ar progresivu dopaminergisko neironu bojaeju smadzenu struktiira substantia nigra (SN) un
neirotransmitera dopamina izstkumu strukttira corpus striatum (Moore et al., 2005). PD
raksturigie simptomi ir trauc€jumi motoraja sistéma, kas sakas ar ekstremitaSu un/vai Zokla
trici, muskulu stivumu (rigitati), un talak progres€ ka kustibas trauc€jumi no bradkinézijas
lidz akingzijai, stajas un Ilidzsvara nestabilitatei. Noverojamas ari rokraksta izmainas,
neskaidra runa. Ka slimibas pirmie simptomi noverojami miega trauc€jumi, seksuala
disfunkcija, vispargjs nogurums, ozas traucgjumi, trauksme un depresija. PD lidzigi ka AD
gadijuma tiek biezak diagnosticeta gados vecakiem cilvekiem péc 60 gadiem, retakos

gadijumos saslim$ana piemekl€ ari jaunakus cilvékus ap 40 gadiem (early onset PD).
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Gan AD, gan PD patologija attistas krietni pirms to simptomu manifestacijas. Slimibas
progresésanu var iedalit presimptomatiskaja un simptomatiskaja faze, kur pedeja faze ir ka
redzama aisberga virsotne, kur liela dala sinapSu un neironu ir jau aizgajusi boja (Braak et al.,
2005). Tas ir strauj§ kritiens, kad no viegliem atminas trauc€jumiem (mild cognitive
impairment) tie parveérsas jau daudz nopietnakos, nelaujot atceréties zinamo informaciju, un
izveidot jaunu atminu. Tikai agrina farmakoterapija, pie pirmo simptomu paradiSanas, vies$

ceribu, ka slimibas talaku progreséSanu var aizkavet.

1.2. Neirodegenerativie procesi smadzenés

Neirodegeneracija ir termins, kas aptver progres€josu neironu strukttiras un funkciju
zudumu, taja skaitd sinap$u bojaeju. Sie procesi ir kopigi visam péc simptomiem loti
atSkirigam neirodegenerativam slimibam. Tradicionali sporadiskas neirodegenerativas
slimibas rasanos skaidro ar kadu no neirotransmiteru sist€émas defektiem (PD galvenokart ar
dopaminergisko, AD ar holinergisko sistému), uz ko tad pamatojas lidzsingja farmakoterapija.
Uz kadu laiku dalai pacientu $1 terapija mazina slimibas simptomus, bet ta neapstadina
slimibas progreséSanu, toties zalu vielu ilgstosa lietoSana nes Iidzi veselu virkni smagu
blakusefektu.

Misdienu neirozinatnpu skatijuma terapija butu javeérS uz Siinas intracellularajiem
procesiem, kas ietver daudzas signalcelu kaskades, kas nodro$ina Stinas sarezgitos integritates
procesus. Izejot no ierindas kaut vienam no kaskades posmiem, rodas biitisks disbalanss, kas
var novest lidz §iinas patologijai un bojaejai. Sie patologiskie procesi ir: 1) mitohondriju
disfunkcija un ar to saistitais oksidativais stress, 2) neiroiekaisums, kur lielu lomu spélé
hroniska mikroglijas aktivizacija, 3) atsevisku proteinu nepareizas konformacijas veido$anas
un agregacija $una, 4) ubikvitina-proteosomas sist€mas disfunkcija (proteinu nepietiekoSa
aizvaksana un degradacija) un molekularo caperonu ekspresijas izmainas, 5) transportproteinu
defekti, 6) sinaptiskaja plasticitaté iesaistito proteinu ekspresijas izmainas, 7)
neiroregenerativo procesu samazinasanas.

Lidz $im vél nav noskaidrots, ar ko un kad tieSi sakas neirodegenerativo procesu
kaskade. Tikai slimibas agrino formu (early-onset) gadijuma ir atklats, ka ta c€lonis ir
konkrétu génu mutacijas. Lielaka dala neirodegenerativo slimibu ir multifaktoralas, un tam ir
raksturigas poliproteinu patologijas.

Visu mingto procesu regulacija un balansa nodrosinasana $tina ir mérkis, uz ko fokusét

farmakoterapiju, lai mazinatu simptomus un apstadinatu talaku slimibas progresésanu.
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1.2.1. Mitohondrialie bojajumi

Mitohondriji nodrosina ne vien energiju, bet ari regulé $tnas ciklus — proliferaciju un
apoptozi. Mitohondriji ir organellas, kas spél¢ centralo lomu biokimiskas energijas piegade,
producgjot adenozintrifostata (ATF) molekulas, un ir svarigs brivo radikalu un
signalmolekulu (t.sk., kaspazu enzimu aktivacija, kuri regulé apoptozi, nekrozi un
iekaisumus) avots (Cadenas, 2004). Ir zinams, ka daudzas neirodegenerativas slimibas (1.
att€ls) uzrada patologisku mitohondriju morfologiju un biokimisku disfunkciju (Lezi and
Swerdlow, 2012).

Mutant proteins interacting
with mitochondria

Mitechondrial electron transport
chain deficiency Decreased ATP
production

Impaired Ca®*
[ Increased ROS homeostasis

mtDNA alterations

production &
oxidative stress

apoptotic signals

Neuronal Anoptissis
necrosis PORLCSA
MNeurodegeneration

1. att€ls. Mitohondriju saistiba ar neirodegenerativiem procesiem

(Lezi and Swerdlow, 2012)

[ Release of intracellular ‘

Pedgjo divu desmitgadu laika ir izvirzita AD mitohondrialas kaskades hipotéze, kuras
pamata ir dati par mitohondriju disfunkciju un to cieSo saistibu ar mates genétisko materialu
(Swerdlow et al., 2010). PD pacientiem, ka ari PD dzivniecku modeliem ir atrasta
mitohondriala disfunkcija. Ta paradas agri gan sporadiskaja, gan ar iedzimtibu saistitaja PD
patogenezé (Bueler, 2009). Pétijjumos ir atrasts, ka PD pacientu post mortem audos ir
pazeminata aktivitate specifiskai mitohondriala NADH ubikvitina reduktazei, kas norada uz

kompleksa I disfunkciju elektronu transportu k€deé un tam sekojosu nepietickamu ATF sintézi.
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Mitohondriju disfunkcija rada S$iinas oksidativo stresu. Skabekla reaktivie savienojumi
(reactive oxygen species; ROS) tiek producéti mitohondriju elektronu transporta keédes
bojajuma gadijuma un tie boja lipidus, proteinus un DNS (Zhang et al., 1999).

Visu So probléemu dél ir biitiski runat par farmakoterapiju, kas vérstas uz mitohondriju

funkciju regulé$anu un aizsargasanu (DiMauro and Mancuso, 2007).

1.2.2. Neiroiekaisuma nozime

Neirodegenerativas slimibas saistas ar hronisku neiroickaisumu un paaugstinatu
iekaisuma mediatoru ekspresijas limeni (Nagatsu and Sawada, 2006). Akiitas neiroimiinas
atbildes laika ir raksturiga mikroglijas aktivacija, kas maina mikrogliju uz fagocitveidigu
fenotipu, kas izdala pastiprinati citokinus un hemokinus (Block and Hong, 2005). Islaicigs
neiroiekaisums 1inici€¢ neiroprotektivu darbibu, jo iekaisuma mediatori sekmé& neironalo
izdzivosanu (Cherry et al., 2014), tad ilgstoSs jeb hronisks iekaisums rada parmérigu

aktivaciju citokinu izdali (2.att€ls), kas paaugstina oksidativo stresu un ir trauméjosi
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apkartéjam s$unam (Ransohoff and Brown, 2012). Tatad kritisks ir neiroiekaisuma ilgums
smadzengs.

2.attels. Glijas funkcijas CNSa

(Ransohoff and Brown, 2012)

Pedgjos gados ir pastiprinata interese par mikrogliju izpé&ti, kas ir loti plastiskas imtinas
sistémas §tnas, un, lai gan to aktivacija aizsarga audus un palidz tos sadziedét, tomér ilgstosa
aktivacija tiek saistita ar neirodegenerativajam slimibam (Lull and Block, 2010). Mikroglijas
aktivacijas noteikSanai audos izmanto joniz€to kalcija pievienojoso adaptera molekulu jeb
Iba-1 ka markieri, kas ir specifisks §tm Stinam (Sasaki et al., 2001). Otra tikpat nozimiga
glijas $tna ir astrociti jeb astroglija, kas ir visbiezak izplatitas gliju Stnas ziditaju smadzengs.
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Tas kalpo ka homeostazes uzturétajas, baro nervu Siinas ar nepiecieSamajam uzturvielam, un
kopa ar endotélija $Stinam stiprina hematoencefalisko barjeru (Nedergaard et al., 2003).
Traumu gadijuma astroglija palidz atjaunoties audiem, veidojot ari t.s. gliju rétaudus (glial
scar), kas ir astrocitu skaita palielinaSanas CNS neironu bojaejas dél. Tomer ar1 astroglija, kad
ta ir paraktivéta, izdala lielu skaitu citokinu un hemokinu, kas var veicinat neiroiekaisumu un
talak ari neirodegenerativas slimibas, ka AD (Li et al., 2011, Verkhratsky et al., 2013). Gliju
fibrillarais skabais proteina (GFAP) ekspresija reprezenté astroglijas aktivaciju un gliozi
neirodegenerativos procesos (Eng and Ghirnikar, 1994).

Nav pieradijumu, ka neiroiekaisuma kads konkréts citokins sp&tu veicinat, vai pat radit
neirodegenerativas slimibas, tomér citokinu mediéts iekaisums un radita neirotoksicitate spgj
ietekmét slimibas progreséSanu vesela virkné neirodegenerativo saslimsanu (Mrak and
Griffin, 2005). Taja pat laika ir arT daudz datu par glijas ietekmi uz toksisko proteina agregatu
aizvaksanu (Marinova-Mutafchieva et al., 2009). So proteinu markieru noteik$ana
neirodegenerativos procesos, meklgjot iesp&jamo zalu vielu, palidz izprast ietekmi uz

neiroiekaisuma apméru un to korelésanu ar toksisko proteina daudzumu.

1.2.3. Proteinu agregacija un akumulacija smadzenu Siinas

Neirodegenerativas slimibas ir poliproteinu patologijas, jo nepareizas konformacijas jeb
misfoldétu proteinu un vai peptidu agregacija un uzkrasanas smadzenu $unas ir atrasta gan
AD, gan PD un vél daudzu citu neirodegenerativo slimibu gadijuma.

Tau, B-amiloids un a-sinukleins ir visbiezak sastopamie misfoldétie proteini (Goedert
and Spillantini, 2006). Ilgus gadus zinatnieku vidi ir domin&jusi t.s. amiloidogenézes
hipotéze, kura B-amiloids ir galvenais proteins, kas rada AD raksturigo toksicitati un atminas
traucéjumus (Hardy and Higgins, 1992). B-amiloidu ir normali $tina esosi peptidi, kuri rodas
no amiloida prekursora proteina (APP) secigas proteolitiskas enzimu — - un y-sekretazes
SkelSanas cela. Sis SkelSanas process rezultjas ar vairaku dazada izméra AP peptidu
produkciju, kur AB40 ir visizplatitaka forma, bet AB42 ir vistoksiskaka (Duyckaerts et al.,
2009). APP un Ap fiziologiska funkcija ir komplicéta, un loti neliels balansa traucgjums var
mainit ta funkcija (Hiltunen et al., 2009). Ir zinams, ka AP piedalas holesterola transporta
(Yao and Papadopoulos, 2002). Daudz ir pétita apolipoproteina E géna saistiSanas ar amiloidu
(Wisniewski and Frangione, 1992). Izoformas ApoE4 divu alélu nésétajiem ir atklata par 10 -

30 % lielaka varbutiba saslimt ar AD vecuma p&c 75 gadiem (Corder et al., 1993).
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AP peptidi spgj agregéties skistosos oligoméros, kuriem médz bit vairakas formas. Sie
oligoméri spgj veidot nepareizas konformacijas, akumul@ties §iina un izplatities smadzengs.
Sobrid dala zinatnieku atgriezas pie vecakam hipotézém, Kas postulg, ka noteiktas formas
misfold&tie oligomeri inducg ari citus Ap oligomérus izveidot nepareizo konformaciju (Jucker
and Walker, 2011). Tas savukart pienem, ka toksiskais AP ir prioniem lidziga molekula
(Harper and Lansbury, 1997).

Otra izplatitakais patologijas markieris AD gadijumos - tau proteins, kas normali
funkciong, stabiliz&jot mikrocaurulites. Tau ir plasi izplatits CNS neironos, bet AD gadijuma
ir hiperfosforiléta forma (3. attcls), kas agreg€jas neirofibrillaros samezglojumos un izplatas

smadzenu struktiiras (Braak and Braak, 1991).

a-SYNUCLEIN

TRENDS in Neurosciences

3.attcls. Agregéto proteinu izplatiba AD un PD smadzenés 6 stadijas (1-V1)
Pa kreisi - tau AD (pa kreisi) un a-sinukleina PD izplatiba smadzenés (pa labi) (Braak et al.,
2003).

lek$siinu ieslégumu transports proteiniem tau, a-sinukleinam un hantingtinam ir Iidzigs
prionu izplatibai nervu sisttma (Goedert et al., 2010), tacu ir ari butiskas atskiribas starp
prionu slimibam un pargjam misfoldéto proteinu slimibam. Prioni uzvedas ka infekciozi
agenti, kas var tikt parnesti starp individiem un pat starp atSkirigam sugam, radot epidémijas,
un tie spgj izplatities no perifériem audiem uz CNS, Kkur izraisa postoSus bojajumus (Collinge
and Clarke, 2007). Izplatitako neirodegenerativo slimibu gadijumos, ka AD, PD un citu,

infekcioza slimibas izplatiba nav atrasta.
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P&édgjo gadu pétijumi par AD uzrada, ka pirmie simptomi, ka atminas pasliktinasanas,
manifest&jas krietni pirms pamanamas proteinu uzkrasanas smadzenés. Izmantojot AD pelu
Itniju, kuram ir AD raksturigie sinapSu un kognitivie bojajumi, p&tniekiem no Stenfordas
Universitates ir izdevies atklat, ka peles, kuram neekspresg€jas sinapsu virsmas proteins PirB,
bija rezistentas pret sinapSu bojajumiem un atminas traucéjumiem (Kim et al., 2013). Pirmo
reizi tika paradits, ka Sis PirB receptors ar augstu afinitati piesaista -amiloida agregatus,
aktivizgjot bioktmisku procesu kaskadi, kas savukart noved pie sinapsu destrukcijas. Tatad -
amiloids sak iznicinat sinapses V&l pirms tas agreggjas platnites.

Kliniskajos pétijumos parbaudot vairak neka 3500 AD slimnieku smadzenes,
apstiprinaja, ka tieSi tau proteins ir saistits ar atminas pasliktinasanas procesiem. Atklajums
par tau nozimi kognicijas trauc&jumos (Murray et al., 2015), varétu palidzét izskaidrot, kapéc
sauktu par bapineuzumab (vai saisinati par bapi) kliniskajos p&tijumos neuzradija kognitivus
uzlabojumus AD pacientiem (Salloway et al., 2014).

Sporadiski izplatitajas neirodegenerativajas slimibas, pieméram, PD neiropatologija, ir
raksturigi a-sinukleina proteina agregacija t.s. Levi kermeniSos (Lewy body) un Levi neiritos
(4. attels). So proteinu detekteSana smadzen@s ir nepiecieSama diagnozes apstiprina$anai.
Sobrid tas pacientiem iespéjams vien post mortem audos, bet magnétiskas rezonanses
att€lveidosanas (functional magnetic resonance imaging, fMRI) sisteémas iesp&jas strauji
attistas, pielaujot ar $o proteinu detekt€Sanu in vivo (Baltes et al., 2011), kas laus monitoré&t

slimibas progreséSanu un farmakoterapijas iedarbibu uz proteinu uzkrasanos.

w —'ﬂ

3. attels . Levi kermeniSi (melna bulta) un Levi neiriti (balta bulta) pozitivi iekrasoti
pret a-sinukleina proteinu PD
A: substantia nigra, B: garoza (cingulate gyrus). Attels no:
http://www.ucl.ac.uk/ukpdc/research-groups/molecular-neuropathology-group
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1.2.4. Ubikvitina-proteosomas sistémas un molekularo ¢aperonu nozime

Kopiga pazime sporadiskajas neirodegenerativajas slimibas — akumulét toksiskus
proteinu savienojumus rada jautajumu, vai So proteinu aizvakSanas problému nevar atrisinat
ar pasas Siinas ieks€jiem procesiem, tos selektivi aktivizgjot?

Autofagija ir Stinas galvenais process, kas proteinu agregatus un bojatas organellas izolé
no par¢jam Stnam ar dubultmembranas vezikulu, sauktu par autofagosomu, un nodroSina to
sapliiSanu kopa ar lizosomu, kur notiek proteinu degredacija (Nixon, 2013). Daudzi p&tijumi
péd&jo 10 gadu laika rada, ka autofagija ir efektigs mehanisms, kas var palidzet selektivi
aizvakt agreg€tos proteinus neirodegenerativajos procesos. Vairakas farmakologiskas un
genctiskas stratégijas ir attistitas, lai palielinatu autofagiju $tnas (Menzies et al., 2011).
Autofagiju kontroleé komplekss signaliz€Sanas mehanisms, kuru globali var klasificét ka
mTOR-atkarigu (Mammalian Target Of Rapamycin) vai mTOR-neatkarigu signalcelu. Lai
gan mTOR-neatkarigais signalcels ir v€l vaji izpetits molekularaja Iiment, vairakas zalu vielas
— valprojskabe (antiepileptiska viela), verapamils (antihipertenziva viela), karbamazepins (ari
antiepileptiska viela), rasveratrols (dabiskais fenols, kas tiek sintez&ts vairakos augos),
spermidins (dabisks poliamina savienojums) un rapamicins (imtnosupressants, ko izdala
augsnes bakterija), ir uzradijuSas sp&ju pastiprinat autofagiju, radot neiroprotekciju dazados
slimibu modelos (Sarkar et al., 2009).

Ubikvitina-protesomas sistéma (UPS) ir S$tnas butiskakais signalcel§ proteinu
degradacija, kas nodro§ina $tinas homeostazi. Uz UPS nozimigumu norada ari §is sist€émas
komponentu skaits $tina, kas ir ap 1000, un genoma 5% no visa genétiska materiala ekspresé
proteinus saistitus ar UPS (Finley, 2009). Lai nerastos uzkraSanas ar nevajadzigiem vai
nepareizas konformacijas proteiniem, visos eikariotu $tinu kodolos un citplazma ir sastopama
UPS, kas degrade liekos proteinus ar proteazu palidzibu proteolizes cela. Lai noskirtu
vajadzigos proteinus No tiem, kurus degradét proteolize, ubikvitina ligadze pievieno mazu
proteinu ubikvitinu, kas kalpo ka atpaziSanas zime. Tas, ka UPS ir atbildiga par lielako dalu
Stinas protetnu degradaciju, ir papildus apstiprinajums tam, ka UPS traucgjumi tiek saistiti ar
neirodegenerativajam slimibam (Bingol and Sheng, 2011).

Vel viens Siinas iek$gjais aizsargmehanisms pret nepareizas konformacijas protetnu
veidosanos tiek nodrosinats ar molekularo ¢aperonu palidzibu. Tie ir proteini, kas nosaka, vai
proteina konformacijas kludas tiks izlabotas, vai arl nepareizas konformacijas proteinus
novirzis uz SkelSanu ar UPS palidzibu. No §is proteinu grupas visizpétitakie ir karstuma Soka

proteini (heat-shock proteins, HSPs). Paaugstinata HSPs ekspresija $tna ir uzradijusi
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samazinatu proteinu agregaciju un akumulaciju, un ir uzlabojusi neironu fenotipu pelu
modelos (Adachi et al., 2009). HSPs kopa ar UPS viennozimigi norada uz vél vienu butisku

farmakoterapeitisko mérki neirodegenerativo slimibu novérsana.

1.3. Sinaptiska plasticitate

Visam neirodegenerativajam slimibam ir raksturiga sinapSu atrofija un attiecigi ar
sinaptisko plasticitati saistito proteinu ekspresijas izmainas. Termins “plasticitate” attiecas uz
nervu sist€émas speju reorganizet savu saistibu ar sinam funkcionali un strukturali. Sinaptiska
plasticitate ir pamats nervu sistémas adaptivaja attistiba un ir viena no visintrigéjo$akajam
smadzenes Tpasibam. Sinapses nav statiskas, tas ir dinamiskas struktiiras starp neironiem, kas
nepartraukti mainas atkariba no neironalas aktivitates un citam ietekmé&m. Ir zinams, ka
hronisks stress induc€ strukturalas un funkcionalas izmainas 1paSi smadzenu struktiira
hipokampa, kas ir galvena ilglaicigas atminas veidosanas vieta (Cooke and Bliss, 2006).
Eksperimentalos modelos un slimniekiem ar AD, PD, arT Hantigtona slimibu vai $izofréniju ir
atklata sinapsu atrofija (Mesulam, 1999, Pilato et al., 2012). P&tijuma ar pacientiem atklats, ka
90% gadijumu demences smaguma pakape koreleé ar pre-sinaptisko terminalu blivuma
samazinasanos vidus frontalaja garoza (Terry R. D. et al., 1991).

Ir pieradijumi par atseviSkiem proteiniem, kas paaugstinati ekspres€jas neironalas
attistibas laika, aksonalaja regeneracija un piedalas neiritu izaugumu veidoS$ana, un sp&ju
aizsargat no neirodegeneracijas. Pieméram, presinaptiskais vezikulu proteins sinaptofizins,
kas nepiecieSsams neirotransmiteru izdalé no sinapses (Daly et al., 2000). Ta ekspresétais
daudzums korel€ ar sinapsu blivumu smadzenés (Reddy et al., 2005). Cits biitisks proteins ir
sinapSu membranas proteins — ar augSanu saistitais proteins 43 (growth associated protein 43,
GAP-43). AD gadijuma $o proteinu ekspresija ir samazinata (de la Monte et al., 1995, Reddy
et al., 2005).

Vel viena intrig€josa proteinu saime ir t.s. Notch proteini. No tiem Notch-1 un Notch-3
pastiprinati ekspres¢jas dentate gyrus hipokampa, kas ir viena no retajam neirogenézes vietam
pieauguso smadzenés (Irvin et al., 2001), un par kuriem p&dejos gadus ir bijusi pastiprinata

interese, pétot CNS attistibu, ka arT neirodeg enerativas slimibas (Yoon et al., 2015).

