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ANOTĀCIJA 

 

Pieaugošā neirodeģeneratīvo slimību izplatība un ar šīm slimībām saistīto atmiľas un 

dzīves kvalitātes pasliktināšanās joprojām aktualizē jaunu farmakoterapijas stratēģiju un zāļu 

vielu meklējumus. Alcheimera slimība, Pārkinsona slimība ir visbieţāk sastopamās 

neirodeģeneratīvās slimības, kuras rada nopietnas sociālas un ekonomiskas problēmas. 

Molekulārajā līmenī ir noskaidrots, ka neirodeģeneratīvajos procesos ir izmainīta 

vairāku sinaptiskās plasticitātes proteīnu ekspresija. Promocijas darba mērķis bija noskaidrot, 

vai mazās molekulas – mildronāts un jauns 1,4-dihidropiridīna (DHP) savienojums AP-12 

spēj iedarboties uz vairākiem šūnas regulējošajiem proteīniem, lai aktivētu reģeneratīvos 

procesus centrālajā nervu sistēmā, un tādējādi aizsargātu no atmiľu traucējumu attīstības. 

Promocijas darba ietvaros parādīta mildronāta efektivitāte normalizēt smadzeľu 

proteīnu ekspresijas, kas izmainītas Alcheimera un Pārkinsona slimības modeļos, kā arī stresa 

un haloperidola modeļos, kas galvenokārt skar sinaptisko plasticitāti un šūnas dzīvotspēju. 

Apmācības modelī mildronāts veicināja šūnas proliferāciju hipokampā un ietekmēja 

sinaptiskajā plasticitātē iesaistītos proteīnus. DHP atvasinājums AP-12 tika pārbaudīts 

Alcheimera slimības modelī, kur tas uzrādīja spēju uzlabot telpisko atmiľu un ietekmēt 

proteīnu ekspresiju hipokampā, kas ir galvenā atmiľas veidošanās struktūra. 

Darbā iegūtie dati ļauj secināt, ka mildronāts un AP-12 ar uzlādētiem struktūras 

elementiem var tikt uzskatīti kā prototipi jauna tipa neiroprotektīvo zāļu vielu dizainā, lai 

regulētu intracelulāros procesus jau agrīnās neirodeģenerācijas fāzes, tai skaitā, novēršot 

atmiľas traucējumus. 

Atslēgvārdi: mildronāts, dihidropiridīna savienojums AP-12, centrālā nervu sistēma, 

neirodeģenerācija, sinaptiskā plasticitāte, proteīnu ekspresija 
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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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SAĪSINĀJUMI 

Aβ  amiloīda beta peptīds (amyloid-beta peptide) 

AChE  acetilholīnesterāze (acetylcholinesterase) 

aCSF  mākslīgais cerebrospinālais šķīdums (artificial cerebrospinal fluid) 

AD  Alcheimera slimība (Alzheimer’s disease) 

α-TUB  alfa-tubulīns (alpha-tubulin) 

ANOVA  dispersijas analīze (analysis of variance) 

APP  amiloīda prekursora proteīns (amyloid precursor protein) 

AP-12 1-dodecil-3’-5’-bis-etoksikarbonil-2’-6’-dimetil-1’,4’-dihidro-[3,4’]bipiridinil-

1-ium bromīds 

ATF  adenozīna trifosfāts 

BDNF  smadzeľu neirotrofais faktors (brain derived neurotrophic factor) 

BrdU  bromodeoksiuridīns (5-bromo-2’-deoxyuridine) 

CAA  cerebrālā amiloīdu angiopātija (cerebral amyloid angiopathy) 

CAR  aktīvās izvairīšanās tests (conditioned avoidance response) 

CNS  centrālā nervu sistēma 

CREB cAMP atbildes elementu saistošais proteīns (cAMP response element-binding 

protein) 

DHP  dihidropiridīns 

D2  dopamīna 2 receptors 

GABA  γ-aminosviestskābe (γ-Aminobutyric acid) 