23



1.3.1. Enzimu AChE un GAD67 nozime sinaptiskaja plasticitate

Holinergiska transmisija un muskarina tipa acetilholina receptori ir iesaistiti maciSanas
un atminas veido$anas procesos, un transmisijas aktivitates zudums, Kas ir saistits ar sinapSu
bojaeju, ir iemesls atminas zudumiem neirodegenerativajas slimibas (Levey, 1996).
Acetilholinam piemit aktivgjoSa ietekme seviSki macibu un atminu veidoSanas procesa
hipokampa un prieksgja garoza, kas tiek saistits ar samazinatu acetilholina esterazes (AChE)
aktivitati (Hasselmo, 2006). AChE hidrolizé acetilholinu to inaktiv€jot, tad€jadi mazinot
acetilholina receptoru aktivtati. Agrinaja attistiba AChE piedalas neirttu izaugumu veidosana,
ekspres€joties lielos daudzumos fibroblastos un astrocitos (Anderson et al., 2008). AD
gadijuma ir novérots kopg&ja AChE zudums smadzen&s (Berson et al., 2008), bet agrinajos -
amiloida deponéSanas vietas ir izteikti paaugstinata AChE aktivitate, kas iesp&ams, ir
skaidrojams ar kalcija homeostazes trauc&jumiem (Sberna et al., 1997, Ulrich et al., 1990).
ArT apoptozes procesos ir novérota paaugstinata AChE ekspresija (Jing et al., 2008).

Pédgjo gadu pétijumi norada, ka glutamats — galvenais aktiv@joSais neirotransmiters
ziditaju CNS, kas regulé kalcija plismu $ina un tadgjadi aktiv€jot sinapses, piedalas
neirogenéz€, sinaptogenézé un neironalaja izdzivoSana. Glutamats regulé ari apoptozi,
iedarbojoties uz NMDA receptoriem (Kwon and Sabatini, 2011, Suzuki et al., 2006).
Sinaptiskaja plasticitaté ne vien neirotransmiterim, bet visai glutamatergiskai sistémai ir
nozime, Ipasi §is sistémas atslégenzimam — glutamata dekarbosilazei 67 (GAD67), kas
parvérs glutamatu par inhib&oSo y-aminosviestskabi (GABA). Tadgjadi GAD67 tiek
izmantots ka markieris, lai noteiktu inhib&oSo neironu aktivitati. Jo vairak GAD67 ir
ekspresgjies, jo vairak sintez&jas GABA un izpauZzas inhibgjosais efekts uz sinapsém (Fukuda
et al., 1998). Ir novérots, ka Iidz ar novecoSanos ari GAD67 ekspresija CAl regiona

hipokampa samazinas (Hwang et al., 2008).

1.3.2. Adhézijas molekulas

Sinaptisko komunikaciju nosaka ari Stinas adh&zijas molekulu ekspresija uz Stnas
membranas. NCAM (neural cell adhesion molecule) ir glikoproteins gan neironos, glija,
muskul$iinas, gan dabiskajas galétajsunas (natural killer cells). NCAM ir nozimigs dazados
smadzenu attistibas posmos, kas norada uz to nozimigumu S$tinu migréSana, neiritu izaugumu
veidoSana un sinaptiskaja plasticitate. Ir atklats, ka atminas trauc€jumus var radit neiralo $tinu

adhézijas molekulu nepietiekosa ekspresija hipokampa. Pieméram, pelém ar izsleégtu NCAM
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génu bija statistiski ticami sliktaki rezultati Gdens labirinta testa (Bisaz et al., 2011). PD
gadijuma NCAM uzrada tiesu efektu uz gliju $tnu neirotrofisko faktoru (glial derived
neurotrophic factor; GDNF) un neiritu izaugumu veidoSanos dopaminergiskajos neironos
(Cao et al., 2008). Interesanti ir ari tas, ka GAP-43 savukart sp&j regulet NCAM (Korshunova
et al., 2007, Meiri et al., 1998).

1.3.3. Neirotrofie faktori

Neirotrofini nodrosina sinaptisko plasticitati, ka ar neironu augsanu, dzivotsp&ju un
diferenciaciju centralaja un periféraja nervu sistéma. Saja molekulu saimé ietilpst nervu
augsanas faktors, smadzenu neirotrofais faktors (BDNF), ka arT neirotrofins 3 un 4 (Deister
and Schmidt, 2006). Tiesi BDNF vislabak raksturo neirotrofo faktoru lomu sinaptiskaja
plasticitate, ka ari potencialo lomu slimibu patologija (Duman and Monteggia, 2006). BDNF
spelé 1pasi svarigu lomu atminas procesu veidoSana, jo tas liela daudzuma ekspresgjas
hipokampa (Hofer et al., 1990), tacu §1 proteina ekspresija lidz ar vecumu samazinas
hipokampa CA1 regiona neironos (Hwang et al., 2006). Izslédzot BDNF génu, novéroja
samazinatu ilglaicigu potencéSanos (long-term potentiation, LTP) hipokampa CA1 regiona
(Korte et al., 1995), un vajinatu telpisko atminu pelém (Linnarsson et al., 1997). Tas liecina,
ka BDNF ir labs biomarkieris, lai noteiktu neironu dzivotspgju.

BDNF ir dimérisks proteins, kas nepiecieSsams dopaminergisko, GABAergisko,
holinergisko un serotoninergisko neironu augSanai un dzivotsp&jai. Izmainita BDNF
ekspresija ir atklata patologiskos traucéjumos, pieméram, depresija un Sizofrénija (Pillai et al.,
2008). Sis neirotrofins ir sastopams smadzenés, jo 1pa§i hipokampa un smadzenu garoza,
tapéc domajams, ka tas kontrolé garastavokli, emocijas un kognitivas funkcijas (Deister and
Schmidt, 2006). BDNF darbojas, saistoties ar divu veidu plazmas membranu receptoriem —
tirozinkinazes receptoru B (TrkB) un nervu augSanas faktora receptoru p75 (p75NTR

and Monteggia, 2006).

) (Duman

Svarigs ir arT gliju $tnu neirotrofiskais faktors (glial derived neurotrophic factor;
GDNF), kas nepieciesami neironu attistibai un izdzivosanai. AD pacientu smadzengs ir atrasts
samazinats GDNF un ta receptoru GFRal ekspresija (Konishi et al., 2014), tac¢u visvairak

GDNF saista ar sp&ju aizsargat dopaminergiskos neironus (Gharib et al., 2013).
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1.3.4. Transkripcijas faktori

P&tot proteinus, kuriem piemit reguléjosa loma sinaptiskaja plasticitate, tiek pétiti arl
transkripcijas faktori, kuru galvena nozime ir saistiSanas pie DNS, tad€jadi ietekméjot
genétiskas informacijas transkripciju no DNS uz mRNS.

Proteins CREB, kas ir cAMF atbildes elementa saistproteins un transkripcijas faktors,
darbojas paraléli Fas II, stiprinot sinapses ilgumu (Davis G. W. et al., 1996). Ari transkripcijas
faktori, kas iesaistiti neirogenézes procesos — Pax6, Neurog2, Ascll un Hesl, ir ar lielu
nozimi §linas atjaunosanas procesos (Sansom et al., 2009).

Noskaidrots, ka Jun un Fos proteinus aktivé visi fiziologiskie un patofiziologiskie
smadzenu stimuli. Aktivétais c-Jun ietekmé apoptotiskas funkcijas hipokampa, nigralos un
primari audz&tos neironus, kam seko eksicitotoksiska stimulacija un neirona-merkproteina ass
destrukcija, tai skaita neirotrofo faktoru samazinasanas. Ir norades, ka JNKs signalcela
inhibicija varétu veikt ar neiroprotekciju ar c-Jun aktivacijas apstadinasanu, jo c-Jun/AP-1
var bojat nervu sistému, pastiprinati aktivéjot mikrogliju. Tatad mikroglijai ir uzradita ari
regul&josa nozime ne tikai neiroieckaisuma procesos, bet ari sinaptiskaja plasticitate (Morris et
al., 2013).

Interesanti dati ir par Homer-1 ekspresijas Iimena hipokampa saistibu ar macisanos, kas
tika parbauditi ar Homer-1 knock-out un pastiprinatas Homer-1 ekspresijas peléem. Atklajas,
ka Homer-1 del&cija izraisija dzivniekos nesp&ju macities. Savukart parekspresija neizraisija

nekadus trauc€jumus macisanas procesa (Wagner et al., 2014).

1.4. Neirodegenerativo slimibu modeléSana

Eksperimentalie dzivnieku modeli lauj analizét slimibas izraisitas biokimiskas un
morfologiskas izmainas dzivnieka organisma in vivo, lauj noteikt zalu vielu ietekmes un
mehanismus, ka ari analiz&t audus ex vivo. Dzivnieku modelé$ana ir zinatnieku meéginajumi
ietvert vairakas raksturigas slimibas iezimes (Phillips et al., 2009). Sai stratggijai ir lielas
prieksrocibas, tomér nedrikst aizmirst, ka neviens dzivnieku modelis nav identisks cilvéka

patofiziologiskajiem mehanismiem.
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1.4.1. PD modelis

PD modeli var veiksmigi izraisit ar 6-OHDA (6-hidroksidopamina) intrastriatalu
ievadisanu. Sis ir viens no visbiezak izmantotajiem PD modeliem, jo izraisa dopamina
producgjoSo Stnu bojaeju nigrostriatalaja sisttma, ko uzskata par PD raSanas iemeslu. 6-
OHDA pats par sevi endogéna dopamina metabolits. Neirotoksins 6-OHDA neskerso
hematoencefalisko barjeru, tad€] to injic€ smadzenu strukttira. Neironi iet boja no superoksida
radikaliem, kas rodas ka blakusprodukti. 6-OHDA vieta var izmantot ari MPTP (1-metil-4-
fenil-1,2,3,6-tetrahidropiridins). Abi toksini izraisa dopaminu produc&joso neironu bojaeju

(Jackson-Lewis et al., 2012).

Cerebellum
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Striatum _~
Caudate and Pulamen“ S .
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6.att€ls. Neirotoksina 6-OHDA instrastriatala ievadiSana
Striatums ir aksonali savienots ar smadzenu struktiiru substantia nigra, kas ir galvena

dopaminergisko neironu bojaejas vieta PD gadijuma.

PD modela izveidé bitiska ir injekcijas vietas izvéle smadzenés. Injekciju ar 6-OHDA
zinatnieki veic arT tieSi substantia nigra struktiira, bet ir atklats, ka injekcija striatuma var
imitet labak PD agrinas vai progresgjosas stadijas (Deumens et al., 2002). Ka parbaudi
dopaminergisko neironu bojaejai izmanto tirozina hidroksilazes (TH) ekspresijas noteik$anu.
TH iekrasoto $tnu skaits ir tieSs pieradijums dopaminergisko neironu dzivotspéjai, jo TH ir
atslégas enzims, kas parvérs aminoskabi tirozinu dopamina prekursora L-DOPA (Daubner et
al., 2011).

Dala PD pétnieku savukart uzskata, ka atklatais papildus riska faktors saslimSanai —

toksiska iedarbiba no pesticidiem un herbicidiem, ir labs iemesls $o vielu izmantosanai PD
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slimibas modelésana. Visbiezak izmantotas vielas no $1 klasta ir rotenons un parakvats, jo abi
uzradijusi sp&ju izveidot smadzengs slimibai raksturigos Levi kermeniSus ar a-sinukleinu
tajos, bet stridigi rezultati ir iegiiti par So abu vielu sp&ju ietekmét dopaminu nigrostriatalaja
sistema (Greenamyre et al., 2010, Thiruchelvam et al., 2000, Wu and Johnson, 2011).

llgu laiku PD uzskatija par izteikti sporadisku slimibu, kur maz saistiba ir ar géniem un
ledzimtibu. Tomer tagad ir zinama vesela virkne génu un aptuveni 10% PD gadijumi ir
pieradami ar konkrétam génu mutacijam. Tapec jaunakas tendences slimibas pétisana ir PD
genctiskie modeli. PD modeléSanas iesp&jas apkopotas 1. tabula, par pamatu izmantojot

Jackson-Lewis et al., 2012 apskata rakstu.

1. tabula. PD dzivnieku modeléSanas iesp€jas

Kimiska viela Modela raksturojums

vai géni Prieksrociba Trikumi

6-OHDA 6-OHDA ir produkts no endogéna | Neizraisa Levi kermenisu
dopamina metabolisma; veidosanos.
Mijiedarbojas ar a-sinukleinu
protetnu.

MPTP Izveido oksidativo stresu, reaktivos | Neizraisa Levi kermeniSu
skabekla savienojumus; bloke veidosanos;
mitohondriju kompleksu I. Skérso hematoencefalisko

barjeru.

Rotenons Veido Levi kermenisus un alfa- Nesamazina dopaminu
sinukleina uzkrasanos. nigrostriatalaja sistéma

Skérso hematoencefalisko
barjeru.

Parakvats Uzrada alfa-sinukleina pastiprinatu | Neskaidra ietekme uz
ekspresiju substantia nigra; dopamina producgjoso neironu
pastiprina Levi kermenisu degeneracija.
veidoSanos.

Metamfetamins liela | No devas atkariga neirotoksicitate. | Nestabils modelis.

deva

Transgénie PD pelu Palidz precizak noskaidrot slimiba. | Neviens no géniem nav.
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modeli: iesaistitos proteinus; parlieku daudz ekspresgjies vai

a-sinukleins un Palidz precizak atrast potencialos pilniba nefunkciongjoss;
LRRK?2, autosomali meérkprotetnus farmakoterapijai. Loti atSkirigi efekti uz
dominantais PD, un dopamina producgjo$o neironu.

PINK1/Parkin un DJ-
1, autosomali

recesivais PD

1.4.2. AD modelis

Visplasak izmanto transgéno pelu modelus AD pétijumos, kaut gan neviens no
transgénajiem modeliem pilniba neatspogulo cilveka AD smadzenes un atminas traucg€jumus.
Transgenais AD modelis balstas uz amiloidu peptidu AP akumulaciju, kas veidojas no
amiloidu prekursora proteina (APP) enzimatiskas SkelSanas cela. Uzskata, ka konkrétas
mutacijas APP géna izraisa agrino iedzimtas formas AD (Hardy and Selkoe, 2002). AP
agregacija ir devusi pamatu hipotézei (Hardy and Higgins, 1992) un transgéno modelu
izveidei pelés, kur APP géna (un ari citos génos, ka presenelina) ir mutacijas, kas jau agrini
dzivniekiem izraisa AP peptidu uzkrasanos un atminas traucg€jumus. Petjjumu rezultati ar
APP23 pelem, kuram A agregati uzkrajas gan parenhima, gan ap asinsvadiem (cerebrala
amiloida angiopatija; CAA) bija pirmais pieradijums, ka APP un AP ekspresijas izmainas ir
pietiekosas, lai izraisitu cerebrovaskularo neirodegeneraciju (Calhoun et al., 1999). Siem AD
modeliem ir gan raksturigas neiropatalogiskas izmainas, gan ar telpiskas atminas deficits, ko
nosaka tdens labirinta (Moris water maze). Telpiskas atminas izmainas var novérot ari AD
pacientiem un; tas sakas ar bojajumu hipokampa smadzenu strukttra. Ta ir pirma smadzenu
struktiira, kas tiek skarta gan AD pacientiem, gan ari transgénajam AD pelém (West, 1993).

Lielo transgéno AD pelu daudzveidiba apskatama 2. tabula.
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2. tabula. Transgéno AD pelu modeli un to salidzinajums sava starpa
Ar sarkanu apvilkts darba izmantotais modelis — Tg-APPsypy, kas uzrada ekstracelullarus AP

plaksnveida uzkrajumus, ka ar1 AP uzkrajumus ap asinsvadiem.

Hyperphos- Neurofi-

Mouse Intraneuronal  Parenchymal phorylated  brillary  Neuronal Synaptic Primary
model Gene (mutation) Ap Ap plaques Tau tangles loss loss CAA reference
PDAPP APP (V717F) - Yes Yes No No Yes Games et al, 199!
Tg2576 APP (K670ON/MB71L) Yes Yes - - No No - Hsiao et al. 1996
TgCRNDS APP (K670N/MB71L, V717F) Yes . No No - Chishti et al. 200
APP/PS1 APP (K670N/M671L), Yes - - - - Holcomb et al
PS1 (M146L) 1998
APP23 APP (K67ON/MB71L) Yes Yes No Little Yes Yes Sturchler-Pierrat
et al. 1997
ng-Sle AEE (E693Q, D694N) - Yes - - - - Yes Davis et al, 2004
APPDutch APP (E693Q) - Little - - - - Yes Herzig et al. 2004
APPDutch/PS1 APP (E693Q), Yes - . . Little  Herzig et al. 2004
PS1 (G384A)
hAPP-Arc APP (EB93G, K67ON/MET 1L, - Yes - - - - Little Cheng et al. 200¢
V717F)
Tg-ArcSwe APP (E693G, K67ON/M671L) Yes Yes . . Yes Lord et al. 2006
Knobloch et al.
2007
APPArc APP (E693G) Yes - . Yes Rénnback et al.
2011
TAPP APP (K670N/ME71L), - Yes - Yes - - - Lewis et al. 2001
Tau (P301L)
3xTg-AD APP (K670N/M671L), Yes Yes Yes Yes . No Oddo et al. 2003
Tau (P301L),
PS1 (M146V)
APP¢,/PS1 APP (K67ON/M671L, V7171), Yes Yes . - Yes Yes Wirths et al. 200:
PS1 (M146L)
APP/PSIKI APP (K67ON/MB71L, V7171), Yes Yes . Yes Yes Casas et al. 2004
PS1 (M233T/L235P)
SxFAD APP (K67ON/M671L, 1716V, Yes Yes - - Yes Yes - Oakley et al. 2001
V7171),

PS1 (M146L/L286V)

CAA = cerebral amyloid angiopathy; Dash (-) = not reported

Neirodegenerativus procesus var modelét ari ar hronisku stresu vai zalu vielam, par

kuram ir zinams, ka tas pasliktina atminu.

1.4.3. Stresa modelis

Stress ir organisma atbildes reakcija uz vides apstakliem vai emocionaliem
kairinadjumiem, kas izjauc normalu organisma lidzsvaru jeb homeostazi, ko precizi
noformulgja “stresa teorijas t€vs” Hans Selje. Stresa inducétie procesi organisma ir kompleksi
un ietver dazadus procesus - modul&jot steroidu (glikokortikoidu), kateholaminu, peptidu un
opioidu sist€mas. Stresa procesa iesaistas gan CNS, 1pasi mezolimbiska sist€éma, imiinsistéma,
kardiovaskulara un gastrointestinala trakts (Sutanto and de Kloet, 1994). IlgstoSa stresa
iedarbiba rada distresu un palielina risku saslimt ar depresiju, ka ari neirodegenerativajam
slimibam, (Finsterwald and Alberini, 2014), ka arT izmaina proteinu ekspresiju, kas iesaistita
sinaptiskaja plasticitate (Yuen et al., 2011). Hipokampa ilgtermina stimul&Sana ir ievérojami
samazinajusies péc ilgstoSa viegla stresa vai hroniskas kortikosteroidu iedarbibas (Alfarez et

30



al., 2003), tatad tas butiski pasliktina atminu gan dzivnickiem, gan cilvékiem (Lupien et al.,
2007). llgstosa stresa iedarbiba izraisa parmérigu kortikosteroidu sintézi un izdalisanos, kas
savukart nomac glutamatergisko sinaptisko parraidi prefrontalaja garoza, samazinot glutamata
receptoru ekspresiju. Glutamats, saistoties pie NMDA receptoriem, palielina intracellularo
kalcija Iimeni un tad€jadi induce stinas bojaeju. Izzudot kalcija homeostazei $iina, pastiprinati
degradgjas ubikvitina/proteosomas un NMDA receptoru un AMPA receptori (Yuen et al.,
2012). Laboratorijas dzivnieku pielietojums un model&sana ir butiski ietekm&jusi progresu
stresa pétijumos. Ir izveidotas gan specialas zurku Iinijas ar paaugstinatu asins spiedienu
(Pinto et al., 1998), apomorfina uzpémigas APO-SUS un apomorfina neuznémigas zurkas
APO-UNSUS (Kavelaars et al., 1997), t.s. Roman augstas izvairiSanas slickSpa un zemas
izvairiSanas sliek$na zurkas (Lopez-Aumatell et al., 2009), izmanto arT Wistar linijas zurkas,
kas tiek paklautas akiitiem un hroniskiem stresiem, pieméram, piespiedu peldésanai (forced
swim test), neizbégamam astes Sokam (inescapable tailshock), aukstumam, akiitam &tera
stresam vai imobilizacijai (Sutanto and de Kloet, 1994). Imobilizacijas stress ir plasi
izmantots stresa modelis, kas ietekm& dzivnieku agresiju, emocionalitati, palielina bailes un

batiski ietekmé atminu (Wood et al., 2008).

1.4.4. Haloperidola amngezijas modelis

Plasi tiek pielietots amnézijas modeli ar zalu vielam, piemé&ram, haloperidola amnézijas
modelis. Haloperidols ir viens no tipiskajiem antipsihotiskajiem lidzekliem, kas Sizofrénijas
gadijuma noveérS halucinacijas, manijas un hiperaktivitati, antagonizéjot dopamina 2 (D2)
receptoru. D2 receptoru blokade nigrostriatalaja sisttma ir atbildiga par §1 medikamenta
nevélamajiem blakusefektiem — ekstrapirimidalajiem efektiem un diskinéziju (Gerlach and
Casey, 1990). Hroniska haloperidola lietoSana veselos brivpratigajos uzrada atminas
pasliktinasanos (Lustig and Meck, 2005). Ari prekliniska pétijuma ar zurkam un pelém
haloperidola ietekm& noveéro istermina atminas pasliktinaSanos un oksidativa stresa
palielinasanos hipokampa un citos smadzenu regionos (Dubrovina and Loskutova, 2002,

Schroder et al., 2005).

31



1.4.5. Apmacibas modelis

Apmacibu pielicto ka regenerativo procesu modeli. Ir zinams, ka apmaciba ir t.s.
pozitivais stress, kura pamata ir sinaptisko signalcelu nostiprinasana (Khan and Muly, 2011).
Tas ir arT viens no veicinos$ajiem faktoriem, kas induc€ neironus pieauguso smadzenu
hipokampa (Gould and Tanapat, 1999). Apmacibas pamata ir atminas veidoSanas, kas notiek
galvenokart hipokampa, kur pieaugu$o smadzen€s ir novérota jaunu neironu raSanas (Balu

and Lucki, 2009). Modelésanai parasti izmanto Zzurkas.

2.2. Jaunas farmakoterapeitiskas stratégijas

Nemot véra neirodegeneracija iesaistitos procesus un proteinu daudzveidibu, ir skaidrs,
ka zalu vielai, kas multivalenti spgj iedarboties uz vairakiem protetniem, ir vairakas
prieksrocibas, sakot jau ar mazak izteiktam blakném. Sobrid pieejamas zalu vielas var iedalit
divas lielas kategorijas pec to iedarbibas uz proteiniem — ortosteriskas, kur zalu viela saistas
pie proteina aktivas saistiSanas vietas, un allostériskas zalu vielas, kas piesaistas kada cita
vieta uz protetna virsmas un allostériski izmaina konformaciju proteina saistiSanas vietai
(Nussinov and Tsai, 2012).

Tiesi allostériskas zalu vielas klist arvien popularaka farmakoterapijas stratégija, jo
Sadas allostériskas vielas spg pastiprinat vai pamazinat Siinas proteinu komplicétas
savstarpgjas mijiedarbibas un tam ir raksturigi mazak blakusefektu (Nussinov et al., 2011).
Sis zalu vielas iedarbojas uz vairakiem proteinu receptoriem (7. attéls), ka ari vairakiem
proteiniem $uina. Sis zalu vielas brivi parvietojas, mainot energijas pieejamibu. letekme uz
vairaku proteinu ekspresiju sasaucas ari ar galveno mérki — neirodegenerativajos procesos
veikt agrinu $tinas aizsardzibu pirms degenerativie procesi ir izraisijusi butiskus bojajumus
smadzen@s. Pirméjie dati no petijumu meta-analizém rada, ka preventativi pret AD iedarbojas
antioksidanti — partika, kur ir daudz C un D vitamina, nesteroidie pretickaisuma Iidzekli
(seviSki aspirins), estrogéni, ilgstoSas iedarbibas dihidropiridini un daZos pétijumos ari

kontrol&ta statinu lietosana, kas aizsarga no endotgliju bojajumiem (Standridge, 2004).
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7. attels. Ortostérisko un allosterisko zalu vielu saistiba ar receptoru proteiniem
Allostériskas zalu vielas spgj iedarboties gan pozitivi, pastiprinot signalu, gan negativi

samazinot signalu, ka arT neitrali iedarboties uz stnu (Wootten et al., 2013).

P&dgja laika seviski uzmanibu velta mazam molekulam, kas spétu veicinat regenerativos
procesus un palidzétu AD arstéSana (Petrik et al., 2012, Rishton, 2008, Schneider et al.,
2012). Uzskata, ka mazas molekulas ar ladétiem struktiiras elementiem (pieméram,
Cetrvertigo slapekli), spgj saistities pie pret€ji uzladetam aminoskabém proteinos un ietekmét
proteinu savstap&jo mijiedarbibu, uzlabot molekulas sp&ju $kérsot $tinas membranas. Ta ir
jauna paradigma farmakologija. Nenoliedzami, ka $adu zalu vielu pielietojamam, no svara ir

arT sp&ja uzlabot kognitivas sp&jas neirodegenerativo slimibu pacientiem (Standridge, 2004).

1.6. Pétito vielu izvéles pamatojums

1.6.1. Mildronats

Mildronats (3-(2,2,2-trimetilhidrazina) propionata dihidrats (jeb meldonijs) ir plasi
pazistams Kardioprotektivs Iidzeklis, ko lieto sirds-asinsvadu sist€mas slimibu, galvenokart
sirds is€mijas patologiju gadijumos, bet arvien biezak ari pie parslodzém sporta un darba
dzive. So preparatu pirms 30 gadiem Latvijas Organiskas sintézes institita pirmo reizi
izstradaja profesora I. Kalvina laboratorija. Tas bija ieceréts ka gamma-butirobetaina jeb GBB
analogs ar sp&ju ietekmét karnitina biosintézi.

Tradicionali mildronata darbibas mehanisms bija izskaidrots ar to, ka inhib&jot gamma-

butirobetaina hidroksilazi, samazinas karnitina biosint€ze miokarda, ka ar1 uzkrajas karnitina
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prekursors GBB (Dambrova et al., 2002, Simkhovich et al., 1988). Mildronata pozitivos
efektus sirdi skaidro ar to, ka samazinoties karnitinam, samazinas ari energijas patéréjosa
taukskabju oksidacija un tiek efektivak patéréta glikoze un palielinata ATF produkcija. Tas
savukart, ir pretruna ar labi zinamo karnitina lomu energijas producéSana $tna, un ta deficits
diabéta, sepsé, kardiomiopatija, ciroz€, endokrinas saslimsanas un vecuma ir labi aprakstits
(Flanagan et al., 2010). Jaatzimg, ka karnitina metabolits acetil-L-karnitins ir uzradijis sp&ju
mazinat uzmanibas deficitu AD pacientiem péc ilgtermina lietoSanas, kuriem
acetilholinesterazes inhibitori nav uzradijusi vélamo efektu (Bianchetti et al., 2003). Ieprieks
ir zinots arl par acetil-L-karnitina sp&ju mazinat progreséSanas atrumu AD pacientiem, to
lietojot ilgtermina — vienu gadu (Spagnoli et al., 1991), ka arT pie vieglas formas AD tas ir
uzradijis atminas uzlabojumus (Montgomery et al.,, 2003). Karnitins ir uzradijis
neiroprotekciju mitohondrialas disfunkcijas modeli (Binienda et al., 2005), un acetil-L-
karnitins ir aizsargajis dopaminergiskas §tinas PD modeli (Zaitone et al., 2012).

Misu koncepcija atSkiras no tradicionala mildronata darbibas mehanisma skaidrojuma.
Mildronatam piemit acimredzama struktiiras lidziba ar karnitinu, un tad&jadi mildronatu var
uzskatit par karnitina “lidzinieka” molekulu (carnitine congener) jeb “neisto karnitinu” (8.

att€ls). Mildronatam piemit gan pozitivi ladétais slapeklis, gan negativi ladetais skabeklis.

H .
‘\.“ N . D
k f”"“-a,f - \N’ ~ TN
AT A
" D L3 DH G
Mildronats Karnitins

8.attels. Mildronata un endogéni sintezéta karnitina struktiiras un to Iidziba

Struktiiras att€li no https://pubchem.ncbi.nlm.nih.gov/

Nevar noliegt ari to, ka mildronata struktiira ir lidziga vél vienai dabas vielai betainam,
kam tapat ka karnitinam (ASV Patents Nr. WO 2002048190A1) piemit molekulara ¢aperona
ipasibas stabilizét proteinu konformaciju. Saja konteksta mildronatu var uzskatit ari par
kimisko Gaperonu. Stnai jasanem pietieko$a karnitina koncentracija, lai nodrofinatu
mitohondrijos energijas veidoSanas procesus. Tafu ta parslodze noved pie negativas
atgriezeniskas saites izveides un kompens€joSa karnitina samazinajuma S$tnas. Viens no
nozimigakajiem argumentiem S$adam uzskatam ir dati par devas atkarigu mildronata

palielinasanos un attiecigu karnitina limena samazinasanos zurkas smadzenu audos (Svalbe et
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al.,, 2011). Lidzigu pieradijumu S$adam uzskatam sniedz arT pé&tijums, kura mildronata
kardioprotekcijas efekts paziid péc L-karnitina lietosanas (Kuka et al., 2012). Lidz ar to varam
secinat, ka karnitins vai ta derivats mildronats jaievada tadas devas, kas sp&j kompenséet
dazadu aversivu stavok]u (stress, neirodegeneracija) izraisito karnitina deficitu.

Iepriek$éjie Farmakologijas katedras pétijumi norada uz mildronata sp&ju stabilizét
proteina ekspresiju smadzen@s un sirdi neirotoksicitates modeli, kas tika induc@ts ar
mitohondriju toksinu azidotimidinu (Pupure J. et al., 2010). Tomé&r mildronata ietekme uz
smadzenu procesiem tikpat ka nav izzinata, nemaz nerunajot par to iedarbibu uz smadzenu

proteinu ekspresiju PD un AD modelos.

1.6.2. Dihidropiridina atvasinajums AP-12

Dihidropiridina atvasinajums (DHP) AP-12 (1-dodecil-3’-5’-bis-etoksikarbonil-2’-6’-
dimetil-1°,4’-dihidro-[ 3,4’ ]bipiridinil-1-ium bromids) ir Latvijas Organiskas Sintézes institiita
ktmikes A. Plotnieces grupas 2010. gada sintez&ts savienojums. Interese par DHP un to sp&ju
mazas devas uzlabot atminas procesus jau tika paradita pagajusa gadsimta 90. gados, p&tot
netipisku DHP derivatu cerebrokrastu, kas neironalajos audos neuzradija kalcija antagonista
ipasSibas (Klusa, 1995). Interese pétit Sos savienojumus neirodegenerativos procesos radas
tapéc, ka daudzi no DHP savienojumiem uzradija sp&ju $kérsot hematoencefalisko barjeru un
mazinat risku attistit PD un AD (Anekonda and Quinn, 2011, Simon et al., 2010).

Nesenos pétijumos AP-12 uzradija Kalcija antagonista Tpasibas neiroblastomas $tinu
Iinija SH-SYSY (inhibg&josa koncentracija IC50 = 5 (0,8 uM) un vaskularo gludo muskul$tnu
linija A7r5 (IC50 = 0.,7 (0,3 uM), kas ierindo $o savienojumu kalcija reguléjoso DHP klasé
(Rucins et al., 2014). Savienojuma struktira veéribu pelna divas nozimigas grupas —
dodecilgrupa, kas uzlabo lipofilitati, un DHP grupa ka nes€jmolekula, kuru struktiira ir

pozitivi ladéts slapekla elements (9. attéls).
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9. attéls. AP-12 struktiira
A: dodecilgrupa; B: dihidropiridina dala ka nes€jmolekula.

Lidz $im nav veikti p&tijumi ar DHP savienojumiem, kas liecinatu par to sp&ju ietekmét
smadzenu proteinu ekspresiju. Vienigi ir atrastas DHP savienojumu spgja ietekmet kalcija
kanalu ekspresijas izmainas (Sinnegger-Brauns et al., 2009) un azidotimidina neirotoksicitates
modeli DHP regul§joso ietekmi uz paaugstinato NF-kappaBp65 un kaspazes-3 ekspresiju
(Pupure et al., 2008).
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2. MATERIALI UN METODES

Promocijas darbam izvelétas vielas — mildronatu un dihidropiridina atvasinajumu AP-12
parbaudijam dazados neirodegenerativo slimibu modelos uz laboratorijas dzivniekiem —
zurkam un pelém. Noteicam dzivnieku uzvedibu, ka arl noteicam biomarkieru ekspresijas
izmainas smadzenés ex vivo ar Western blota un imanhistokimijas metodi, ka arT parbaudijam

AP-12 spé&ju skersot hematoencefalisko barjeru ar HPLC metodi.
2.1. Eksperimentalie dzivnieki

Wistar zurkas tévini tika iegadati no Rigas Stradina Universitates Eksperimentalas
dzivnieku laboratorijas (Riga, Latvija), transgéna AD pelu linija — Tg-APPsup, tika ieglitas no
Dr. Van Nostrand laboratorijas (SUNY Stony Brook, ASV), pelu linijja C57BL/6J no The
Jackson Laboratory (ASV). Pelu kolonija tika uzturéta Alabamas Universitaté Birmingema,
ASV. Peles izmitinaja plastikata buros standarta apstaklos, pa 5 pelém katra.

Pirms eksperimentiem peles un zurkas adaptéja plastikata baros, izmitinot tos standarta
apstaklos: istabas temperatiira 22 + 1° C, gaisa mitrums 50 — 60 %, gaismas/tumsas cikls 12
h/12 h, sausa bariba (R-70, Lantmannen, Zviedrija) un tdens ad libitum.

Visas eksperimenta procediiras veiktas ar iespgjami mazaku dzivnieku skaitu, mazinot
iesp&jamas dzivnieku cieSanas vai diskomfortu. P&tjjumos tika ievérota Eiropas Savienibas
konvencijas direktivas 2010/63/EU vadlinijas. P&tijumu protokolus par laboratorijas
dzivnieku izmantoSanu biomedicinas eksperimentos akcept€ja LR Partikas un Veterinara
Dienesta Dzivnieku aizsardzibas Etikas komiteja. P&tljumam ASV tika ievérota vietgja —
institucionalas dzivnieku uzraudzibas un izmantoSanas komitejas vadlinijas (Institutional

Animal Care and Use Committee; IACUC).

2.2. Materiali

Petamas vielas
Mildronats [3-(2,2,2-trimetilhidrazinija) propionata dihidrats] tika iegits no AJ/S

,Grindeks” (Riga, Latvija). Mildronats tika iz8kidinats fiziologiskaja $kiduma, izgatavojot 1%
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pamatkoncentraciju, to attiecigi atSskaidot un injic&jot intraperitoneali (i.p.) devas 10, 20, 50
un 100 mg/kg (pétitas devas atskiras p&tijumos).

DHP derivats AP-12 (1-dodecil-3’-5’-bis-etoksikarbonil-2’-6’-dimetil-1°,4’-dihidro-
[3,4’|bipiridinil-1-ium bromids) tika ieglits no Latvijas Organiska sint€zes institiita. To
ievadija devas 0,1 mg/kg un 1 mg/kg i.p.

Vielu iz8kidinasanai izmantojam NaCl fiziologiskais §kidums 0,9 % no Fresenius Kabi
(Polija).

Western blota metodé izmantotie reagenti

RIPA buferis (R0278, Sigma-Aldrich, ASV), proteazu inhibitoru kokteilis (P2714,
Sigma-Aldrich, ASV), poliakrilamida ggla elektroforézei izmantots proteina molekulara svara
standarts — Spectra Multicolor Broad Range Ladder (26634, Piercenet, ASV). Blok&Sanai
izmantots 5% sausais piens un 0,05% Tween-20 (sc-2333, Santa Cruz Biotechnology, ASV).
Izmantotas primaras antivielas mainijas atkariba no pé@tijuma, bet visbiezak izmantotas
antivielas bija pret GAD 67 (sc-28376, Santa Cruz Biotechnology, ASV), GAP-43 (sc-10786,
Santa Cruz Biotechnology, ASV), AChE (sc-11409, Santa Cruz Biotechnology, ASV), GFAP
(G3893, klons G-A-5, Sigma, ASV), BDNF (sc-20981, Santa Cruz Biotechnology, ASV),
sinaptofizinu (S5768; Sigma, ASV).

B-aktins (ab8224, Abcam, Lielbritanija) un o-tubulins (T5168, Sigma, ASV) tika
izmantots ka pozitivo paraugu ievadiSanas kontrole. Izmantotas sekundaras antivielas:
peroksidazes konjugéta kazas anti-trusa IgG (A9169, Sigma-Aldrich, ASV) un peroksidazes
konjugéta pelu sekundara (sc-2005, Santa-Cruz Technology). Detekté$anai tika izmantoti
hemiluminescences ECL Advance $kidumi A un B (RPN2135, Amerscham GE Healthcare,
ASV).

Imiinhistokimija izmantotas vielas

Primaras antivielas (te uzskaititas tikai AD modeli izmantotas antivielas, kuras
procediiru doktorante pati ir veikusi): pelu anti-cilvéku WO0-2 antiviela Ab4-10; 1:5,000;
Millipore, ASV), pelu GFAP (mouse anti-GFAP; 1:1,000; clone G-A-5; Sigma, ASV), Iba-1
(rabbit anti-lbal; ab5076; Wako, ASV), and GADG67 (mouse anti-GAD67; 1:1000;
MAB5406; Millipore, ASV). Sekundaras antivielas: ar biotinu konjugéta kazas anti-pelu
(Sigma, ASV) vai ar biotinu kazu anti-trusu antiviela (Millipore, ASV).
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2.3. Metodes

2.3.1. Modelu izveide ar kKimisko vielu palidzibu

PD modela izveidei zurkas izmantojam 6-hidroksidopaminu (6-OHDA) no Sigma-
Aldrich (ASV), to izskidinot 0.2% askorbinskabes $kiduma. ST modela izveide notika 2
ned€las péc mildronata vai kontroles grupai — fiziologiska Skiduma ievadiSanas. Pusstundu
pirms anestezijas zurkam injic€ja i.p. imipraminu 20 mg/kg, lai aizsargatu adrenergiskos
neironus no 6-OHDA bojajumiem (Breese and Traylor, 1971). Zurkas anestezgja ar ketaminu
75 mg/kg un ksilazinu 10 mg/kg un ievietoja stereotakses sistéma (Stoelting Inc., ASV).
Toksinu 6-OHDA injicgja 20 pg/ 3 puL koncentracija ar Stoelting mikroinjektoru ar atrumu 1
ul/min intrastriatali ar koordinatém p&c Paxinos & Watson: AP + 1,2; LM +2,5; DV — 5.0 mm
no bregmas.
askorbinskabes skiduma. Apomorfinu ievadija subkutani deva 0,2 mg/kg, lai noteiktu modela
funkcion&sanu. Ja dopaminergiskie neironi ir bojati, var novérot kontralateralas rotacijas.

Apmacito zurku petijuma izmantojam sint€tisko timidina analogu bromodeoksiuridinu
(BrdU) no Sigma-Aldrich (ASV), izveidojot pamatkoncentraciju 10 mg/ml un ievadot deva 75
mg/kg. BrdU spgj inkoperéties DNS molekula timidina vieta mitozes S-fazg, un lauj antivielai
piesaistities pie ta. BrdU izmantoSana ir kluvusi par plasi izmantotu analizes Iidzekli neironalo
cilmes Stnu pétnieciba, lai iezZim&tu un ickartétu dalo$as Stnas (Drapeau et al., 2003,
McDonald and Wojtowicz, 2005).

Haloperidola modeli zurkam izmantojam haloperidolu no GedeonRichter (Ungarija) no

5mg/ml ampulas, ievadot to deva 1 mg/kg.

2.3.2. Modelu izveide bez kimiskam vielam

Imobilizacijas stresa modelis

Sis modelis iepriek§ aprakstits Nooshinfar et al., 2011. Imobilizacijas stresa ietekmé
atminu, un tadgjadi, piemeram, var novertét atminas trauc€jumu attistibu.

Stresa modelt zurkas 2 h immobiliz&ja, katru zurku atseviski ievietojot, maza plastikas
burl. Ar plastikata bira parvietojamo durvju palidzibu bura garums tika pielagots attiecigi

katras zurkas izmériem. Visa testa laiku zurka bija pilniba imobiliz&tas, bez kustibam. 30 min
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pec imobilizacijas stresa testa zurkam tika veikts pasivas izvairiSanas tests, kas aprakstits pie
uzvedibas testiem.

Alcheimera slimibas modelis

Saja modeli transgénas peles ekspresé cilveku amiloida prekursora proteinu (APP) ar
t.s. zviedru, niderlandie$u un Aiovas (Swedish, Dutch, and lowa) mutacijam uz C57BL/6 pelu
genoma fona, tapéc ari nosaukums Tg-APPsupi. Sis pelu modelis attista agrinu smagu f
amiloida peptidu akumulaciju smadzenés, kas saistas ari pie smadzenu asinsvadiem. Sis peles
agrini, jau sasniedzot 3 méneSu vecumu, uzrada kognitivos trauc&jumus (Davis J. et al.,

2004).

2.3.3. Eksperimentu planojums modeldzivniekiem

PD pétijuma bija divi atseviski eksperimenti, kur pirma eksperimenta Zurkas sadalija
astonas grupas (katra pa 8 dzivnieckiem) un mildronata devas bija 10, 20 un 50 mg/kg,
savukart otra eksperimenta zurkas sadalija sesas grupas (katra pa 8 dzivniekiem) un devas bija
50 mg/kg un 100 mg/kg. Vielas katru dienu pagatavojam no jauna. Mildronats vai
fiziologiskais §kidums (kontrole) tika sagatavots tilpuma 1 ml/kg, intraperitonalai (i.p.) vielas
ievadiSanai katru dienu 14 dienas péc kartas. Nakamaja diena (15. diena) neirotoksins 6-
OHDA tika ievadits labaja striatuma koncentracija 20 pg/3 pL. Kontroles grupai ievadija

maksligo cerebrospinalo Skidumu (aCSF).

Dzivnieka grupas pirmaja eksperimenta:

grupa: fiziologiskais skidums i.p. 14 dienas, kam sekoja aCSF intrastriatali;
grupa: mildronats, 10 mg/kg i.p. 14 dienas, kam sekoja aCSF intrastriatali;
grupa: mildronats, 20 mg/kg i.p. 14 dienas, kam sekoja aCSF intrastriatali;
grupa: mildronats, 50 mg/kg i.p. 14 dienas, kam sekoja aCSF intrastriatali;
grupa: fiziologiskais $kidums i.p. 14 dienas, kam sekoja 6-OHDA intrastriatali;
grupa: mildronats, 10 mg/kg i.p. 14 dienas, kam sekoja 6-OHDA intrastriatali;
grupa: mildronats, 20 mg/kg i.p. 14 dienas, kam sekoja 6-OHDA intrastriatali;
grupa: mildronats, 50 mg/kg i.p. 14 dienas, kam sekoja 6-OHDA intrastriatali.

ONoGaRwWdE

Dzivnieka grupas otraja eksperimenta:

grupa: fiziologiskais $kidums i.p. 14 dienas, kam sekoja aCSF intrastriatali;
grupa: mildronats, 50 mg/kg i.p. 14 dienas, kam sekoja aCSF intrastriatali;
grupa: mildronats, 100 mg/kg i.p. 14 dienas, kam sekoja aCSF intrastriatali;
grupa: fiziologiskais Skidums i.p. 14 dienas, kam sekoja 6-OHDA intrastriatali;
grupa: mildronats, 50 mg/kg i.p. 14 dienas, kam sekoja 6-OHDA intrastriatali;
grupa: mildronats, 100 mg/kg i.p. 14 dienas, kam sekoja 6-OHDA intrastriatali.

oakrwdE
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AD modelt transgénajam APP pelém (Tg-APPswpi), lai parbauditu mildronata ietekmi
izmantoja 36 peles, kuras sadalija 3 grupas, un kuram 28 dienu péc kartas ievadija
fiziologisko Skidumu vai mildronatu. Pelu vecums, uzsakot p&tijumu, bija 4 ménesi.

Dzivnieku eksperimentalas grupas:

1. grupa: fiziologiskais $kidums i.p. 28 dienas,
2. grupa: mildronats, 50 mg/kg i.p. 28 dienas,
3. grupa: mildronats, 100 mg/kg i.p. 28 dienas.

AD modeli transgénajam APP pelém (Tg-APPsyp), lai parbauditu AP-12 izmantoja 16
peles, kuras sadalija 2 grupas, un kuram 21 dienu péc kartas ievadija fiziologisko vai AP-12.
Pelu vecums, uzsakot p&tijumu, bija 3 ménesi.

Eksperimenta grupas:

1. grupa: fiziologiskais $kidums i.p. 21 dienu;
2. grupa: AP-12 1 mg/kg i.p. 21 dienu.

AP-12 savienojums tika parbaudits arT uz C57BL/6J pelu té€viniem, kas ir pelu Iinija, uz
kuras bazes izveidoja TgAPPswepi AD peles. Saja testa izmantoja 30 pele, kuras sadalija 3
grupas. Pelu vecums, uzsakot p&tijumu, bija 3 ménesi.

Dzivnieku eksperimentalas grupas:

1. grupa: fiziologiskais Skidums i.p. 21 dienu;
2. grupa: AP-12 0,1 mg/kg i.p. 21 dienu;
3. grupa: AP-12 1 mg/kg i.p. 21 dienu.