GAD 67 glutamāta dekarboksilāze 67 (glutamate decarboxylase 67) 

GAP-43 ar augšanu asociētais proteīns 43 (growth associated protein 43) 

DNS  dezoksiribonukleīnskābe 

GBB  γ-butirobetaīns 

GDNF  gliju šūnu neirotrofais faktors (glial derived neurotrophic factor) 

GFAP  gliju fibrillārais skābais proteīns (glial fibrillar acidic protein) 

Hal  haloperidols 

HPLC augstas izšķirtspējas šķidruma hromatogrāfija (high-performance liquid 

chromatography) 

HSP70  karstuma šoka proteīns 70 (heat shock protein 70) 

Iba-1 jonizētā kalcija saistošā adaptora molekula 1 (ionized calcium binding adaptor 

molecule 1) 

i.p.  intraperitonāli (intraperitoneally) 
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IHC  imūnhistoķīmija 

iNOS  inducējamā slāpekļa oksīda sintāze (inducible nitric oxide synthase) 

LTP   ilgtermiľa stimulēšana (long-term potentiation) 

MTPT 1-metil-4-fenil-1,2,3,6-tetrahidropiridīns (1-methyl-4-phenyl-1,2,3,6-

tetrahydropyridine) 

mRNS  mesendţera ribonukleīnskābe 

NADH  nikotīnamīda adenīndinukleotīds 

NCAM neirālo šūnu adhēzijas molekula (neural cell adhesion molecule) 

PAR  pasīvās izvairīšanās tests (passive avoidance response) 

PD  Pārkinsona slimība (Parkinson’s disease) 

SAL  fizioloģiskais šķīdums (saline) 

S.E.M. vidējās aritmētiskās vērtības standartkļūda (standard error of the mean) 

SDS  nātrija dodecilsulfāts (sodium dodecylsulphate) 

SN  substantia nigra 

STR  striatums (striatum) 

SYN  sinaptofizīns 

TEMED N, N, N’,N’- tetrametiletilēndiamīns (N, N, N’,N’- tetrametyletilendiamine) 

Tg  transgēns 

TH  tirozīna hidroksilāze (tyrosine hydroxylase) 

6-OHDA 6-hidroksidopamīns (6-hydroxydopamine) 

  



9 

 

PUBLIKĀCIJAS UN ZIĽOJUMI PAR PROMOCIJAS 

DARBA TĒMU 

Publikācijas 

I. Jansone B, Kadish I, van Groen T, Beitnere U, Moore D R, Plotniece A, 

Pajuste K, Klusa V. A novel 1,4-dihydropyridine derivative improves spatial learning and 

memory and modifies brain protein expression in wild type and transgenic APP. PLoS One. 

2015 Jun 4;10(6):e0127686. doi: 10.1371/journal.pone.0127686. eCollection 2015.  

II. Beitnere U, Dzirkale Z, Isajevs S, Rumaks J, Svirskis S, Klusa V. Carnitine 

congener mildronate protects against stress - and haloperidol-induced impairment in memory 

and brain protein expression in rats. Eur. J. Pharmacol. 2014 Dec 15;745:76-83. doi: 

10.1016/j.ejphar.2014.10.014. Epub 2014 Oct 17 

III. Beitnere U, van Groen T, Kumar A, Jansone B, Klusa V, Kadish I. Mildronate 

improves cognition and reduces amyloid-β pathology in transgenic Alzheimer's disease mice. 

J Neurosci Res. 2014 Mar; 92(3):338-46. doi: 10.1002/jnr.23315.  

IV.  Klusa V, Beitnere U, Pupure J, Isajevs S, Rumaks J, Svirskis S, Dzirkale Z, 

Kalvinsh I. Mildronate and its neuroregulatory mechanisms: targeting the mitochondria, 

neuroinflammation, and protein expression. Review. Medicina (Kaunas). 2013; 49 (7):301-9. 