Imobilizacijas stresa modeli izmantoja 40 Zurkas, kuras sadalija 4 grupas, un kuram 14
dienas péc kartas ievadija fiziologisko §kidumu vai mildronatu deva 50 mg/kg. Péc 14 dienam

pusi zurku paklava immobilizacijas stresam.

Dzivnieku eksperimentalas grupas:

1. grupa: fiziologiskais $kidums i.p.;
2. grupa: mildronats 50 mg/kg i.p.;
3. grupa: fiziologiskais $kidums i.p., kam sekoja imobilizacijas stress;
4. grupa: mildronats 50 mg/kg i.p., kam sekoja imobilizacijas stress.
Haloperidola modeli Zurkas sadalija cCetras grupas, katra pa 8-10 dzivniekiem.
Mildronats (Grindeks, Latvija) devas 50 un 100 mg/kg tika pagatavots no pulvera,
haloperidols 1mg/kg (Hal) (GedeonRichter, Ungarija) tika pagatavots no injekciju Skiduma

5mg/ml ampulas. Abas vielas ievadijam (i.p.) tilpuma 1 ml/kg 21 dienu pé&c kartas.
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Dzivnieku eksperimentalas grupas:

1. grupa: fiziologiskais Skidums i.p.;

2. grupa: haloperidols 1mg/kg i.p. + fiziologiskais $kidums;

3. grupa: haloperidols 1mg/kg i1.p. + mildronats 50 mg/kg i.p.;
4. grupa: fiziologiskais §kidums i.p.+ mildronats 50 mg/kg i.p.

Apmacibu modeli zurkas sadalija Cetras grupas, katra pa 8 zurkam. Mildronatu (50
mg/kg i.p.) vai fiziologisko $kidumu ievadija septinas dienas, nako$as septinas dienas zurkas
sanéma BrdU deva 75 mg/kg i.p., un tas apmacija aktivas izvairisSanas testa (CAR) aparata
(Panlab, Spanija). Divas kontroles grupas sanéma vielas, bet tas neapmacija.

Dzivnieku eksperimentalas grupas:

1. grupa (kontrole): fiziologiskais Skidums 7 dienas, kam sekoja BrdU 75 mg/kg i.p.
7 dienas;

2. grupa: mildronats, 50 mg/kg, 7 dienas, kam sekoja BrdU 75 mg/kg i.p. 7 dienas;

3. grupa: fiziologiskais $kidums, 7 dienas, kam sekoja BrdU 75 mg/kg i.p. un CAR
trenins 7 dienas;

4. grupa: mildronats, 50 mg/kg, 7 dienas, kam sekoja BrdU 75 mg/kg i.p. un CAR
trenins 7 dienas.

2.3.4. Dzivnieku uzvedibas testi

Rotaciju skaitiSana PD modelt

Lai parbauditu PD modela bojajumu smadzengs, 14., 21. un 28. diena p&c 6-OHDA
ievadiSanas smadzenés, subkutani ievadijam dopamina receptora agonistu apomorfinu deva
0,2 mg/kg un 30 min novérojam un skaitijam asimetriskas (kontralateralas) rotacijas zurkam.

Uzvedibas testi AD modelt

AD modeli divas ned€las péc mildronata (vai fiziologiska Skiduma) ievadiSanas
transgénas pelém parbaudija lokomotoro aktivitati un bailu Iimeni divos uzvedibas testos —
atvérta lauka testa (open field) un nulles labirinta (zero maze). Nakama nedg€la dzivnieki tika
testéti divos atminas testos — Socialas atpaziSanas tests (social recognition) un Moris tdens
labirinta (Morris water maze), lai noteiktu sp&ju atceréties jaunu dzivnieku, ka ari atrast
platformu, uz kuras var nostaties sausuma.

Atverta lauka testa peli ievietoja atklata tipa arénas jeb lauka (50 x 50 x 20 cm) centra
un novérota ar Ethovision videonoveérosanas sistému. Ta 5 min laika tiek novértéta dzivnieka
parvietosanas aktivitate jeb horizontala lokomocija, kas tika izteikta ka kop€&ja noieta distance

centimetros.
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Nulles labirinta peli icvietoja paaugstinata aplveida platforma ar divam pretéjam
noslégtiem kvadrantiem un diviem atvertiem, un 5 mintSu laikda noveérteé dzivnieka
parvietoSanas aktivitati no noslégtajiem kvadrantiem uz atvértajiem un kop&jo noieto distanci
un atrumu.

Socialo atpaziSanu dzivniekiem parbaudija taisnstiirveida, caurspidigas plastmasas
kastg ar tris nodalijumiem, kur mal§jos nodalijumos zem rezga ievietojam katra pa C57BL/6J
Iinjjas pelei, kuras eksperimentalas peles nekad ieprie$ nebija sastapuSas. Pirmaja diena
eksperimentalo peli ievietoja vid€ja nodalijuma un saskaitija 10 min perioda peles
parvietoSanos no viena nodalijuma uz otru, ka arT pavadito laiku katra no nodalfjumiem un
pavadito laiku pie rezgiem, zem kuriem atrodas nezinamas peles. Otraja diena viena no
malgjiem nodalfjumiem nomainija vienu no pelém pret citu, kuru eksperimentala pele nekad
iepriek§ nav sastapusi. Tapat ka pirmaja diena, saskaitija 4 min parvietoSanos un uzturé$anos
laiku, ka ar pavadito laiku pie rezga. Ir teikts, ka dzivnieks atceras un pavada par 80% vairak
laika otra diena pie peles rezga, kur ievietota pele, kuru dzivnieks vel nebija sastapis.

Udens labirints bija tumsi zils aplveida peldbaseins ar diametru 120 cm un augstumu
40 cm, kas tika piepildits ar tiru Gideni, kura temperatiira ir 23 + 1° C. Peles trencja &etras
reizes pa 60 s katru dienu 5 dienas péc kartas ar mérki iemacit pelém atrast peldbaseina
platformu viena no peldbaseina kvadrantiem, uz kuras pele var uzrapties un atpisties.
Platforma, lai buitu grutak nedaudz atrodas zem tdens (0,5 cm). Ja dzivnieks neatrod 60 s
laika platformu, tad tas tiek uzlikts uz tas uz 10 s. Starptreninu laiks bija 1 min. Latentais
periods Iidz tiek atrasta platforma tika registréts, ka ari pelu mérota distance un atrums. Pedgja
diena veic testa parbaudi, kur iznem platformu, un Jauj peldet 60 s, lai novérotu, vai peles peld
taja kvadranta visvairak, kura atradas platforma.

AD modelt ar AP-12, divas ned€las péc vielu ievades sakuma (13. diend), dzivnieki tika
testéti — paaugstinataja plusa labirinta (elevated plus maze) un, sakot ar 17. dienu - piecas
dienas tidens labirinta.

Paaugstinatais plusa labirints ir klasisks bailu tests dzivniekiem, kurs sastav no divam
atveértajam platformam (31 cm x 5 cm) un divam aizvertajiem platformam (31 cm x 5 cm x 15
cm), kas ir pagarindjums no centralas platformas (5 cm x 5 cm), un ir pacelta 40 cm virs
galda. Tests tiek uzsakts, uzliekot 13. diena peli centralaja platforma, ar skatu uz kadu no
atvertajam platformam. Pelém ]ava izpétit labirintu 4 min, un tad tas tika atliktas patstavigaja
biir1, kur tas uzturas. Eksperimenta tiek uznemts laiks, ko pele pavada atvértajos plecos, ka ar1

reizes, cik bieZi pele tajos ieiet. Pagarinats laiks no normas, ko pele pavada atvertaja pleca,
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norada uz aksiolitisku jeb uz bailu nonemosu efektu no zalu vielas. Visus uzvedibas testus

AD modela pétijuma veicam 3 h péc pedgjas vielu ievades, starp plkst. 11 un 14.

Pasivas izvairiSanas tests imobilizacijas stresotam modelZurkam

Pasivas izvairiSanas testa izmantojam zurkas no imobilizacijas stresa un salidzinajam ar
nestresotajam zurkam. To veica taisnstiira veida aparata (Rat Shuttle Box, modela nr. LE916,
Panlab, Spanija), kas sastav no diviem vienada izméra nodalfjumiem — gai$a un tumsa. Tos
vienu no otra atdala siena ar automatiski atveramam durvim. Katra nodalijuma grida ir
ievietots metala rezgis. Eksperimenta pirmaja diena Zurkas ievietoja gai$aja nodalijuma. Tas
tur atrodas noteiktu laika periodu, kura ilgums pirmaja diena bija 120 s. P&c noteikta
adapt€Sanas perioda gaiSaja nodalijuma atveras automatiskas durvis, un 300 s laika zurka var
pariet no gaisa nodalfjuma uz tumsSo. leejot tumsaja nodalijuma (kas grauz&jiem parasti ir
patikamaks neka gaiSa vide), automatiskas durvis uzreiz aizveras, un zurka caur grida esoso
metala rezgi sanem 0,2 mA stipru un 2 s ilgu stravas sitienu (foot shock). P&c 24 h, testa otraja
jeb atbildes saglabasanas (retention) diena, zurku atkal ievieto gai$aja nodalijuma, kur ta 30
sekundes adapt€jas Iidz durvju atvérSanai. Péc durvju atvérSanas registré latento periodu
(maksimali 1idz 300 s), ko Zurka pavada lidz ieieSanai tumsaja nodalijuma. Ja, salidzinot ar
pirmo testa dienu, otraja diena (retention test), latentais periods pagarinas, tas liecina, ka
zurka atceras elektroSoku, ko san€ma pirmaja testa diena, ieejot tumsSaja nodalijuma.
Rezultatu analizei tiek rékinata latento perioda starpiba, kas tiek iegilita no otras dienas,
atnemot pirmas dienas latento periodu. Ja Zurka pirmaja eksperimenta diena 300 s laika
nepariet no gaiSa nodalijjuma uz tumSo un nesanem stravas sitienu, ta tiek izslégta no

turpmakajiem eksperimentiem. Sis tests Jauj spriest par labakam macianas spéjam un atminu.

Telpiskas atminas noteik§ana haloperidola amneézijas Zurkam

Haloperidola amnézijas modeli divas dienas péc 3 ned€lu vielu ievadiSanas tika uzsakts
Barnes labirinta (Barnes maze) tests, kurs ilga 5 dienas, lai novértétu dzivnieka maciSanas
sp€jas un telpisko atminu. Katru Zurku novietoja uz apla veida galda, kura diametrs ir 1 m un
kur pa perimetru ar vienadiem attalumiem ir izvietotas 18 bedrites, kur tikai viena no bedriteém
bija atverta (pargjas bija noslégtas). Bedrite kalpo ka sléptuve grauz&jiem, kuriem ir raksturigi
izveleties tumsSas, Sauras vietas. Treninsesijai sakoties tika ieslégta spoza gaisma un
ventilators, lai mudinatu dzivnieku pamest galda centru un atrast bedriti (maksimalais
mekleéSanas laiks bija 180 s). P&c bedrites atraSanas gaisma un ventilators tika izsleégti un
dzivniekam ]ava 30 s netraucéti atrasties bedrite-sléptuve. Katru dzivnieku tad€jadi trengja tris
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reizes diena ar 15 minusSu intervalu, kura laika Zurkas atradas savos standarta uzturéSanas
biros, Cetras dienas p&c kartas. Piektaja diena labirinta aizsedza sléptuves bedriti, lai
noskaidrotu, vai Zurka atceras bedrites atraanas vietu. Saja testa 90 s ilgi tika skaititas

nepareizi apmekl&tas bedrites, kas tika defin€tas ka kliidas.

Aktivas izvairiSanas tests apmacibas modelZzurkam

Apmacibas modeli zurkas péc mildronata vai fiziologiska Skiduma ievadiSanas 8. diena
trengjam aktivas izvairiSanas testa, ko veicam taisnstlirveida aparata ar diviem nodalijumiem
(Panlab, Spanija). Katru Zurku ievietoja nodalijuma un tiklidz atvéras durvis zurkas izdzird&ja
1silgu un 70 dB, 670 Hz skalu signalu. Péc 10 s zurka caur grida esoSo metala rezgi sanéma
0,5 mA stipru un 2 s ilgu stravas sitienu. Ja zurka parskr&ja uz otru nodaltjumu, 30 s ilgs
starpperiods testa sakas. Ja zurka neparskréja, zurka pec 10 s sanéma atkartotu stravas sitienu,
maksimali 3 reizes. Katra Zurka trengjam 7 reizes diena 7 dienas pe&c kartas. P&c durvju
atveérSanas registréjam latento periodu lidz stravai, ka ari pareizo atbilzu skaitu.

Visus parametrus registréjam ar Ethovision videonovérosanas programmu. Péc
uzvedibas testa beigam nakamaja diena dzivniekus anestez&jam un perfuzgjam ar fiziologisko
Skidumu. Tas padarija smadzenu audus piemé&rotus talakai analizei gan IHC, gan ar Western
blota metodi. Dalu no C57BL/6J pelu perfuzétajam Smadzeném no AP-12 savienojuma
petijuma saglabajam pie - 80° C, lai velak noteiktu ar HPLC/masas spektrometrijas analizes

palidzibu §1 savienojuma sp&ju Skérsot hematocencefalisko barjeru pie i.p. ievadiSanas.

2.3.5. Biomarkieru mérijumi

Katra no modeliem noteicam vairaku proteinu biomarkierus — ar Western blota un IHC
palidzibu.

PD modelZzurkam pirmaja pétijjuma iminhistokimiski noteicam markieru ekspresiju
struktiiras substantia nigra un corpus striatum: specifisko neiralo markier1 TH, ubikvitinu,
Notch-3, astrogliju GFAP, neiroiekaisuma markieri iNOS, mikroglijas markieri Iba-1. Otra
PD pétijuma noteicam: molekulara Saperona — karstuma Soka protetna HSP70, gliju neirotrofo
faktoru GDNF un neiralo Stunu adh&zijas molekulu NCAM ekspresiju.

AD modeli transgéno pelu hipokampa noteica: amiloida B peptidu W0-1, Iba-1, GFAP,
AChE, GADG67, sinaptiskas plasticitates markierus: ar augSanu asoci€to proteinu GAP-43,

sinaptofizinu, Homer-1.
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Imobilizacijas stresa modelt Zurkam hipokampa noteica: smadzenu neirotrofo faktoru
BDNEF, acetilholinesteraze AChE un glutamata dekarboksilazi GAD67.

Haloperidola amnézijas mode]zurkam noteicam hipokampa: smadzenu neirotrofisko
faktoru BDNF, acetilholinesteraze AChE un glutamata dekarboksilaze GAD67.

Apmacibas modelZzurkam ar BrdU ievadiSanu noteicam ekspresiju hipokampa:
BrdU/nestinam, glutamata dekarboksilazei GAD65/67, acetilholinesterazei AChE, GAP-43,
transkripcijas factoram c-jun, BDNF, HSP70.

2.3.5.1. Biomarkieru ekspresijas noteik§ana ar Western blota metodi

Proteinu ekspresijas kvantitativai noteikSanai pelu vai zurku smadzenu audos
izmantojam Western blotu, kas ir metode ar vairakam dalam — audu parauga sagatavo$ana,
gela elektroforéze, pussausa parnese, blok€Sana, blotéSana ar antivielam, membranas

attistiSana, datu apstrade un analizes.

Audu paraugu sagatavosana

No sasaldétam smadzeném izol&jam smadzenu struktiiru un tam pievienojam attiecigo
daudzumu (zurkas hipokampam 200 - 300 pL) atdzes€tu RIPA liz&joSo buferi ar 1% proteazu
inhibitoru kokteili, kas pasarga paraugos esoSo proteinu no degradéSanas. Procediiras laika
paraugi tika nepartraukti turéti uz ledus. Paraugus homogenizg€ja ar audu homogenizetaju.
Ieguva proteinu maisijumu, no kura koncentracijas noteikSanai panéma 20 pL. Proteina
koncentracijas noteikSanai izmantoja BCA parbaudi (kits QPBCA, Sigma-Aldrich, ASV),
kuras pamata ir vara-proteina kompleksa veidoSanas baziskos apstaklos, un vara reducésanas.
Reducgsanas ir proporcionala ar proteina daudzumu parauga, un absorbcijas izmainas nosaka
ar spektrofotometru (Tecan infinite M200PRO) 562 nm vilnu garuma. Saja procesa izveidoja
standarta likni ar zinama proteina atSkaidijumiem (vér$a seruma albuminu). Nomérot
absorbcijas zinamajam proteina koncentracijam, no standarta liknes izrékinajam kopgjo
proteinu koncentraciju paraugos. Paraugiem pirms elektroforézes pievieno Laemmli buferi.
Tad paraugus denatur&ja 5 min 96° C grados. Paraugus péc denaturéSanas atdzesgja uz ledus.
Tos var lietot uzreiz vai arT uzglabat 4° C grados.

Géla elektroforéze un pussausa parnese

Proteinu paraugus sadalija péc to molekulara svara, izmantojot 15 % SDS
poliakrilamida g€lu pie 70 — 80 V sprieguma aptuveni 2 h, izmantojot elektroforézes

pamatprincipu, ka negativi 1adétas dalipas virzas uz pozitivo 1adéto elektrodu elektrolitu vidé
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(izmanto tris-glicina-natrija dodecilsulfata buferi), kur mazaki proteini virzisies atrak neka
lielie. Viena no g€la bedritém pievienoja molekulara svara markieri, ka ar1 pozitivo kontroli.
Kopgjais proteinu daudzums paraugos tika pielagots, lietojot antivielu (20 — 40 ug). Péc g€la
elektroforézes, proteini tika parnesti uz nitrocelulozes membranas, izmantojot to paSu
elektroforézes principu — negativi ladétie proteini virzas uz pozitivi ladéto anodi.
Nitrocelulozes membrana, vatmana loksnes un art pats géls tika samitrinats, ieprieks atdzeseta
transfera buferi, kam pievienots arT metanols labakai parnesei. Stravas stiprums parnesé tika
pielagots péc g€la laukuma. Ja gélam bija 40 cm liels laukums, tika iestatita 40 mA liela

strava un parnese notika 45 — 60 min.

Blokés$ana un blotéSana

Lai noverstu membranas savstarp&jo reakciju ar antivielu, membranu blok€ ar 5% sauso
pienu un TBS buferi un 0,05% Tween-20 30 min istabas temperatiira, lai izvairitos no
nespecifisko antivielu piesaistes.

Membranu inkubgja diennakti ar primaro antivielu pie 4° C ar ieteicamo antivielas
atSkaidijum TBS-T buferi ar sauso pienu. P&c tam membranu skaloja ar TBS buferi un 0,05%
Tween-20 istabas temperatura 3 reizes pa 15 minatém. Tad blots tika inkubéts ar sekundaro
antivielu istabas temperatira 1 h ar ieteicamo antivielas at$kaidijumu. Membranu skaloja
velreiz ar TBS buferi un 0,05% Tween-20 istabas temperattira 3 reizes pa 15 minGtém.

Membranas attistiSana

Proteinu ekspresijas noteikSanai izmantoja hemiluminescences reagentus (Skidumus A
un B sajauca 1:1), kurus vienmerigi uzklaja uz membranas un inkubg&ja 1 min. Membranu
uzmanigi noslaucija no lieka Skidruma. Gaismas signalu detektéja ar CDD kameru (UVP
Bioimaging System), kur iestatija ekspozicijas laiku. Ekspozicijas laiku var variét, vidgji 2
min.

Western blota datu apstrade

Att€lu analizei izmantojam Image J programmu. Proteina ekspresiju izsaka skaitlos ka
absollito intensitati, kas ir ieziméta laukuma un taja videjo pikselu skaita reizinajums.
Eksperimentalo grupa, kurai ievadija tikai fiziologisko $kidumu, izmantoja ka kontroli,
pieskirot vertibu 1. Talak aprékinajam pargjo grupu relativo intensitati (kontrole/katras grupas
absolito intensitati). Proteinus B-aktina vai a-tubulina ekspresiju noteikSanu izmantojam ka

kontroli precizai parauga ievadei g€la (ekspresijai jabtit vienadai starp paraugiem).
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2.3.5.2. Imiunhistokimija

Labas smadzenu puslodes koronali sagriezam 30 um biezuma uz ledus auksta
mikrotoma. Brivi peldoSos griezumus krasojam ar primarajam antivielam (minétas pie IHC
izmantotajiem reagentiem). Griezumi parnesam uz $kidumu, kas satur atSkaiditu antivielu
TBS buferi ar Triton X-100. P&c diennakts inkubacijas uz Seikera istabas temperatiira
griezumus skalojam 3 reizes TBS-T bufer ar pH 7,4, un parnesam uz $kidumu ar attiecigo
sekundaro antivielu: kazas anti-pelu biotinu vai kazas anti-truSu biotinu (Millipore, ASV). Péc
2 h griezumus skalojam 3 reizes TBS-T buferi un parnesam uz $kidumu, kas satur&ja pelu
ExtrAvidin (Sigma, ASV) un inkub&jam uz 2 h. P&c skaloSanas griezumus inkub&am 3 min
nikela saturos$a diaminobenzidina $kiduma. Visi iekrasotos griezumus parnesam uz zelatina

klatiem priekSmetstikliniem un noklajam ar segstiklinu.

IHC datu analize

Interes€josas dorsala hipokampa struktiras digitaliz€jam, lietojot Olympus DP70
digitalo kameru. Lai izvairitos no apgaismojuma izmainam, kas varétu ietekmét datu analizi,
visus mérjjumus veicam viena reiz€ ar vienadiem kameras iestatijumiem. Vielaicigi, lai
noverstu atsSkiribas krasosanas blivumos starp krasojumiem, mérjjumi tika veikti tikai tiem
griezumiem, kas bija imunhistokimiski apstradati tai pasa reiz€. Lai noteiktu procentuali
imtinpozitivo laukumu hipokampa striktiras stratum oriens CA1l $Ginam un dentate gyrus
laukumus merijam ar Scion Image programmu (van Groen et al., 2006). Visi mérijjumi tika

veikti ar Sifrétam dzivnieku smadzenem.

2.3.6. HPLC/masas spektrometrija AP-12 detektéSanai smadzenés

AP-12 detektéSanai smadzenés ar masas spektrometru izmantojam smadzenes no
C57BL/6J pelem, kuram injicgja AP-12 deva 1 mg/kg 21 dienu. Paraugu homogenizéSanu
veicam ar mehanisku homogenizatoru, kam sekoja 10 min ilga ultrasonifikacija ledus vanna.
Priek§ savienojuma AP-12 ekstrakcijas no homogenizétajam smadzeném (0,2 ml) lizatu
ievietojam 13x100 mm stikla mégenés un ekstrah&ja ar 1,2 ml hloroforma. Visas m&genes
tika aizvertas, vorteks€tas un uzliktas uz 2 h uz rotgjosa kratitaja 37° C temperatura. Katra
méegene tika atdalita no rot&josa kratitaja un nocentrifugéta pie 3200 rpm apgriezieniem 5 min
4° C temperattira (Jouan CR3 bench-top centrifuge). Péc tidens slana nonemsanas hloroforma

faze bija aptuveni 1 ml. Hloroforma fazi parlikam uz jaunu stikla mégeni, kur tai lava izgarot
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zem slapekla gazes. Sausos paraugus sajaucam ar 0,2 ml 50% tdens, 50% acetonitrils, 0,1%
skudrskabes. Lai noteiktu AP-12 ekstrakcijas daudzumu smadzenés no eksperimentalajam
pelu smadzeném, tika sagatavoti ari kontroles smadzenu audi bez AP-12, kuriem pievienoja
AP-12 (0,1 pg/ml) pirms un p&c ekstrakcijas procesa.

Analizei izmantojam masas spektrometru Applied Biosystems/Sciex APl 4000 Q-TRAP
triple-quadrupole (Kanada). Turbo jonu avots tika vadits ar pozitivo elektronu klidumu 650°
C temperatira. Izmantota gaze bija slapeklis. Deklasterojosais potencials (declustering
potential), kolizijas izejas potencials (collision exit potential) un kolizijas energija (collision
energy) tika optimizéta (prieks) AP-12 analizei. Kvantitativajai analizei izmantoja Shimadzu
Class VP HPLC sistemu. Skidruma hromatografijai izmantoja Phenomenex (ASV) Luna
Phenyl-Hexyl 3 mikronu 2 x 30 mm HPLC kolonnu 50° C temperatiira. Injekcijas tilpums bija
5 pl un plismas atrums 1,0 ml/min. Skidinatajs A bija 0,1% skudrskabe tident un $kidinatajs

B bija acetonitrils ar 0,1% skudrskabi. Laiks pilnam gradientam bija 10 min.

2.4. Statistiska datu apstrade

Visi iegitie dati apstradati ar programmu GraphPad Prism, GraphPad Software, Inc.,
izmantojot parametriskos un neparametriskos kritérijus: nesaparoto t-testu, Mann-Whitney
testu un Bonferoni multiplas salidzinasanas testu. Rezultati tika uzskatiti par statistiski
ticamiem pie p < 0,05. Visas vertibas ir izteiktas ka vid€jas aritmétiskas (vidéja standartkluda;
S.E.M.).
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3. REZULTATI

3.1. Mildronata ietekme uz proteinu ekspresiju striatuma un substantia

nigra PD modelZurkam

3.1.1. Modela validéSana un mildronata ietekme uz apomorfina-inducétajam
rotacijam

Intrastriatali ievadito (labaja pus€) 6-OHDA izraisito PD modeli novértgjam ar
subkutani ievaditu apomorfinu (0,2 mg/kg), kas, ja modelis strada, izraisa kontralateralas
rotacijas. Kontroles un mildronata grupa (50 un 100 mg/kg) bez 6-OHDA bojajuma,
apomorfins neradija rotacijas (dati nav att€loti), tacu iev@rojamas apomorfina-inducétas
rotacijas bija novérojamas 6-OHDA grupa 14., 21. un 28. diena péc 6-OHDA ievadisanas, kas

seviski izpaudas 21. diena (10. attels).

150+

Apomorfina inducéto rotaciju skaits

SAL +6-OHDA M50 + 6-OHDA

10.attels. Mildronata (50 mg/kg i.p. 14 dienas) ietekme uz apomorfina inducétajam

kontralateralajam rotacijam PD modelZurkam

#p = 0,003 M50+6-OHDA vs. SAL+ 6-OHDA, nesaparotais t-tests (n = 8).

Mildronats deva 50 mg/kg statistiski ticami samazinaja 6-OHDA injekciju sanémusajam
zurkam apomorfina-inducgtas rotacijas 21. diena péc kirurgiskas iejauksanas (78,8 (13,5) vs.
147 (20,9); p = 0,003), salidzinot ar 6-OHDA grupas attiecigajam rotacijam. Tendence
samazinat rotaciju skaitu salidzinajuma ar 6-OHDA grupu saglabajas ar1 28. diena.

Mildronata deva 100 mg/kg uzradija lidzigu efektu uz rotaciju skaitu (dati nav atteloti).
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3.1.2. Mildronata ietekme uz TH ekspresiju

P&c modela parbaudes dzivniekus smadzenu audos — striatuma un substantia nigra
imunhistokimiski noteicam enzima TH ekspresiju. Striatuma TH saskaitfjam pozitivi
ickrasotos nervu galus, savukart substantia nigra pozitivi iekrasotas neironu Siinas. Dati
uzrada, ka 6-OHDA (SAL+ 6-OHDA) izraisija izteiktus (aptuveni 5-kartigu) TH
samazinajumu bojataja striatuma salidzinajuma ar kontroles grupu: 5 (2) vs. 21 (10) nervu
gali/mm? p = 0,03; 11. A attels. Mildronats pats par sevi devas 50 un 100 mg/kg neietekmgja
TH ekspresijas blivumu nervu galos. Mildronata 14 dienu ilga ievadiSsana, pirms 6-OHDA
ievadiSanas, pasargaja no 6-OHDA toksicitates striatuma. M50: 25 (4) vs. 5 (2) nervu
skiedras/mm?, p = 0,001 un M100: 31 (3) vs. 5 (2) nervu skiedras/mm?, p = 0,0002; 11. A
attéls. Tacu substantia nigra stukttira neirotoksins 6-OHDA izraisija aptuveni 2,5-kartigu TH
ekspresijas samazinajumu salidzinjuma ar kontroles grupu: 44 (14) vs. 95 (30) neirons/mm?,
p = 0,01. Mildronats 100 mg/kg aizsargaja no 6-OHDA toksicitates: 78 (16) vs. 44 (14)

neironi/mm?, 11. B attéls.
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11. attels. Mildronata (50 un 100 mg/kg i.p., 14 dienas) ietekme uz TH ekspresiju
striatuma (A) un substantia nigra (B) PD modelZurkam

A: *p = 0,03 SAL + 6-OHDA vs. SAL+aCSF, ##p = 0,001 M50 + 6-OHDA vs. SAL +
6-OHDA, ###p < 0,001 M100+6-OHDA vs. SAL + 6-OHDA,; B: *p < 0,05 SAL + 6-OHDA
vs. SAL+aCSF, #p < 0,05 M100+6-OHDA vs. SAL + 6-OHDA, nesaparotais t-tests (n = 8).
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C_‘;,;., D
12. attels. Fotomikrografijas, kas rada mildronata ietekmi uz TH pozitivo nervu
galu skaitu striatuma 6-OHDA izraisita PD modelZurkas
A: SAL+ aCSF; B: M50 mg/kg+aCSF; C: SAL+6-OHDA,; D: M50+6-OHDA. Atteli ir

ar 400-kartigu palielinajumu.

3.1.3. Mildronata ietekme uz ubikvitina, Notch-3, GFAP, iNOS un Iba-1 PD
modelZurkam

Kontroles grupas striatuma bija novérojama vaja ubikvitina proteina ekspresija (Saja
grupa nebija daudz pozitivu iekrasoto $tnu). Toties 6-OHDA grupa tika novérots 3-kartigs
pozitivo §iinu skaita palielindjums salidzinajuma ar kontroli: 35 (4) vs. 12 (2) $inas/mm? p =
0,001; 13. A attels. Mildronats per se deva 50 mg/kg neietekm&a ubikvitina proteina
ekspresijas daudzumu $tnas, bet deva 100 mg/kg novéroja tendenci samazinat ubikvitina
daudzumu. Mildronats abas devas samazinaja ubikvitina proteina ekspresiju 6-OHDA
bojatajas smadzeng&s, normalizgjot to 1idz kontroles Itmenim: 11 (3) vs. 35 (4) Stnas/mm?, p =
0,001 un 6 (2) vs. 35 (4) stnas/mm?, p < 0,001; 13. A attgls. Lidzigi rezultati tika ieguti ari

substantia nigra struktara (13. B attéls).
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13.attéls. Mildronata ietekme (50 un 100 mg/kg i.p., 14 dienas) uz ubikvitina
pozitivo §iinu skaitu PD modelZurku striatuma (A) un substantia nigra (B) struktiiras

A: *p = 0,001 SAL + 6-OHDA vs. SAL + aCSF, ###p = 0,001 M50 + 6-OHDA vs.
SAL + 6-OHDA, ###p < 0,001 M100+6-OHDA vs. SAL + 6-OHDA,; B: **p < 0,01 SAL + 6-
OHDA vs. SAL + aCSF, ##p <0,01 M50 + 6-OHDA vs. SAL + 6-OHDA, ## p < 0,01 M100

14. attels. Fotomikrografijas, kas rada mildronata ietekmi uz ubikvitina pozitivo
$tiinu skaitu striatuma 6-OHDA izraisita PD modelZurkam
A: SAL+ aCSF; B: SAL + M50; C: SAL+6-OHDA; D: M50+6-OHDA. Ar bultu

atziméta pozitivi iekrasota Siina. Atteli ir ar 400-kartigu palielinajumu.

Neirotoksina ievadiSana statistiski butiski samazinaja Notch-3 proteina ekspresijas

daudzumu §inas Zurku striatuma salidzinajuma ar kontroli: 3 (1) vs. 6 (1) $iinas/mm? p =
53



0,04; 15. A attéls. Mildronats per se deva 50 mg/kg uzradija tendenci palielinat, bet deva 100
mg/kg samazinat ubikvitina ekspresiju abas struktiirds. Toties PD modeldzivnieku abas
struktiras mildronata ievadiSana deva 50 mg/kg samazinaja Notch-3 pozitivo Siinu skaitu
salidzinajuma ar 6-OHDA grupu: 9 (3) vs. 3 (1) $inas/mm?, p = 0,045. Mildronata deva 50

mg/kg uzradija tendenci palielinat Notch-3 pozitivo Stnu skaitu abas strukttras (15.attels).
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15. attéls. Mildronata (50 un 100 mg/kg i.p., 14 dienas) ietekme uz Notch-3
ekspresiju striatuma (A) un substantia nigra (B) 6-OHDA izraisita PD modelZurkam

A: *p < 0,05 SAL + 6-OHDA vs. SAL + aCSF, #p < 0,05 M50 + 6-OHDA vs. SAL +
6-OHDA,; B: *p < 0,05 SAL + 6-OHDA vs. SAL + aCSF, # p < 0,05 M50 + 6-OHDA vs.
SAL + 6-OHDA, nesaparotais t-tests (n = 8).
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16. attéls. Fotomikrogafija, kas rada mildronata ietekmi uz Notch-3 pozitivo Sinam
striatuma 6-OHDA izraisita PD modelZurkam
A: SAL; B: M50; C: 6-OHDA; D: M50+6-OHDA. Ar bultu atzim&ta pozitivi iekrasota

Stna. Atteliem ir X400 palielinajums.
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Saskaitot GFAP pozitivas Stnas, tika konstatéts 4-kartigs GFAP proteina ekspresijas
palielinajums 6-OHDA grupa, salidzinot ar kontroles grupu abas struktaras: 42 (6) vs. 11 (3)
$tinas/mm?, p = 0,001; 17. attels. Mildronats per se deva 50 neictekm&ja GFAP ekspresiju,
tacu PD modelzurku striatuma mildronats biitiski samazinaja 6-OHDA izraisito GFAP
ekspresijas palielindgjumu to mazinot aptuveni 2-kartigi: 20 (4) vs. 42 (6) $anas/mm?, p =
0,001, 17. A attels. Ari substantia nigra struktira 6-OHDA palielinaja GFAP proteina
ekspresiju salidzinajuma ar kontroli: 35 (5) vs. 11 (3) §Gnas/mm?, p = 0,002 (17. B attéls), bet

mildronats uzradija tendenci samazinat 6-OHDA aktivéto GFAP ekspresiju.
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17. attéls. Mildronata (50 mg/kg i.p., 14 dienas) ietekme uz GFAP ekspresiju
striatuma (A) un substantia nigra (B) 6-OHDA izraisita PD modelZzurkam

A: ***p < 0,001 SAL + 6-OHDA vs. SAL + aCSF, ###p = 0,001 M50 + 6-OHDA vs.
SAL + 6-OHDA, B: ***p < 0,001 SAL + 6-OHDA vs. SAL + aCSF, nesaparotais t-tests (n =
8).

Saja péettjuma tika noteikts ar aktivétas mikroglijas proteins Iba-1, nosakot pozitivo

Stinu skaitu striatuma un substantia nigra. Neirotoksins 6-OHDA statistiski ticami
paaugstinaja Iba-1 ekspresiju salidzinajuma ar kontroles grupu (A: 23 (3) vs. 12 (2)
stnas/mm?, p = 0,03; B: 32 (8) vs. 11 (2) $tnas/mm?, p = 0,04; 18. attels).
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18. attels. Mildronata (50 un 100 mg/kg i.p., 14 dienas) ietekme uz Iba-1 ekspresiju
6-OHDA izraisitaja PD modelZurkam striatuma (A) un substantia nigra (B) struktiiras
A: *p = 0,03 SAL+6-OHDA vs. SAL+aCSF; B: SAL+6-OHDA vs. SAL+aCSF *p =

0,04, nesaparotais t-tests (n = 8).

Mildronats devas 50 un 100 mg/kg neieteckm&ja Iba-1 ekspresiju salidzinajuma ar
kontroles grupu. Mildronata vienlaiciga ievadiSana ar 6-OHDA grupa nedaudz pat palielinaja
Iba-1 eckspresiju. Savukart mildronata devai 100 mg/kg bija tendence samazinat Iba-1
ekspresiju abas pétitajas smadzenu struktiiras.

Abas smadzenu struktiiras tika noteikta art enzima iNOS ekspresija. Abas strukttras 6-
OHDA grupa tika novérota paaugstinata iNOS ekspresija salidzinajuma ar kontroles grupu

(19. attels).
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19. attéls. Mildronata (50 un 100 mg/kg i.p., 14 dienas) ietekme uz iINOS pozitivo

Siinu skaitu striatuma (A) un substantia nigra (B) 6-OHDA izraisita PD modelZurkam
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A: *p =0,02 SAL + 6-OHDA vs. SAL+ aCSF STR, B: **p = 0,007 SAL + 6-OHDA vs.
SAL + aCSF, #p = 0,045 M50 + 6-OHDA vs. SAL + 6-OHDA un #p= 0,046 M100 + 6-
OHDA vs. SAL + 6-OHDA, nesaparotais t-tests (n = 8).

Mildronats per se neietekmé&ja iNOS ekspresiju ne striatuma, ne substantia nigra
salidzinajuma ar kontroli. Toties substantia nigra struktiira mildronata ievadisana devas 50 un
100 mg/kg samazinaja INOS ekspresiju, normalizgjot to lidz kontroles Iimenim (M50 + 6-
OHDA vs. SAL + 6-OHDA, p = 0,045; M100 + 6-OHDA vs. SAL + 6-OHDA, attiecigi).

3.2. Mildronata ietekme uz HSP70, GDNF un NCAM ekspresiju

striatuma un substantia nigra PD modelZzurkam

6-OHDA izraisita PD modeli pétfjam arT mazakas mildronata devas 10, 20 un 50
mg/kg un to ietekmi uz proteinu HSP70, GDNF un NCAM ekspresiju striatuma un substantia
nigra. 6-OHDA samazinaja HSP70 pozitivi iekrasoto $tinu skaitu striatuma salidzinajuma ar
kontroli: 2 (1) vs. 7 (2) $inas/mm?, p = 0,03; 20. A attéls). Mildronats per se devas 10, 20 un
50 mg/kg neietekmé&ja HSP70 ekspresiju, bet mildronata premedikacija palielindja pozittvi
iekrasoto HSP70 §tinu skaitu 6-OHDA bojataja striatuma salidzinajuma ar 6-OHDA grupu: 8
(2) vs. 2 (1), p = 0,0009; 23 (2) vs. 2 (1) $tnas/mm?, p < 0,0001). Lidzigi rezultati tika iegati

ar1 ar Western blota analizi.
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20. att€ls. Mildronata (10, 20 un 50 mg/kg i.p., 14 dienas) ietekme uz HSP70
pozitivo Siinu skaitu striatuma (A) un substantia nigra (B) ) 6-OHDA izraisita PD
modelzurkam A: *p = 0,04 SAL+6-OHDA vs. SAL +aCSF, **p = 0,0009 M20 + 6-OHDA
vs. SAL+6-OHDA; ***p < 0,0002 M50 + 6-OHDA vs. SAL+6-OHDA; B: *p = 0,03 SAL+6-
OHDA vs. SAL + aCSF, **p = 0,0007 M20 + 6-OHDA vs. SAL+6-OHDA, ***p = 0,003
M50 + 6-OHDA vs. SAL+6-OHDA.
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Dati liecina, ka 6-OHDA samazinaja substantia nigra HSP70 pozitivi piekrasoto $tinu
skaitu, salidzinot ar kontroli: 2 (1) vs. 7 (2) $tnas/mm? p = 0,03. Lidzigi ka striatuma,
mildronats pats par sevi devas 10, 20 un 50 mg/kg neietekm&a HSP70 ekspresiju, bet
mildronata premedikacija deva 20 mg/kg un 50 mg/kg palielinaja pozitivi iekrasoto HSP70
Stnu skaitu 6-OHDA bojataja substantia nigra: 10 (2) vs. 2 (1), p = 0,0007 un 14 (4) vs. 2 (1)
stinas/mm?, p = 0,003 (20. B att&ls).

Neirotoksina 6-OHDA injekcija butiski samazinaja GDNF pozitivi iekrasoto $tnu
skaitu zurkas striatuma, salidzinot ar kontroles grupu: 5 (2) vs. 16 (1) §tinas/mm?, p = 0,0004.
Mildronats per se deva 10 mg/kg neietekm&ja GDNF ekspresiju, bet devas 20 un 50 mg/kg tas
nedaudz palielinaja GDNF pozitivi iekrasoto $tinu skaitu: 23 (2) vs. 16 (1), p = 0,005, un 21
(2) vs. 2 (1) $iinas/mm?, p = 0,01 (21. att&ls).
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21.attels. Mildronata (10, 20 un 50 mg/kg i.p., 14 dienas) ietekme uz GDNF pozitivo
§inu skaitu striatuma (A) un substantia nigra (B) struktira 6-OHDA izraisita PD
modelZzurkam A: #p = 0,05 M20 + aCSF vs. SAL + aCSF, ##p = 0,01 M50 + aCSF, *p <
0,004 SAL + 6-OHDA vs. SAL + aCSF, **p = 0,001 M20 + 6-OHDA vs. SAL + 6-OHDA,
***p = 0,0001 M50 + 6-OHDA vs. SAL + 6-OHDA

Lidzigu tendenci uzradija ari Western bloti. Mildronats devas 20 un 50 mg/kg
palielinaja GDNF pozitivo $tinu skaits 6-OHDA bojataja striatuma salidzinajuma ar 6-OHDA
grupu: 18 (2) vs. 5 (2), p = 0,001; un 24 (3) vs. 5 (2) $inas/mm?, p = 0,0001. Substantia nigra
struktira GDNF ekspresija butiski neatSkiras starp grupam.

6-OHDA ievadiSana striatuma samazinaja ar NCAM pozitivo Stinu skaitu, salidzinot
ar kontroles grupu: 3 (2) vs. 9 (3) $tinas/mm?, p = 0,049 (dati nav atteloti). Mildronats per se
deva 10 mg/kg uzradija tendenci samazinat NCAM ekspresiju, bet lielakas devas — 20 un 50
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mg/kg tas neietekmé&ja NCAM ekspresiju. Mildronata ievadiSsana 50 mg/kg 2 ned¢las pirms 6-
OHDA injekcijas palielinaja NCAM-pozitivo $iinu daudzumu: 17 (5) vs. 3 (2) $tinas/mm?, p =
0,008. Strukttra substantia nigra 6-OHDA ievadiSana palielinagja NCAM pozitivas $tinas
salidzindjuma ar kontroles grupu: 14 (2) vs. 7 (2) $iinas/mm?, p = 0,005 (22. attéls).
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22.attéls. Mildronata (10, 20 un 50 mg/kg i.p., 14 dienas) ietekme uz NCAM
pozitivo Siinu skaitu substantia nigra 6-OHDA izraisita PD modelZurkam

*p = 0,05 M20 + aCSF vs. SAL + aCSF, **p = 0,005 SAL + 6-OHDA vs. SAL +
aCSF, ###p = 0,0001 M10 + 6-OHDA vs. SAL + 6-OHDA, ###p = 0,001 M20 + 6-OHDA vs.
SAL + 6-OHDA, #p = 0,05 M50 + 6-OHDA vs. SAL + 6-OHDA.

Mildronats per se 10 mg/kg un 50 mg/kg neietekm&ja NCAM ekspresiju substantia
nigra, toties deva 20 mg/kg tas palielinagja NCAM ekspresiju salidzinajuma ar kontroles
grupu: 12 (2) vs. 7 (2) $tnas/mm?, p = 0,049 (22. attéls). Premedikacija ar mildronatu devas
10, 20 un 50 mg/kg samazinaja NCAM pozitivo Stinu skaitu salidzinajuma ar 6-OHDA grupu,

tuvinot to kontroles Iimenim.

3.3. Mildronata ietekme uz Tg-APPg,p, pelu uzvedibu un hipokampa

proteinu ekspresiju

3.3.1. Mildronata ietekme uz lokomotoro aktivitati un bailem atverta lauka
un nulles labirinta testa

Péc 2 ned€lu mildronata premedikacijas peles tika parbauditas atvérta lauka testa un
nulles labirininta, lai noteiktu lokomotoro aktivitati un bailu Iimeni. Netika atklatas atSkiribas
starp grupam: SAL 5,3 (1,5); M50 4,5 (1,4); M100 3,7 (0,9), ka arT nebija atskiribas nulles

labirinta starp grupam: SAL 82,8 (10,6); M50 68,5 (5,9); M100 77,9 (8,0) (dati nav attéloti).
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Tadgjadi var teikt, ka visiem dzivniekiem bija Iidziga motora aktivitate un lidzigs bailu

Iimenis.

3.3.2. Mildronata ietekme uz socialas atpaziSanas testu

Socialas atpazi$anas testa mildronats devas 50 un 100 mg/kg statistiski ticami pavadija
ilgaku laiku pie jaunas peles otraja diena: M50 60,4 (5,8) vs. SAL 43,2 (5,3) p < 0,05; M100
60,0 (7,2) vs. SAL, p < 0,05; 23. attéls).

les, %

pie jaunas pe

laiks, kas pavadits

SAL M50 M100

23. attels. Mildronata ietekme uz TgAPPs,p| pelem Socialas atpaziSana otraja testa
diena
Vidgjie aritméetiski pavaditais laiks izteikts % no kopgja, ko peles pavadija pie jaunas

peles. *p < 0,05 M50 vs. SAL, *p < 0,05 M100 vs. SAL.