V.  Klusa V, Muceniece R, Isajevs S, Isajeva D, Beitnere U, Mandrika I, Pupure 

J, Rumaks J, Jansone B, Kalvinsh I, Vinters HV. Mildronate enhances learning/memory and 

changes hippocampal protein expression in trained rats. Pharmacol Biochem Behav. 2013 

May; 106:68-76. doi: 10.1016/j.pbb.2013.03.012. Epub 2013 Mar 26. 

VI. Isajevs S, Isajeva D, Beitnere U, Jansone B, Kalvinsh I, Klusa V. Mildronate 

as a regulator of protein expression in a rat model of Parkinson's disease. Medicina (Kaunas). 

2011; 47 (10):552-9. 

VII.  Klusa V, Isajevs S, Svirina D, Pupure J, Beitnere U, Rumaks J, Svirskis 

S,Jansone B, Dzirkale Z, Muceniece R, Kalvinsh I, Vinters HV. Neuroprotective properties of 

mildronate, a small molecule, in a rat model of Parkinson's disease. Int J Mol Sci. 2010 Nov 

9; 11 (11):4465-87. doi: 10.3390/ijms11114465. 

 

Ziľojumi 

Starptautiskās konferencēs 

1. Jansone B, Kadish I, van Groen T, Beitnere U, Plotniece A, Moore D R, 

Pajuste K, Klusa V. Cognitive-enhancing effect of the novel 1,4-dihydropiridine derivative in 

http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/24273007
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/24375241
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/23537732
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/22186119
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Klusa%20VZ%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=21151450
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Isajevs%20S%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=21151450
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Svirina%20D%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=21151450
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Pupure%20J%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=21151450
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Rumaks%20J%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=21151450
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Svirskis%20S%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=21151450
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Svirskis%20S%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=21151450
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Jansone%20B%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=21151450
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Dzirkale%20Z%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=21151450
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Muceniece%20R%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=21151450
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Kalvinsh%20I%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=21151450
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Vinters%20HV%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=21151450
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/21151450


10 

 

male C57Bl/6Jmice. World Congress on NeuroTherapeutics (DDDN) Dilemmas, Debates, 

Discussions. September 4
th

 – 7
th

, 2014, Basel, Switzerland.  

2. Beitnere U, Dzirkale Z, Isajevs S, Timšāne S, Svirskis S, Klusa V. Effect 

Carnitine-mimicking drug mildronate protects against haloperidol-induced disturbances in 

memory and brain protein expression. Neuronus 2014 IBRO & IRUN Neuroscience 

Forum.April 25
th

 – 27
th

, 2014, Krakow, Poland. 

3. Beitnere U, Mandrika I, Isajevs S, Isajeva D, Pupure J, Švarcbahs R, Rumaks 

J, Svirskis Š, Jansone B, Muceniece R, Kluša V. Influence of Mildronate, an aza-

butyrobetaine analogue, on the expression of trained-rat hippocampal proteins. 7th 

International Symposium on Neuroprotection and Neurorepair. May 2
nd 

- 5
th

 2012, Potsdam, 

Germany. Abstract-XCD, PIII-33.  

4. Beitnere U, Isajevs S, Svirina D, Sausa S, Rostoka E, Klusa V. 

Neurorestorative properties of mildronate in the rat model of Parkinson’s disease. 24th 

European College of Neuropsychopharmacology (ECNP) Congress. September 3
rd

-7
th

, 

2011, Paris, France. Abstract, J. European College of Neuropsychopharmacology, 2011, 

vol.21, Suppl. 3, S268-S269.  

5. Paskevica A, Isajevs S, Svirina D, Pupure J, Rumaks J, Svirskis Š, Dzirkale Z, 

Beitnere U, Jansone B, Klusa V. Long-term effects of mildronate on the protein expression 

in a rat model of Parkinson’s disease. 10th International Conference on Alzheimer's and 

Parkinson's Diseases, March 9
th

-13
th

, 2011, Barselona, Spain. Poster presentations NR 502. 