3.3.3. Mildronata ietekme uz telpisko atminu tidens labirinta

Udens labirinta testa visas grupas uzlaboja platformas atraianas laiku 5 dienu laika.
Vidgjais aritmétiskais laiks, kas bija nepiecieSams pelei, lai atrastu platformu, piektaja diena
bija grupam: SAL 25,5 (7,2); M50 16,9 (2,5); M100 21,7 (3,4) s. Lai gan ir tendence, ka abas
mildronata grupas iemacijas atrak atrast platformu, statistiski ticama atSkiriba tika atrasta tikai

starp mildronata 50 mg/kg grupu un kontroles grupu piektaja diena.
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Netika atrastas statistiski ticamas atSkiribas starp peldéSanas atrumiem: SAL 18,8 (0,8)

cm/s; M50 19,0 (0,8) cm/s; M100 19,1 (0,6) cm/s.

[ SAL . M50 EEE M100

Platformas atrasanas laika, s
8
Pavaditais laiks kvadrantos, s

1 2 3 4 5 Pa labi Pretéja pusé Platformas Pa kreisi

. kvadrants
dienas

24. attels. Mildronata ietekme uz maciSanos un telpisko atminu tidens labirinta testa
A: Platformas atraSanas laiks 5 dienu laika starp grupam; B: pavaditais laiks peldbaseina

kvadranta, kura atradas platforma.

3.3.4. Mildronata ietekme uz AP peptidu akumulaciju hipokampa

AD patologijas noteikSanai noteica AP peptidu uzkrasanas daudzumu konkrétos
hipokampa regionos - stratum oriens CAL, stratum pyramidale un stratum radiatum. Tika
atrasts, ka AP proteinu uzkrajumi statistiski ticami bija mazak mildronata 50 mg/kg grupa
salidzinajuma ar kontroli (M50 vs. SAL, p < 0.05) un tendence samazinat Ap stratum oriens
regiona ari mildronata 100 mg/kg grupa. (SAL 1,34 (0,24); M50 0,59 (0,23); M100 0,79
(0,23); WO biomarkieris, 25. att€ls).

Ar mikroglijas markieri Iba-1 tika atrasts, ka abas mildronata grupas mikroglija bija
aktivétaka salidzinajuma ar kontroli. Vidgjie krasojuma blivuma mérijumi grupas bija SAL
174,4 (2,3); M50 183,2 (1,5); M100 186,6 (1,9) ar statistiski ticamu atSkiribu abam
mildronata grupam salidzinajuma ar kontroli. Astroglijas noteikSanai izmantoja GFAP
markieri, bet netika atrastas atSkiribas starp grupam. Vidgjie krasojuma blivuma meérijumi
grupas bija SAL 179,3 (2,4); M50 173,5 (1,6); M100 176,9 (1,6).

Ar iminhistokimijas metodi noteica ari AChE ekspresiju hipokampa regionos un starp

vidgjiem raditajiem nebija statistiski ticamas atSkiribas hipokampa: SAL 174,5 (2,0); M50
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165,7 (3,9); M100 169,5 (3,4). Tomér vidgjie raditaji prieck§ AChE blivumam stratum
pyramidale bija statistiski ticami samazinats mildronata 50 mg/kg grupa salidzinajuma ar

kontroli: SAL 113,6 (2,5); M50 106,5 (2,7); M100 110,5 (2,6) (25. attgls).
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25. attels. Fotomikrografijas (A) no smadzenu struktiras hipokampa starp
pétijuma grupam: SAL, M50 un M100, kas krasotas ar antivielam pret Ap (W0-1), Iba-

1, GFAP un AChE un vidgjie aritmétiskie blivuma mérijumi diagrammas (B).
Lai labak saprastu molekularo pamatu, kas uzlaboja atminu TgAPP pelém, papildus

veica Western blota analizi priek§ GAD67, sinaptofizina un GAP-43 proteiniem hipokampa,

tacu izveletie markieri neuzradija nekadas izmainas starp grupam (26. attéls).
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GAD67
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26.attels. Reprezentativie Western blota attéli no hipokampa homogenatiem SAL,
M50 un M100 grupas GAD67, GAP-43 un sinaptofizinam (SYN).
a-tubulins (a-TUB) tika parbaudits ka kopgja proteina daudzuma kontrole géla. Netika

konstatgtas atskiribas starp grupam Siem markieriem.

3.4. Mildronata ietekme uz imobilizacijas stresa inducéto amnéziju
Zurkam
3.4.1. Mildronata ietekme uz atminu pasivas izvairiSanas testa
Eksperimentalas Zzurkas, kuras imobiliz&ja 2 h, bija ar izteiktu atminas pasliktinajumu
pasivas izvairiSanas testa. Tas salidzinajuma ar kontroli par treSdalu sliktak atcergjas

piedzivoto elektrosoku (p = 0,0146; 27. att€ls). Pagarinoties latentajam periodam, var spriest,

ka zurka atceras iepriek$ piedzivoto no ieprieksgjas dienas.

3004

200+

100+

Atbildes reakcijas laiks, s

o

27. attels. Pasivas izvairiSanas testa reakcijas laiks starp Zurkam ar imobilizacijas stresu
(S) un bez (SAL).
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*p < 0.05 SAL + S vs. SAL un # p < 0,05 M50 + S vs. SAL + S; dispersijas analize ar
Bonferoni salidzinasanas péctestu.
Mildronata premedikacija uzlaboja stresa inducéto atminas pasliktinajumu, un atbildes

reakcijas laiks tika normalizéts lidz kontroles grupai.

3.4.2. Mildronata ietekme uz BDNF, AChE un GAD67 ekspresiju hipokampa
stresa induceéta amnezijas modelt

Western blota analize uzradija 2-kartigu BDNF ekspresijas palielinajumu stresa grupas
hipokampa salidzinajuma ar kontroles grupu. Savukart mildronats noregulgja stresa inducéto
BDNF ekspresijas palielinajumu. Pats mildronats par sevi neietekm&a BDNF ekspresiju
hipokampa. Imiinhistokimijas dati uzrada, ka stress palielinaja 2,5-kartigi BDNF ekspresiju
salidzindgjuma ar kontroles grupu: 48 (12) vs. 20 (5) $anas/mm? p = 0,03. Mildronata
premedikacija normaliz&ja BDNF ekspresiju lidz kontroles grupas limenim: 18 (4) vs. 48 (12)
éﬁnas/mmz; p = 0,03; 28. B attels.

Western blota analize uzradija, ka stress izraisija hipokampa samazinatu AChE
ekspresiju un GADG67 palielindjumu, savukart mildronats noregulégja GAD67 ekspresiju
stres€tajiem dzivniekiem Iidz kontroles grupai. AChE ekspresijas gadijuma mildronats

neizmainija stresa izraisito AChE samazinajumu (28. attéls)
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28. attels. Reprezentativie Western bloti BDNF, AChE un GAD67 un p-aktinam (A)
un relativas intensitates starp grupam SAL, SAL+S, M50+S un M50 (B)
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*p < 0,05 SAL + S vs. SAL; #p < 0,05 M50 + S vs. SAL + S, #p < 0,05 M50 vs. SAL +

S, dispersijas analize ar Bonferoni pectestu (n = 3).

A

(2]
o
]

3

n
o

BDNF pozitivi iekrasotas $iinas, mm2
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29. attels. Mildronata ietekme uz BDNF pozitivo Siinu skaitu striatuma
A: Starpgrupu BDNF pozitivo $iinu salidzinajums, *p < 0,05 SAL + S vs. SAL # p <

0,05 M50 + S vs. SAL + S; B: Reprezentativas fotomikrografijas. Ar balto bultu noradita
BDNF pozitivi iekrasota Siina. Atteliem ir 400-kartigs palielinajums.

Stress palielinaja AChE pozitivas nervu Skiedras salidzinajuma ar kontroli: 15 (5) vs. 4
(3), p = 0,01; 30. A attels. Mildronats neiectekméja ekspresijas palielinajumu. Striatuma
GAD67 imunopozitivo $anu skaits nebija ietekméts no stresa, ne ari no mildronata (30. B

attels).
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30. attels. Mildronata (50 mg/kg i.p., 14 dienas) ietekme uz AChE pozitivo nervu
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Skiedru skaitu (A) un GAD67 pozitivo Siinu skaitu (B) striatuma
*p <0,05 SAL +S vs. SAL, dispersijas analize ar Bonferoni p&ctestu.

3.5. Mildronata ietekme uz haloperidolu amnéezijas modelt

3.5.1. Mildronata ietekme uz atminu Barnes labirinta testa haloperidola

amnezijas modelt

Barnes labirinta testa haloperidola 3 nedélu ilgstosa premedikacija pasliktinaja telpisko
atminu un macisanos, ko uzradija palielinatais kludu skaits, lidz Zurka atrada slépna bedri 4.
trenina diena salidzinajuma ar kontroles grupu (p = 0,00409; 30. A attéls). Mildronats

pasargaja no haloperidola efekta pasliktinat telpisko atminu.

154 50+ -
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i 104 2
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5 %
3 3
* S
54 -
0-
1. diena 2.diena 3.diena 4.diena Parbaudes tests (5.dlena)

30. attels. Kliidu skaits trenina dienas Barnes labirinta testa 4 treninu dienu laika

un parbaudes 5.diena
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Lidzigi testa piektaja diena, kura sl€pnis tika noblok&ts, haloperidola grupa bija vairak
kludu neka kontroles grupa, bet mildronats turpindja pasargat no telpiskas atminas bojajuma,
samazinot kludiSanas skaitu 1idz kontroles limenim (p = 0,0195; 30. B attéls). Mildronata

grupa uzradija lidzigu rezultatu ka kontroles grupa.

3.5.2. Mildronata ietekme uz proteinu ekspresiju hipokampa haloperidola
amneézijas modelt

Western blots uzradija, ka haloperidols samazinaja BDNF un AChE ekspresiju

hipokampa. Savukart mildronats normalizgja to Iidz kontroles grupas limenim (31. attgls).
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31.atteéls. A: Reprezentativie Western bloti BDNF, AChE un GAD67 un f-aktinam.
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B: relativas intensitates starp grupam

*p<0,05vs. SAL; # p < 0,05 vs. HAL, dispersijas analize ar Bonferoni p&ctestu (n = 3).
Haloperidols neietekmé&ja GAD67 ekspresiju, tapat arT ne mildronats.

3.6. Mildronata ietekme uz maciSanos un atminu apmacibas
modelzurkam
3.6.1. Mildronata ietekme uz atminu aktivas izvairiSanas testa

Mildronata grupas zurkas iemacijas atrak un sniedza vairak pareizo atbilZu, sakot ar otro

apmacibas dienu, aktivas izvairiSanas testa (p < 0,05; D2, 32. att€ls), savukart kontroles
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grupas zurkas (SAL+CAR) statistiski ticami uzlaboja sniegumu, sakot ar piekto dienu.
Apmacibas dienas — 2, 3, 6 un 7 mildronata grupas zurkam bija vairak pareizo atbilzu neka
kontroles zurkam. Mildronats arT samazinaja laiku lidz zurka aizskr&u uz otru nodalijumu

(dati nav att&loti).
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32. attels. Mildronata ietekme uz pareizo atbilZu skaitu aktivas izvairiSanas testa

*p < 0,05 vs. SAL + CAR (D1), #p < 0,05 vs. SAL + CAR (D1), **p < 0,01 vs. M50+CAR
(D1)

3.6.2. Mildronata ietekme uz BrdU/nestinu apmacibas modelZurkam

Abas kontroles grupas, kas netika trenétas (SAL un M50), bija loti neliels pozitivo
BrdU/nestina $tinu skaits hipokampa (33. B attéls). Aktivas izvairi§anas apmaciba palielinaja
BrdU/nestina $tinu skaitu aptuveni 2-kartigi kontroles zurku hipokampa: 10 (3) vs. 5 (1)
stnas/mm? p = 0,03; 33. A attéls. Mildronats apmacibas grupa (M50+ CAR) palielindja
BrdU/nestina pozitivo Stinu skaitu aptuveni 4-kartigi, salidzinot ar kontroles grupas
neapmacitajam zurkam: 21 (6) vs. 5 (2) stnas/ mm? p = 0,008 un lidzigi ari, salidzinot ar
neapmacito mildronata grupu: 21 (6) vs. 7 (2) $unas/ mm?% p = 0,008; 32. A attels.
BrdU/nestina pozitivo Siinu skaits mildronata apmacibas grupa bija aptuveni divkars,

salidzinot kontroles apmacibas grupu.

68



BrdU/nestina pozitivo $tnu skaits, mm2

32. attels. Mildronata ietekme (50 mg/kg) uz BrdU/mestina pozitivo Sinu skaitu
hipokampa (A) un reprezentativas fotomikrografijas (B)

Ar melnu bultu atziméta pozitivi iekrasota BrdU $tina un ar balto bultu — nestins.

3.6.3. Mildronata ietekme uz GAD65/67 apmacibas modelZurkas

Apmaciba palielinaja GAD65/67 pozitivi iekrasoto Siinu skaitu kontroles Zurkam
(SAL+CAR), salidzinot ar neapmacitajam kontroles zurkam (p = 0,01). Mildronats (50

mg/kg) samazinaja GAD65/67 apmacibas mode]zurkam, salidzinot ar apmacibas kontroles
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zurkam: 8 (2) vs. 39 (11) §Gnas/mm?, p = 0,02 (33. A attéls). To apstiprina arT Western blots
(33. B, C attéls).

8 88 8

GADG65/67 pozitivo
$anu skaits/mm2

GADG65/67 relativa
intensitate

33. attels. Mildronata (50 mg/kg, 14 dienas i.p.) ietekme uz GAD65/67 pozitivo Siinu

skaitu apmacibas modelZurku hipokampa, kas noteikta ar IHC (A, D) un ar Western

blota metodi (B, C)

Apmacitajam zurkam bija tendence samazinat AChE pozitivo nervu Skiedru skaitu,
salidzinot ar netrengtajam: 14 (3) vs. 28 (6) nervu $kiedras/mm? p = 0,08 (dati nav attéloti).
Mildronats kopa ar apmacibu samazinaja AChE pozitivo nervu Skiedru skaitu, salidzinot ar

netrenéto zurku grupu: 8 (3) vs. 28 (6) nervu skiedras/mm?, p = 0,02 (dati nav atteloti).
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3.6.4. Mildronata ietekme uz GAP-43 hipokampa apmacibas modelZurkam

Apmaciba izraisija 2-kartigu GAP-43 pozitivo nervu Skiedru pieaugumu hipokampa,
salidzinot ar kontroles zurkam (49 (5) vs. 23 (6) nervu skiedras/mm?, p = 0,02; 34. A Attels)
un ar mildronata grupu bez apmacibas (p = 0,01). Mildronats kombinacija ar apmacibu
palielingja GAP-43 pozitivo nervu $kiedru, salidzinot ar kontroles (58 (10) vs. 23 (6) nervu
Skiedras/mm?, p = 0,03) un mildronata neapmacito grupu (vs. 22 (5) nervu Skiedras/mm? p =
0,02). Tomér mildronata apmacibas kombinacija un apmacibas grupas iegiitie dati sava starpa

butiski neatskiras. Western blots apstiprinaja IHC iegutos datus.
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34. attels. Mildronata (50 mg/kg, 14 dienas i.p.) ietekme uz GAP-43 pozitivo Siinu
skaitu apmacibas mode]Zurku hipokampa, kas noteikta ar IHC (A, D) un ar Western

blota metodi (B,C)
A: *p =0,02 SAL +CAR vs. SAL,; *p = 0,02 M + CAR vs. SAL, dispersijas analize ar

Bonferoni péctestu. B: relativas intensitates GAP-43 ekspresijai (n = 3) Western blotos C:
Western blots GAP-43; D: Reprezentativa fotomikrografija GAP-43 no ITHC, palielinajums

x400.
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3.6.5. Mildronata ietekme uz c-jun/AP-1 hipokampa apmacibas modelZurkam

Mildronats kombinacija ar apmacibu palielinaja c-jun/APLl pozitivo $tnu skaitu
hipokampa, salidzinot ar neapmacito kontroli: 10 (1) vs. 2 (1) $tnas/mm2, p < 0,001 (dati nav
att€loti), ka ari, salidzinot ar apmacito kontroli un mildronata grupu bez apmacibas (p = 0,01
un p =0,03). Western blots uzradija Iidzigu ainu, bet statistiska ticamiba tika sasniegta vien

mildronata grupa ar apmacibu, salidzinot ar neapmacito kontroli (35. att€ls).
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35. attéls. Mildronata (50 mg/kg, 14 dienas i.p.) ietekme uz c-jun/AP-1 ekspresiju
hipokampa

A: relativa intensitate (n = 3), *p < 0,05 M+CAR vs. SAL; B: c-jun/AP-1 reprezentativais
Western blots ar aktina kontroli

3.7. Dihidropiridina atvasinajums AP-12 ietekme uz atminu un proteinu

ekspresiju smadzenés C57BL/6J pelés un transgeénajas APPs,,p, pelés

3.7.3. AP-12 ietekme uz telpisko atminu C57BL/6J pelés

AP-12 ievadisana devas 0,1 un 1 mg/kg vai fiziologiska §kiduma ievadiSana i.p. 13
dienas péc kartas C57BL/6J pelem paaugstinataja plus labirinta neuzradija statistiski butiskas
izmainas starp grupam laika, kas pavadits atvértajas platformas (p = 0,08; 36. attéls) un ari
pec skaita, kura iegaja arT atvértajas platformas (dati nav uzraditi).

Eksperimenta 17. diena tika uzsakts tdens labirinta tests, lai noteiktu, vai AP-12 ir
ietekme uz pelu telpisko atminu. AP-12 deva 0,1 mg/kg statistiski ticami saisinaja laiku lidz
platformas atraSanai salidzinajuma ar kontroles grupu 3. diena (p = 0,009) and 4.diena (p =
0,04; 36. A attels). AP-12 grupas pelem 2. un 5. diena bija tikai tendence atrast atrak
salidzinajuma ar kontroles grupu. Atminas testa parbaudes reiz€ netika konstatetas statistiskas

atskiribas starp grupam (36. B attéls).
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36. attels. AP-12 ietekme uz C57BL/6J pelem udens labirinta testa piecas trenina
dienas (A) un pavaditais laiks kvadrantos arbaudes testa diena (B)
**p < 0,01 tresaja diena AP-12 (0,1 mg/kg) vs. 3.diena SAL; *p < 0,05 ceturta diena AP-12
(0,1 mg/kg) vs. 4.diena SAL

Netika atrastas statistikas atSkiribas starp peldéSanas atrumiem starp grupam ar AP-12
un kontroli (SAL: 15,3 (1,4) cm/s; AP-12 (0,1 mg/kg): 17,8 (1,9) cm/s; AP-12 (1 mg/kg):
13,9 (1,2) cm/s.

3.7.4. AP-12 skerso hematoencefalisko barjeru C57BL/6J peles

Péc iegitajiem datiem no masas spektometra var secinat, ka AP-12 spg) Skeérsot
hematoencefalisko barjeru. Hromatogramma 37. A attéla uzrada, ka AP-12 masa ir detekt&ta
smadzenu homogenata no peles, kurai tika ievadits AP-12.

a 0.1 mgikg AP-12 0.1 ug/mIAP-12 Standard Spiked into Brain Tissue

b ¢ AP-12 Standard Curve
r=0.9961
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37. attels. Masas spektrometra hromatogrammas ar AP-12
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A: detektétais AP-12 smadzenu homogenata no pétijuma peles, kurai ievadija AP-12 deva
1mg/kg: B: attirita forma no smadzenu homogenata, kam pievienoja AP-12 koncentracija 0,1

ug/ml, C: AP-12 koncentracijas ng/ml standartlikne |

Pikis, kas atbilst AP-12 iznaca no kolonnas 2,68 minaté (37. Attcls) un izrékinata
koncentracija detekt&taja smadzenu homogenata no devas 1 mg/kg bija 0,084 ng/ml. Saja
eksperimenta masas pareja, lai kvantificétu bija 501,6 > 80,1.

Tirais standarts priekS AP-12 att€la bija ar tadu pasu aiztures laiku ka pikim 37. A
attela. Endogens pikis tika atrasts tai pasa aiztures laika nepiesatinataja paraugos, kuri bija
evivalenti aptuveni 18% no nomérita pika AP-18 piesatinatajos paraugos. Reprezentativa
standarta likne ar AP-12 koncentraciju no 1,0 Iidz 100 ng/ml (r = 0,9989) ir attélota 37. C

attela.

3.7.5. AP-12 uzrada anksiolitiskas un atminu uzlabojosas ipasibas Tg-APPs,p,
peles
Tos paSus uzvedibus testus ar C57BL/6J pelém, veica arT ar transg€najam Alcheimera
(Tg-APPsypi) pelem, lai parbauditu, vai AP-12 spgj arl slimibas modeli ar atminu deficitu
ietekm&t atminu un maciSanos. AP-12 ievadisana deva 1 mg/kg i.p. statistiski nozimigi
paildzinaja laiku, ko peles pavadija atvértaja platforma paaugstinataja plusa labirinata
salidzinagjuma ar kontroles grupas pelém (p = 0,023; 38. A attels). Nekadas statistikas

atSkiribas ienaksSanas reiz€s atvertaja platforma netika atrastas starp grupam (38. B attgls).
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38. attéls. AP-12 ietekme uz Tg-APPsypi pelu bailu limeni paaugstinataja plusa
labirinta — pavaditais laiks atvértaja platforma (A) un ienakSanas reiZu skaits atvértaja
platforma (B)

*p < 0,05 AP-12, 1 mg/kg vs. SAL
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AP-12 ievadiSana uzlaboja telpisko atminu tdens labirinta testa, samazinot laiku, Iidz
peles atrada paslépto platformu, salidzinajuma ar kontroles grupu, sakot ar 3. Iidz 5. trenina
dienai (attiecigi, p = 0,02; p = 0,01 un p = 0,04; 39. attels). Parbaudes testa netika atrasts
statistiski ticamas atSkiribas starp grupam (39. attéls). Nebija atSkiribas peldéSanas atrumos
starp grupam (SAL: 12,7 (1,8) cm/s un AP-12: 14,2 (0,9) cm/s).

3.7.6. AP-12 paaugstina GAD67 ekspresiju smadzenés ari Tg-APPg,p, pelés
Imtinhistokimijas dati uzrada, ka AP-12 deva 1 mg/kg statistiki ticami paaugstinaja

GADG67 ekspresiju limbiskaja garoza: cingulate cortex 64,9 (0,6) vs. 56,0 (1,3); p < 0,05) un
hipokampa: 63,5 (0,9) vs. 54,9 (1,1); p < 0,05 salidzinajuma ar kontroles dzivniekiem.
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39. attéls. Reprezentativas fotomikrografijas GAD 67 un Homer-1 ekspresijai
hipokampa (A) un vidéjo aritmétisko diagrammas proteinu GAD67 un Home-1
ekspresijai hipokampa (B)

Netika atrastas nekadas atskiribas amiloida B proteina ekspresijas izmainam starp
grupam. Tapat netika atrastas atSkiribas AChE ekspresijas mérijjumos limbiskaja garoza, ka

ar1 nekadas atskiribas nebija Homer-1 ekspresija.
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4. DISKUSIJA

Promocijas darba pirmo reizi pétita mazo molekulu mildronata un dihidropiridina
atvasinajuma AP-12 ietekme uz atminu un smadzenu proteinu ekspresiju. Lai noskaidrotu $o
zalu vielu potencialu neirodegenerativo slimibu arstéSana vai protekcija un noskaidrotu vairak
par iesp&jamajiem darbibas mehanismiem smadzenés, darba izmantoti vairaki proteinu
biomarkieri, uzsvaru liekot uz proteiniem, kas sp€l€ butisku lomu sinaptiskaja plasticitaté un
tadgjadi ir fundamentali svarigi atminas veidoSanas procesos. Tapat ir parbaudita proteinu
ekspresija, kas norada uz neirodegenerativo procesiem, lai noskaidrotu, vai mildronats un AP-

12 spgj tos ietekmét.

4.1. Mildronats regulé smadzenu proteinu ekspresiju PD

modeldzivniekiem

Saja pétijuma PD tika modul@ts, intrastriatali ievadot zurkam 6-OHDA, kas destrug
dopaminergiskas $tinas substantia nigra un neironu projekcijas striatuma.

Lai noskaidrotu dopaminergisko $tnu dzivotsp&ju, ar iminhistokimijas palidzibu
parbaudijam tirozina hidroksilazes (TH) ekspresiju abas struktiiras, nemot véra, ka TH ir
atslégas enzims, kas piedalas dopamina sint€z€. Musu dati sakrit arT ar citu autoru petijjumiem,
ka 6-OHDA statistiski ticami samazina TH ekspresiju (Debeir et al., 2005, Marinova-
Mutafchieva et al., 2009). Mildronats abas devas (50 mg/kg un 100 mg/kg) sp&ja normalizét
TH ekspresiju striatuma, un deva 100 mg/kg arT normaliz&ja TH ekspresiju substantia nigra.
No Siem datiem radas nakamais jautajums, ka mildronats sp&j aizsargat dopaminergiskas
Stinas no bojaejas 6-OHDA toksiskajos apstaklos?

Petijums norada, ka jabut kadam/kadiem aizsargajoSajiem endogéniem mehanismiem,
kas Jauj Stnai saglabat dzivotsp&ju. Misu koncepts postulé mildronatu ka mazu molekulu ar
diviem uzladétajiem elementiem (pozitivo 4-veértigo slapekli un negativo skabekli)
multivalento sp&ju regulét proteinu ekspresiju, kas piedalas regeneracija, ickaisuma reakcijas
un sinaptiskaja plasticitate. Tamdeé] mums bija liela interese noteikt ubikvitina, Notch-3,
GFAP, iNOS un Ibl ekspresiju striatuma un substantia nigra. Seit iegitie dati uzradija, ka 6-
OHDA butiski palielinaja ekspresiju ubikvitinam abas pétitajas smadzenu struktiras
(12.attels). Par ubikvitina paaugstinatu ekspresiju striatuma PD modelt Zurkam ieprieks art
zinojusi citi pétnieki (Pierson et al., 2005). Sis izmainas ubikvitina-proteosomas signalcelos ir

uzraditas ar1 PD pacientiem, seviski ar génu mutacijam saistitajos saslimSanos gadijumos
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(Betarbet et al., 2005). Mildronats abas devas spé&ja ubikvitina parmérigo ekspresiju
normalizét 11dz kontroles grupas limenim. Izskaidrojums $adai mildronata ietekmei varétu
slépties jau agrak uzraditaja mildronata sp&ja aizsargat Stinas mitohondrialos procesus (Pupure
et al., 2008). Izmainas un bojajumi mitohondriju Iiment ir atkarigi no oksidativa stresa Iimena
un ar tiem saistitajiem traucéjumiem glikolizé un mitohondriju respiracija (Mazzio et al.,
2004).

Saja pétijuma atklajam arf transmembrana proteina Notch-3 izmainas 6-OHDA ietekmé.
Notch receptori un ligandi spélé biitisku lomu $iinu izdzivosana, un to aktivacija ir svariga
CNS attistiba, seviski gliogenézé (Irvin et al., 2001). Notch-3 no Notch proteinu saimes ir
markieris progenitorajam $iinam un savieno Notch signalcelu ar $iinas augSanas regulaciju
(Campos et al., 2002). Progenitoro $tnu stimulé$ana pieaugusas ziditaju smadzenés tiek
uzskatita ka iesp&jama alternativa lidzSingjai PD arstéSanai (Aponso et al., 2008). Misu
eksperimentos Notch-3 ekspresija abas smadzenu struktiiras bija statistiski ticami samazinata,
salidzinajuma ar kontroli. Mildronata 2 ned€lu ievadiSana deva 50 mg/kg pirms 6-OHDA
injekcijas aizsargaja no Notch-3 samazinajuma, un ta ekspresija normalizgjas Iidz kontroles
limenim. M@&s pielaujam, ka mildronats, iectekm&ot Notch-3 ekspresijas palielinasanos,
stimul€ pieaugusa organisma progenitoro $iinu populaciju.

Astrocttu markiera GFAP proteina ekspresija bija palielinata 6-OHDA grupa abas
pétitajas smadzenu struktiira (17. attels). Sie dati sakrit ar citu pétijumiem 6-OHDA modelos
ar zurkam (Aponso et al., 2008). Mildronata ievadiSsana 50 mg/kg samazinaja GFAP pozitivo
Stnu skaitu lidz kontroles grupas limenim. Lidzigi normalizé$anas efekti ir ari redz&ti ar
citiem savienojumiem — anti-konvulsantam zonisamidam (Yano et al., 2009), natrija kanalu
blokatora vielai riluzolei (Araki et al., 2001), kuriem piemitot sp&ja mazinat neirotoksicitati
PD modelt ar MPTP pelém. PD modelos ar 6-OHDA $adas ipaSibas aizsargat ir atrastas
Briljanta Zilajam G savienojumam, kas ir purinergiska P2X7 receptoru antagonists (Carmo et
al., 2014), dabiskajam fenolam un antioksidantam katehinam (Teixeira et al., 2013), ka ari
Gingko biloba ekstraktam (Ahmad et al., 2005), kurai piemit devas-atkariga sp&ja aizsargat no
6-OHDA izraisitas PD zurkas.

Pastav vairakas teorijas par astrocitu aktivésanas ietekmi smadzen€s un nozimi slimibas
attistiba (Cabezas et al., 2013, Rappold and Tieu, 2010). Saskana ar vienu no tam, astrocitu
aktivacija sp€j stimulét mikrogliju, kas savukart inducé dopaminergisko $iinu raSanos ar
neitrofo faktoru sintézes palidzibu (Batchelor et al., 1999). Savukart otras teoriju grupas
parstavji norada, ka astrogliozei var but pasliktinoSi efekti uz smadzeném, kas ir uzraditas
vairakas neirodegenerativas slimibas (Sofroniew, 2009).
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Promocijas darba noteicam arT mikroglijas biomarkiera Iba-1 ekspresiju, kas ir
specifiski ekspreséts aktivétajas mikroglijas (Depino et al., 2003, Fukui et al., 2012).
Atradam, ka Iba-1 ekspresija bija aptuveni divas reizes lielaka 6-OHDA grupa striatuma un
aptuveni divarpus lielaka substantia nigra salidzinajuma ar kontroles grupu (18. attéls). Tas
sakrit ar atrastajiem datiem literatiira, kas uzrada, ka 6-OHDA izraisa neiroiekaisumu un
mikroglijas aktivaciju (Rodriguez-Pallares et al., 2007). Ir dati, kas apstiprina, ka 6-OHDA
bojata substantia nigra mikroglijas aktivacija pastiprina neironu bojaeju (Liu et al., 2003).
Saja pétijuma mildronats neietekmé&ja Iba-1 ekspresiju striatuma salidzinjuma ar kontroli, bet
substantia nigra uzradija spju mazinat Iba-1 ekspresiju. Nemot véra TH un Notch-3
palielinajumu mildronata ietekm& 6-OHDA grupa, tad var spriest, ka mikroglijas aktivacijai ir
bijusi labveliga ietekme uz Siinas izdzivoSanu. Uz neiroprotektivu mikroglijas darbibu ka
terapeitisku strat€giju norada ari citi autori (Giunti et al., 2014).

Iekaisuma markieris iNOS bija ar palielinatu ekspresiju 6-OHDA grupa striatuma un
substantia nigra, kas kopa ar astrocitu un mikroglijas aktvitati apstiprina neiroiekaisumu $ajas
smadzenu struktiiras. Paaugstinata iNOS ekspresija ir uzradita jau iepriek§ 6-OHDA model1
(Singh et al., 2005), kas norada, ka iNOS spélé butisku lomu sakotngja neirodegeneracijas
faze.

PD modeli ar 6-OHDA injekciju parbaudijam ar1 zemakas mildronata devas — 10, 20 un
50 mg/kg un proteinu biomarkierus — kartsuma Soka proteinu HSP-70, gliju neirotrofo faktoru
GDNF un adhézijas molekulu NCAM. Mildronats arT mazakas devas sp&ja regulét proteinu
ekspresiju So proteinu ekspresiju, kas ir atbildigi par neironu adaptéSanos, izdzivoSanu un
neironu-glijas komunikaciju. Neirotoksins 6-OHDA biutiski samazinaja HSP70 ekspresiju
striatuma un substantia nigra (20. attéls). Tas sakrit ar p&tijumiem, kas norada, ka HSP70
aktivitates zudums ir saistams ar neirodegeneraciju, jo misfoldétu proteinu neizlabosana un
agregacija $una tiek saistita arT ar nepietickamu molekularo ¢aperonu darbibu (Auluck et al.,
2002). Ir bijusi pétijumi, kuri uzradija arT citu karstuma Soka proteinu saimes izoformu sp&ju
inhibét 6-OHDA induc€to citohroma c atbrivoSanu un apoptozes procesu uzsakumu PC12
Stinu kultira (Gorman et al., 2005). Ari pétijumi no klinikas ar PD pacientu smadzeném
atklaj, ka karstuma Soka kognata protetnam 70 (heat shock cognate; hsc70) un ar lizosomam
asociétais membranas proteins 2A (lysomal-associated membrane protein 2A; LAMP2A) bija
statistiski butiski samazinats substantia nigra strukttara PD pacientiem, kas tiek izskaidrots ar
Caperonu medi&tu autofagijas aktivitati PD pacientu smadzenés (Alvarez-Erviti et al., 2010).
Tomeér ir arT atrodami arT pret&ji dati. Ta pelu modelt ar alfa-sinuklemopatiju HSP70 nespgja
samazinat alfa-sinukleina izraisitos motoros trauc&jumus (Shimshek et al., 2010).
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Mildronata ievadiSana devas 20 mg/kg un 50 mg/kg 2 ned€las palielinaja HSP70
pozitivo §iinu skaitu 6-OHDA grupa salidzinajuma ar 6-OHDA grupu bez mildronata. Sada
konteksta varam spriest, ka mildronats spgj neirodegenerativos apstaklos regulét molekulara
¢aperona HSP70 ekspresiju. Tas ir svarigi, jo karstuma Soka proteinu kopa ar UPS reguléSanu
piedava ka iesp&jamo PD terapiju (Luo et al., 2007). So mildronata ietekmi uz HSP70 varétu
izskaidrot kopa ar ta sp&ju regul@t ubikvitina-proteosomas signalcelu, kas apliikots ieprieksgja
PD pétijuma un publicéts (Klusa et al., 2010).

Miisu pétijuma 6-OHDA samazinaja GDNF ekspesiju STR, bet mildronata devas 20 un
50 mg/kg, ievaditas pirms 6-OHDA injekcijas, spéja GDNF ekspresiju noregulét lidz
kontroles Itmenim (21. att€ls). Interesanti ir arT tas, ka mildronats per se Sajas devas spgja
palielinat GDNF ekspresiju. Ir zinams, ka GDNF, kas tiek producgts gliju $iinas, ir proteins,
kas stimulé dopamina neironu izdzivosanu un diferenciaciju (Krieglstein, 2004, Yasuda and
Mochizuki, 2010). Pétijumos ir atklats, ka hroniska GDNF inflzija sp&ja pasargat no 6-
OHDA inducétajiem deficitiem PD modeli zurkas (Voutilainen et al., 2011). V&l jo vairak,
GDNF inftuzija uzradija dopamintrofisku efektu (TH ekspresijas izdzivojoSos nigralajos
neironos (Gonzalez-Aparicio et al., 2010). Mildronata sp&ja paliclinat GDNF ekspresiju ir
drosaka neka GDNF infuzija, jo GDNF ir milziga molekula, kas rada papildus antigenitates
risku; savukart mildronats ir maza molekula bez antigenitates riska.

Miisu pétijuma uzradijam, ka mildronats 20 un 50 mg/kg normalizé NCAM ekspresiju
lidz kontroles limenim 6-OHDA grupa striatuma (22.attgls). Zurkas substantia nigra, kur 6-
OHDA palielinagja NCAM ekspresiju salidzinajuma ar kontroli, mildronats to normaliz€ja
NCAM ekspresiju tuvu lidz kontroles Iimenim. Jaatzimée, ka mildronats per se deva 20 mg/kg
palielinadja NCAM ekspresiju substantia nigra salidzinajuma ar kontroles grupu. Miisu dati
sakrit ar pétijumu, kura paradits, ka NCAM ir ekspresgjies pastiprinati 6-OHDA bojata
substantia nigra (Nomura et al., 2000). Sis mildronata efekts 6-OHDA bojatas smadzenés ari
ir bitisks, nemot véra NCAM lomu §tnu adh&zija, sinaptiskaja plasticitaté un maciSanas un

atminu veidoSanas procesos (Stoenica et al., 2006).

4.2. Mildronats uzlabo atminu, samazina Ap uzkrajumus un regulée

smadzenu proteinu ekspresiju hipokampa Tg-APPg,p, pelés

Viens no galvenajiem mérkiem $aja p&tijuma bija noteikt, vai mildronata 28 dienu ilga

ievadiSana devas 50 un 100 mg/kg sp&j ietekmét atminas procesus Tg-APPsyp| pelém, ka arf,
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vai mildronats ietekm&é to smadzenu patologiju. Mildronats neictekméja pelu motoro
aktivitati, ka arf bailu limeni atvérta lauka testa un nulles labirinta. Mildronats abas devas
uzlaboja socialo atpazisanu Tg-APPs,p) pelém salidzinajuma ar kontroli — Tg-APPsyp pelém,
kuram ievadija fiziologisko $kidumu. Sis tests parbauda sp&ju atpazit sveSus dzivniekus
socialas grupas, un $ada veida atpaziSana ir saistita ar hipokampa procesiem grauzgjos
(Maaswinkel et al., 1996). Izmainita socializ€Sanas un nesp&ja atpazit citus individus ir
raksturiga iezime AD gadijuma (Alfarez et al.,, 2003), bet tas raksturigs ari citam
neirologiskam saslim$anam ka autismam un Sizofrénijai (Abdi and Sharma, 2004). Tapat
socialas atminas deficiti un izmainas socialaja uzvediba ir cie$i saistitas ar depresiju (Szanto
et al., 2012). Tapéc zalu vielas, kas sp&j uzlabot socialo atpaziSanu var tikt uzskatitas par
labvéligu neirodegenerativo slimibu terapiju.

Udens labirinta testa mildronats tikai deva 50 mg/kg sp&ja uzlabot atminu, toméer nevar
izslégt, ka lielaka deva 100 mg/kg bija ietekm&ta no ta, ka labi iemacijas un atcergjas
platformu piecu dienu laika arT kontroles grupa. V&l viens bitisks atradums bija tas, ka
mildronats deva 50 mg/kg samazinaja AP peptida uzkrajumus hipokampa. Ari lielaka deva —
100 mg/kg uzradija lidzigu tendenci. Misu izmantotais transgénais pelu modeli attistas AP
uzkrajumi gan parenhima, gan ap asinsvadiem, ko sauc par cerebralo amiloidu angiopatiju
(CAA). Més veicam mérijumus gan stratum oriens CA1 hipokampa, kur tur ir gan CAA, gan
parenhimalie AP uzkrajumi sastopami un dentate gyrus, kur sastopami tikai parenhimalie AP
uzkrajumi. Mildronats 50 mg/kg statistiski ticami samazinaja AP abos skatitajos hipokampa
regionos. Mildronats 100 mg/kg nesamazinaja A uzkrajumus.

Interesanti ir arT tas, ka mildronats abas devas palielinaja mikroglijas proteina Iba-1
ekspresiju. Tas var€tu but viens no mehanismiem, kas lava mildronata ietekm& samazinat A3
uzkrajumus hipokampa. Zalu vielas, kas sp€ uzlabot atminas deficitus, samazinot A
uzkrajumus un palielinot mikroglijas aktivitati, ir iepriek$ aprakstitas (Xue et al., 2012).
Jauns, pretickaisumu pasibas uzradijis, savienojums NCX-2216 samazinaja AP uzkrajumus
un palielinaja mikroglijas aktivaciju (Jantzen et al., 2002). Attieciba starp mikrogliju un Ap
agregatus aizvakSanu tomer ir stridiga — dazi pétijjumi ar nesteroida pretiekaisuma lidzekliem,
pieméram, iboprofénu uzradija butisku mikroglijas aktivacijas samazinajumu (CD11b un
CD45 ekspresiju) kopa ar AP agregatu samazinajumu transgénajas APP-PS1 pelés (Lim et al.,
2000). Lidzigi, pétijjuma ar flurbiproféna slapekla donoranalogu HCT-1026 mikroglijas
aktivacija tika samazinata (samazinata MACI1 ekspresija) kopa ar AP agregatiem (van Groen
and Kadish, 2005, van Groen et al., 2011).
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Viena no hipoté€zém par AP agregatu raSanos ir, ka mikroglija aktivacija ir visciesak
saistita ar AD saistito neiroiekaisumu un piedalas tiesi pasliktinot slimibas progresu (McGeer
E. G. and McGeer, 1999, McGeer P. L. and McGeer, 2004). Jaatceras, ka neiroiekaisumam ir
divéjada daba (Eikelenboom and van Gool, 2004) — mikroglijas aktivacija un iekaisums var
ar1 fagocitozes procesam palidzét aizvakt AP uzkrajumus (D'Andrea et al., 2004, Matsuoka et
al., 2001).

Transgénaja pelu modeli, kas pastiprinati ekspres€ APP, péc ibuproféna hroniskas
ievadiSanas, samazinajas gan AP agregatu daudzums, gan neiroiekaisuma markieru ekspresija
— IL-1B un GFAP (Lim et al., 2000). Saja pétijuma mildronats neietekméja GFAP ekspresiju,
bet iesp&jams, ka lielas variacijas grupas ietvaros, nelava atrast atskiribas.

Mildronats neizmainija nevienu no parbauditajiem sinaptiskas plasticitates markieriem
— GAP-43, sinaptofizinu un GAD67. Visticamak nekadas atSkiribas neatradam, jo Western
blota analize tika veikta visa hipokampa, kur imiinhistokimijas metodé atSkiribas bija
novérojamas konkrétas hipokampa lokacijas, pieméram, stratum oriens CAl vai stratum
piramidalajos CA1 neironos.

Holinergiska disregulacija ir agrina AD pazime un ir pamatojuma ar holinergisko
neironu bojaeju, kas iet boja no AP agregatu uzkrasanas hipokampa (Craig et al., 2011).
Enzims AChE ir atbildigs par acetilholina hidrolizi sinaps€ un sp€l€ biitisku lomu sinaptiskaja
signala transdukcija. ST enzima blok&sana bija viena no pirmajam stratégijam uzlabot atminas
trauc&jumus AD pacientos (Martorana et al., 2010). Masu pétijuma mildronats 50 mg/kg, bet
ne mildronata 100 mg/kg grupa, samazinaja AChE ekspresiju CA1 hipokampa. Tas korelé ar
atminas uzlabojumiem mildronata 50 mg/kg grupa salidzinajuma ar mildronata 100 mg/kg
grupu. AChE ekspresijas samazinajums CA1l neironu regiona hipokampa nozimé augstaku
acetilholina Iimeni sinapsé un S§tnu aktivéSanu, kas iesp&jami bija par iemeslu labakam
rezultatam tdens labirinta mildronata 50 mg/kg grupa. Lidzigi — samazinatu AChE pozitivo
nervu Skiedru skaitu atrada zurkam, kuram ievadija mildronatu deva 50 mg/kg un, ta ir grupa,
kurai bija labaks rezultats aktivas izvairiSanas testa (Klusa et al., 2013).

Otrs izskaidrojums, kapéc mildronats spg uzlabot reakcijas socialas atpaziSanas un
tdens labirinta, ir tas, ka mildronats sp& uzlabot asinsriti smadzen&s un tad€jadi uzlabo
$kistosa AP agregatu aizplisanu no smadzeném. Sadu iespgju pielauj Sjakstes et al. (2005)
apskata raksta — ka mildronata CNS efekti ir reguléti ar NO produkciju vaskularaja endotélija,
modificgjot y-butirobetainu un ta estera dalas.

Iesp&jams, ka mildronats sp&j ietekmét t.s. vitagénu mijiedarbibas. Nesenos pétijumos
atklaja, ka L-karnitins un ta metabolits acetil-L-karnitins uzrada neiroprotekciju ar hormétisko
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signalcelu aktivaciju. Tai skaita caur vitagéniem — g€niem, kuri iesaistiti §tinas homeostazes
uzturéSana, stresa apstaklos, ka, pieméram, géni, kas atbild par molekularajiem ¢aperoniem, t.
sk., karstuma Soka proteini (Calabrese et al., 2012). Nevar ignorét, ka mildronatam piemit
struktiiralas Iidzibas, kas lauj tos saukt par karnitina analogu. Papildus janorada, ka mildronats
speja stimulét HSP70 ekspresiju 6-OHDA bojataja striatuma un substantia nigra struktiira
(Isajevs et al., 2011). Mums nav datu, vai un ka mildronats ietekmé HSP sistému AD modeli.
Nemot véra efektus ar acetil-L-karnitinu, varam sagaidit lidzigus efektus — HSP sistémas
stimuléSanu un garozas neironu aizsargaSanu no AP42-medi€ta oksidativa stresa un
neirotoksicitates (Abdul and Butterfield, 2007).

Saja pétijuma apstiprinas, ka mildronats deva 50 mg/kg uzrada visefektivako atminas
uzlabosanos un A agregatu aizvaksanu AD modeli ar Tg-APPs,p; pelém. Lielakaja dala testu
mildronats 50 mg/kg uzradija labakus rezultatus, kas norada uz to, ka mildronata deva 100
mg/kg ir par lielu. Sie efekti varétu biit atkarigi no sugas, jo zurkas mildronata deva 200
mg/kg ir ar aizsargajosu efektu (Svalbe et al., 2011).

Kopsumma iegiitie dati ar Tg-APPgyp; uzrada, ka mildronatam piemit vairaki pozitivi
efekti $aja AD modeli. Mildronats sp€ja uzlabot socialo atpaziSanu, telpisko maciSanos tidens
labirinta un samazinaja AP peptidu agregantu daudzumu hipokampa. Mikroglijas aktivéSana
un AChE ekspresijas samazinasana CA1 regiona hipokampa, liecina, ka mildronatam varétu
piemist terapijas lietderiba ka slimibas modific€josai zalu vielai AD pacientiem. Tg-APPgswp1
pelém 3 — 4 ménesu vecuma nepiemit tau proteina patologija, tapéc nakotnes pétijumos biitu
verts aplikot, vai mildronatam uz tau proteinu varétu bt lidzigs efekts ka uz AB. Nakotnes
prekliniski petijumi ir nepiecieSami, lai saprastu precizak molekularos mehanismus, ar kuriem

mildronats sp&j uzlabot atminu un mazinat AD patologiju.

4.3. Mildronats aizsarga atminu un sinaptisko proteinu ekspresiju

immobilizacijas stresa un haloperidola amneézijas modelZurkam

Saja pétijuma parbaudijam, vai mildronats spgj ietekmét immobilizacijas stresa un
haloperidola raditus atminas traucjumus zurkam un, ka atmina koreleé ar biomarkieru
ekspresiju smadzenés BDNF, AChE un GADG67, kas ir proteini kas sp€lé butisku lomu
sinaptiskaja plasticitate. Saistiba starp Siem diviem modeliem nosaka apstaklis, ka hroniska
antipsihotisku zalu vielu lietoSana ir ari stress organismam (Lipska et al., 2001). Proteina
ekspresijas parbauditas hipokampa un striatuma, kas ir pret stresu jutigakas smadzenu
struktiiras (Giachero et al., 2013, Nooshinfar et al., 2011, Robinson et al., 2013). Mildronata
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deva $aja petijuma bija 50 mg/kg, jo ta bija uzradijusi visefektivakos rezultatus ieprieksejos
petijumos.

legitie dati ar mildronatu amnézijas modelos ar stresu un haloperidolu uzrada, ka
mildronatam piemit sp&ja aizsargat atminu. Immobilizacijas stress, kas ilga 2 h izraisija
trauc&jumus zurkas atmina, tika parbaudits pasivas izvairiSanas testa. Tas sakrita ar BDNF
ekspresijas pieaugumu gan hipokampa, gan striatuma. Sie dati sakrit ari ar citu autoru
pétijumiem (Marais et al., 2009, Nooshinfar et al., 2011). Mildronats reversgja atminas
traucgjumus stres€tajiem dzivniekiem un normaliz€ja BDNF ekspresiju lidz kontroles
Iimenim hipokampa un striatuma.

Zinams, ka hronisks stress ar paaugstinatu glutikortikoidu daudzumu asinis spgj veicinat
neironu bojaeju, seviski hipokampa (McEwen and Sapolsky, 1995). Nesenaki dati uzrada, ka
kopa ar stresu un atminas pasliktinaSanos samazinas Stinas adh&zijas molekulas nektina-3
(Wang X. D. et al., 2013), sinaptofizina (Jin et al., 2013) ekspresija. Loti daudzi p&tijumi
norada tieSi uz BDNF ekspresijas izmainam (Licinio and Wong, 2002, Smith et al., 1995).
BDNF ir loti svarigs neirotrofiskais faktors $iinas izdzivoSanas procesos, tai skaita tas ietekme
transkripciju, ieksSSiinas transportu, sekréciju, proteolitisko procesos un receptoru signala
transdukciju. Tas viss padara BDNF par atslégas molekulu aktivitates atkarigaja sinaptiskaja
plasticitate (Sakata and Duke, 2014). Atkariba no stresa stimula intensitates ir mainita BDNF
ekspresija: hronisks stress samazina BDNF ekspresiju, ka pieméram 8 h ilgs imobilizacijas
stress (Smith et al., 1995, Ueyama et al., 1997), bet akits jeb isa laika stress (Iidz 60
miniitém), izraisa ievérojamu BDNF ekspresijas palielinasanos Zurku hipokampa, tacu ilgaks
stress (vismaz 180 mintites) — BDNF ekspresijas samazinasanos (Marmigere et al., 2003).
BDNF mRNS ir paaugstinats ari maciSanas/trenina procesos un istermina vai ilgtermina
atminas veidoSanas laika (Huang et al., 2006, Mizuno et al., 2003), un ar samazinatu BDNF
daudzumu smadzenés ir sliktaki rezultati maciSanas un atminas testos pieaugusam zurkam
(Mu et al., 1999).

Misu stresa eksperimenta mildronats noregul€ja Iidz kontroles Itmenim ari GAD67
ekspresiju hipokampa, kas bija biitiski paaugstinats stres€tajos dzivniekos. Paaugstinata
GADG67 ekspresija hipokampa un citos smadzenu regionos stresa apstaklos ir paradita ari
ieprieks$€jos pétijumos (Bowers et al.,, 1998). Nekadas GAD67 izmainas gan netika
konstat€tas striatuma, un ar1 mildronats neietekméja ta ekspresiju Saja smadzenu struktiira.

Citos pétijumos ir uzradits, ka akiits stress izmaina holinergisko metabolismu caur

transkripcijas faktoru c-Fos (Kaufer et al., 1998). Mgs sava pétijuma konstate§jam AChE
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ekspresijai stresa apstaklos pret€jus rezultatus: palielinajumu striatuma, bet samazinasanos
hipokampa. Mildronats pats ar sevi neietekméja AChE ekspresiju salidzinajuma ar kontroli.

Savukart haloperidola amnézijas pétijuma, kur haloperidolu zurkam ievadijam 3
nedélas, BDNF un AChE ekspresija bija samazinata hipokampa, salidzinot ar kontroli.
Mildronats normaliz€ja BDNF un AChE ekspresiju Iidz kontroles Iimenim, kas korelgja ar
uzlabojumu Barnes labirinta testa salidzinajuma ar haloperidola grupas zurkam bez milronata.
Haloperidola ievadiSana neietekmé&ja GAD67 ekspresiju hipokampa, ka arT ne mildronata
ievadiSana.

BDNF ekspresijas samazinasanas haloperidola ietekmé ir aprakstita jau ieprieks (Lipska
et al., 2001, Nandra and Agius, 2012), lai gan ir ari pétijumi, kur haloperidols BDNF
ekspresiju neietekmé (Valvassori et al., 2008). lzmainas holinergiskaja aktivitaté no
haloperidola ilgstosas lietosanas ir labi aprakstitas ari citu p&tijumos (Mahadik et al., 1988,
Terry et al., 2007a, Terry et al., 2007b).

legitie rezultati ar AChE ekspresijas samazinaSanos haloperidola ietekmé varétu bt
izskaidrojami ar haloperidola specifisko antagonismu uz dopamina receptoriem, kas tadgjadi
apstadina dopaminergisko signala transdukciju $tna. Samazinoties dopaminergiskai
aktivitatei, tiek nopemta inhib&josa ietekme uz holinergisko sisttmu un ta var aktivéties.
Savukart aktivéta holinergiska sistéma ir atkariga arT no samazinatas AChE ekspresijas, jo
AChE, ka zinams, inaktivé acetilholinu. Cilvékos S$ads disbalanss starp dopaminu un
acetilholinu ir atrodams PD pacientos. Zurkas atminas pasliktinasanas no haloperidola
hroniskas lietoSanas ir saskapa ar atminas traucg€jumiem Sizofrénijas pacientiem, kas arl
pastiprinas no haloperidola hroniskas lictosanas (Desamericq et al., 2014).

Mildronats $aja gadfjuma spéja balansét dopaminergisko un holinergisko sistemu. ST
mildronata 1pasiba var papildus Iidzet ekstrapirimidalu simptomu mazinaSanai, kas rodas no
dopamina receptoru antagonistu ilgstoSas lietoSanas.

Promocijas pétijums atklaj un apstiprina mildronata sp&ju aizsargat no stresa un
haloperidola izraisitiem atminas trauc€jumiem un, S$is izmainas korel€ja ar protetnu
ekspresijas regulaciju, kas ir iesaistiti sinaptiskaja plasticitaté un lidz ar to palidz atminas
veidoSanas procesos. Lai gan stress un haloperidols izraisija atSkirigu efektu uz BDNF
ekspresiju, tomér mildronats abos gadijumos spé&ja to noregulét Iidz kontroles limenim. BDNF
ir svarigs mérkproteins, seviski tapéc, ka neironiem nepiecieSama balanséta BDNF ekspresija.

Palielinata BDNF ekspresija pasliktina atminu (Nooshinfar et al., 2011).
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4.4. Mildronata pozitivie efekti apmacibas modeli

Mildronata jau 7 dienu ilga ievadiSana deva 50 mg/kg pirms aktivas izvairiSanas testa
apmacibas palielinja pareizo atbilzu skaitu, ka arT samazinaja latento periodu. Sie dati korele
ar palielinatu BrdU/nestina pozitivo Stnu skaitu hipokampa. BrdU iekluSana DNS
prolifergjosajas hipokampa §tinas ir laba metode jaunu neironu noteiksanai, kas var liecinat ar1
par aktiviem kognitiviem procesiem smadzenés (Sahay et al., 2011). Mildronats kombinacija
ar apmacibu palielinaja BrdU/nestina pozitivo Stinu skaitu aptuveni 4-kartigi, salidzinot ar
netrenétajam kontroles Zurkam un netrenéto mildronata grupu, un 2-kartigi, salidzinot ar
trenéto kontroles grupu. Saja konteksta ir vérts piemingt ieprieks iegitos rezultatu, kura
mildronats sp&ja palielinat pieauguSu zurku striatuma progenitoro Siinu populacijas
biomarkieri Notch-3 un palielinat gliju neirotrofo faktoru GDNF 6-OHDA izraisita PD
modeli.

Lai vairak noskaidrotu par mildronata iesp&jamiem molekularajiem mehanismiem, kas
uzlaboja atminu, noteicam dazadu biomarkieru ekspresiju — GAD65/67, AChE, GAP-43 un c-
jun/AP-1 hipokampa, jo atminas veido$ana notiek vesela virkne sinaptisko proteinu aktivacija
un pastiprinata ekspresija. Liela vairuma gadijumu $o proteinu aktivéSana sakas ar glutamatu
un ta mijiedarbibu ar dazadiem glutamata receptoriem, kam seko proteinu kinazu aktivacija,
CREB aktivacija, izmainas génu transkripcija, noslédzoties ar de novo proteinu ekspresiju
(Wang H. et al.,, 2006). Glutamatergiskie signalceli sp€lé bitisku lomu sinaptiskaja
plasticitaté, kas ir tiesi saistita ar maciSanos un atminu veidoSanos (Riedel et al., 2003).

Saja péetfjuma atklajam 2-kartigu GAD65/67 ekspresijas palielinajumu hipokampa
apmacibas kontroles Zurkas, salidzinot ar netrenétajam kontroles Zurkam. Savukart mildronats
apmacibas grupa ir samazinajis GADG65/67 ekspresiju hipokampa aptuveni 4-kartigi,
salidzinot ar apmacibas kontroles grupu. Var diskutét, vai mildronats sp&j pastiprinat
glutamatergisko signalcelus $aja apmacibas modeli, mazinot enzima GADG65/67 iesp&ju
parverst glutamatu inhib&joSaja GABA.

Holinergiskas sistémas stimuléSana ari var€tu bt iemesls atminas uzlaboSanai, jo
mildronata ievadiSana samazinaja enzima AChE pozitivo nervu Skiedru skaitu hipokampa
apmacibas grupa, salidzinot ar kontroles netren&to grupu. Holinergiska sisttma kopa ar
glutamatergisko ir tieSi saistitas ar sinaptisko plasticitati, ka arT kritiski atminas trauc&jumos,
kas ir manami neirodegenerativajas slimibas (Conner et al., 2005, Origlia et al., 2008). AChE
inaktivé neirotransmiteri acetilholinu, un 81 enzima inhibicijas zalu vielas ir jau plasi

izmantotas atminu trauc€jumiem Alcheimera slimibas pacientiem (Shioda et al., 2011). AChE
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mazinoSu efektu mildronats uzradija ari Tg-APPsyp; pelu modeli, kur ari atradam atminu
uzlabojosu efektu peleém socialas atpaziSanas testa un tidens labirinta.

Sinaptiskaja plasticitate ir iesaistits art GAP-43 proteins, kas ekspres€jas hipokampa un
piedalas pieredzes raditaja sinaptiskaja plasticitaté (Benowitz and Routtenberg, 1997). GAP-
43 mRNS izplatiba nervu terminal&s norada uz aksonalo augsanu un jaunu sinapsu veidoSanos
(Casoli et al., 2002). Saja apmacibas modeli GAP-43 ekspresija paliclinajas hipokampa
apmacitajam zurkam, salidzinot ar neapmacito zurku grupas hipokampiem kontroli un
neapmacito zurku mildronata grupai.

Parbaudot transkripcijas faktora c-jun/AP-1 ekspresiju hipokampa un atklajam, ka
apmacibas modeli bija tendence uz palielinatu ekspresiju, bet mildronats kombinacija ar
apmacibu palielinaja c-jun/AP-1 eskpresiju hipokampa, salidzinot ar neapmacito kontroli.

Iegttie dati norada uz mildronata pozitivo efekto stimulét jaunu iemanu iemaciSanos un
atminas apjoma palielinaSanos apmacitam zurkam, un ta mehanismi saistami ar sinaptisko
proteinu ekspresiju stimulé$anu un glutamatergiskas un holinergiskas sist€mas atslégenzimu

regulaciju.

4.5. AP-12 Skérso hematoencefalisko barjeru, nonem bailes, uzlabo
telpisko atminu un stimulé glutamatergisko signalcelu hipokampa

Tg'APPSWm un C57BL/6J pelés

Ieprieks€jie petijumi ar DHP derivatu cerebrokrastu devas 0,05 — 1 mg/kg i.p. uzradija
atminu stimul&josu efektu dazados neirodeficita modelos (Klusa, 1995, Rumaks et al., 2012),
pretiekaisuma (Klegeris et al., 2002, Pupure et al., 2008b) un mitohondrijus aizsargajo$u
darbibu (Klimaviciusa et al., 2007). Sie rezultati lauj spriest, ka DHP derivati ne vien
mijiedarbojas ar dazadiem receptoriem un jonu kanaliem (Triggle, 2003), bet var arT ietekm&t
smadzenu protetnu ekspresiju.

Saja pétijuma iegitie dati uzradija, ka hroniska AP-12 ievadisana C57BL/6J pelem
deva 0,1 mg/kg uzlaboja telpisko atminu treSaja un ceturtaja trenina diena tidens labirinta.
Atskiribas nenovéroja piektaja diena, kas, iesp&jams, ir no ta, ka ari kontroles grupa tika
sasniegts maciSanas efekts. Uzlabojums tidens labirinta sakrita ar enzima GAD67 un Homer-1
proteina ekspresijas palielinasanos hipokampa. Atskiriba no tidens labirinta, izmainas GAD67
un Homer-1 ekspresija tika detektétas abas 0,1 and 1 mg/kg devas, kas norada uz to, ka

proteinu ekspresija ir jutigaks raditajs AP-12 ietekmei smadzenés neka uzvedibas izmainas.
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Uzvedibas izmainas rodas no kop€jas smadzenu mijiedarbibas starp struktiiram, un tapéc
mazak paklaujas izmainam neka protetnu ekspresijas izmainas.

Enzima GADG67 ekspresijas palielinasanas hipokampa norada, ka AP-12 iesp&jams
veicina neirotransmiteru GABA sintézi. AP-12 sp&ja uzlabot telpisko atminu C57BL/6J pelés
ir dal&ji izskaidrojama ar GABAergisko signalcelu aktivitati, jo jau iepriek$ ir atklata So
neironu ietekme atminas nostiprinasana (Lecourtier et al., 2011, Makkar et al., 2010).
GABAergisko procesu loma ir uzradita ari atmigu uzlabojosam DHP derivatam -
cerebrokrastam (Klusa, 1995).

Transgénajas APPswepi pelés parbaudija tikai vienu devu 1 mg/kg piepemot, ka
transgénajiem dzivniekiem ar AD patalogiju nepiecieSama augstaka deva. Ari Tg-APPsup)
pelés AP-12 uzlaboja telpisko atminu Gdens labirinata, kas bija redzams, sakot ar treSo lidz
piektai trenina dienai.

Lidzigi ka C57BL/6J pelém, transgénas péc AP-12 deva 1 mg/kg ievadiSanas uzradija
paaugstinatu GAD67 ekspresiju hipokampa. Tomér C57BL/6J pelém tika uzradita tikai
tendence pavadit ilgaku laiku atvertaja platforma, bet Tg-APPsypi peles AP-12 uzradija
anksiolitisku efektu, pavadot vairak laika atvertaja platforma neka kontroles dzivnieki. ST
GABAergiska aktivacija ir svariga, jo GABA signala transdukcija ir samazinata AD pacientu
smadzenés (Limon et al., 2012). Ir zinams, ka atminas progresg€josa pasliktinasanas, bailes un
depresija ir loti raksturigi AD agrinie simptomi (Horning et al., 2014) un vajadziba tos
mazinat ir loti sarezgits terapijas uzdevums (Rosenberg et al., 2013). Tapéc AP-12 atrastas
anksiolitiskas un atminu uzlabojoSas ipaSibas Tg-APPsypi pelém ir laba kombinacija ka
mazinat raksturigos AD uzvedibas traucgjumus.

C57BL/6J pelés AP-12 izmainija ekspresiju vél vienam biitiskam proteiTnam Homer-1,
bet tadas atSkiribas netika atrastas Tg-APPsyp pelés. Nebija izmainas ekspresija starp grupam
ari AChE ekspresijai. legitie dati norada, ka GAD67 paaugstinata ekspresija ir bijis ka
galvenais iemesls uzlabojumiem telpiskaja atmina, ka arT anksiolitiskajam efektam.

Tg-APPsypi pelu hipokampa AP-12 neietekméja AP uzkrajumu daudzumu. Japiemin,
ka hipokamps ir strukttira, kura agrini uzkrajas toksiskie AP peptidi AD (Braak and Braak,
1998). Tada nozimé jautajums, kura no DHP savienojuma struktiram spgj samazinat Af}
agregatu daudzumu, paliek atvérts nakotnes petijumiem. Ta piem&ram, no jau labi zinamajiem
DHP savienojumiem, ka nilvadipins, amlodipins and nifedipins, kuriem visiem piemit sp&ja
Skérsot hematoencefalisko barjeru, un, kuriem piemit antihipertensivas ipasibas un spgja
uzlabot atminu, tikai nilvadipins ir uzradijis sp&ju samazinat AP agregatu daudzumu AD
modeli (Paris et al., 2011). ST ipasiba DHP-tipa zalu vielam ir uzradita, ka Joti batiska atminas
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uzlabosana PD (Becker et al., 2008, Ritz et al., 2010, Simon et al., 2010) un AD gadijumos
(Anekonda and Quinn, 2011).

Misu iegutie dati no masas spektrometra uzrada, ka C57BL/6J pelu smadzengs ir
detekt&jams AP-12 savienojums péc AP-12 i.p. ievadiSanas deva 1 mg/kg, un norada, ka AP-
12 skérso hematoencefalisko barjeru. AP-12 bija detektéjams smadzenu homogenata zema
koncentracija 0,084 ng/ml.

Var spriest, ka AP-12 struktiiras un fizikali kimiskas ipasibas ir batiskas §i
savienojama spé&jai Skérsot hematoencefalisko barjeru: lipofila 4-(N-dodecil) piridina grupa un
DHP gredzens ka nes€jmolekula, kas dod iesp€ju secinat, ka AP-12 deva ir bijusi pietiekama,
lai izmainTtu proteinu ekspresiju un uzlabotu macisanos un atminu dzivniekos.

Nevar izslegt, ka AP-12 pozitivie efekti, iesp&jams, notiek ar cerebrovaskularas
dilatéSanas palidzibu, jo AP-12 ir uzradijis kalcija kanalu blokéSanas aktivitati vaskularaja
Stnu linija (Rucins et al., 2014). AP-12 var tikt uzskatits ka mazas molekulas prototips jaunu
zalu vielu radiSana, kas sp&jigas apstadinat neirodegeneracijas kliniskos simptomus (bailes un

atminu traucgjumus).
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5. SECINAJUMI

. Parkinsona slimibas modeli zurkam karnitina atvasinajums (carnitine congener)
mildronats spg€ja aizsargdt dopamina producgjoso Sunu bojaeju (TH ka
biomarkieris) un regulét to proteinu ekspresiju striatuma un substantia nigra, kas
iesaistiti $Gnas izdzivoSanas procesos: proliferacija iesaistito Notch-3, astroglijas
GFAP, iekaisuma iINOS, mikroglijas Iba-1, molekularo ¢aperonu HSP70,
ubikvitinu, neirotrofo faktoru GDNF un adh&zijas molekulu NCAM.
Neiroprotektgjosas mildronata devas ir ievérojami mazakas (20 - 50 mg/kg) neka
ieprieks aprakstitas devas kardioprotekcijai (100 — 200 mg/kg).

Alcheimera slimibas modeli Tg-APPsyp mildronats (50 mg/kg) uzlaboja socialo
atpaziSanu un telpisko atminu tdens labirinta. Mildronats samazinaja AP peptidu
uzkrajumus hipokampa, ka ari palielindja mikroglijas aktivitati (Iba-1 palielinata
ekspresija) un samazinaja enzima AChE ekspresiju hipokampa.

. Imobilizacijas stresa apstaklos mildronats aizsargdja pret atminas pasliktinaSanos
pasivas izvairiSanas testa un normaliz€ja BDNF, AChE un GADG67 ekspresiju
hipokampa.

Hroniskas neiroleptiskas vielas haloperidola izraisitaja amnézijas modeli zurkam
mildronats noveérsa telpiskas atminas deficitu un normaliz€ja BDNF un AChE
ekspresiju hipokampa.

. Mildronats stimul&ja Zurku apmacibas un atminas procesu veidoSanos aktivas
izvairiSanas testa, kas korelgja ar BrdU/nestina pozitivo Stinu skaitu pieaugumu
hipokampa, ka ar1 reguléja GAD65/67 ekspresiju, palielindja ar augSanu asociéta
proteina GAP-43 un palielinaja transkripcijas faktora c-jun/AP-1 ekspresiju.

. Jaunais dihidropiridina atvasinajums AP-12 spgj skérsot hematoencefalisko
barjeru. AP-12 ievadisana (0,1 un 1 mg/kg) samazinaja bailes un uzlaboja atminu

Tg-APPswpi pelém, ka arT stimulgéja GAD67 un Homer-1 ekspresiju hipokampa.

. Mazas molekulas mildronats un AP-12 ar uzladétiem struktiiras elementiem var

tikt uzskatiti ka prototipi jauna tipa neiroprotektivo zalu vielu dizaina, lai regulétu
intracelularos procesus jau agrinas neirodegeneracijas fazes, tai skaita, noveérSot

atminas traucgjumus.
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