S. Karger, Medical and Scientific Publishers, 1067 pp. 

6. Isajevs S, Svirina D, Pupure J, Rumaks J, Svirskis Š, Jansone B, Beitnere U, 

Sauša S, Kluša V. Mildronate’s neuroprotective action mechanisms in Parkinson’s diseases 

model. United Latvian World III congress. October 24
th

 – 27
th

, 2011, Riga, Latvia. Abstract 

book Nr 29 

7. Klusa V, Pupure J, Isajevs S, Svirina D, Beitnere U, Jansone B, Rumaks J, 

Svirskis S, Vilskersts R, Kalvinsh I. Neuroprotective effect of mildronate, a mitochondria-

targeted drug, in Parkinson’s disease model in rats. 16th World Congress on Basic and 

Clinical Pharmacology „Bridging Basic and Clinical Pharmacology‖, Basic and Clinical 

Pharacology and Toxicology, July 17
th

-23
rd

, 2010, Copenhagen, Denmark. 107 (Suppl.1), 

Paper No. 1746, 1465 pp. 

8. Klusa V, Isajevs S, Pupure J, Svirina D, Rumaks J, Svirskis S, Jansone B, 

Muceniece R, Dzirkale Z, Beitnere U, Kalvinsh I. Neuroprotective activity of small 

molecule mildronate in Parkinson’s disease rat model: focus on neuronal and glial markers. 



11 

 

10th International Neuroimmunology Congress, October 25
th

-30
th

, 2010, Barcelona (Sitges), 

Spain. Poster presentations 106; Journal of Neuroimmunology (2010), vol 228/1-2: 176. 

 

Vietējās konferencēs  

1. Folkmane E, Beitnere U, Timšāne S, Dzirkale Z, Kluša V. Regulation of 

Hippocampal BDNF expression by mildronate in haloperidol-amnesia test in rats. Latvijas 

Universitātes 72. Zinātniskās konferences Medicīnas sekcija. 14. februāris, 2014. Tēţu 

apkopojums, 26. lpp. 

2. Beitnere U, Mandrika I, Isajevs S, Isajeva D, Švarcbahs R, Rumaks J, Svirskis 

Š, Jansone B, Muceniece R, Kluša V. Proteīnu ekspresijas modifikācijas trenētām ţurkām. 

Latvijas Universitātes 70. Zinātniskās konferences Medicīnas sekcija. 2. februāris, 2012. gads. 

Tēţu apkopojums, 26. lpp 



12 

 

IEVADS 

Pieaugošā neirodeģeneratīvo slimību izplatība un ar šīm slimībām saistītā kognitīvo 

spēju un dzīves kvalitātes pasliktināšanās joprojām aktualizē jautājumus par jaunu 

neiroprotektantu meklējumiem. 

Neirodeģeneratīvās slimības - Alcheimera slimība, Pārkinsona slimība u.c., kas izraisa 

smagus kognītīvos traucējumus līdz pat demencei, ir problēma visā pasaulē ne vien 

slimniekam un tuviniekiem, bet visai sabiedrībai (Wimo et al., 2013). Zāļu vielu meklējumi, 

kas spētu aizsargāt neironus un sinapses no bojājumiem, kas savukārt ietekmē atmiľas 

procesus, vēl joprojām ir 21. gadsimta izaicinājums zinātnē. Ir zināms, ka līdzīgi no atmiľas 

traucējumiem cieš pacienti pēc insulta, šizofrēnijas slimnieki, lietojot spēcīgus neiroleptiķus, 

kā arī pēc hroniska stresa. 

Līdz šim lietotie medikamenti spēj tikai īslaicīgi aizkavēt redzamos neirodeģeneratīvo 

slimību simptomus, kamēr neironi progresīvi turpina iet bojā, pasliktinot kognitīvās spējas. 

Piemēram, Pārkinsona slimības farmakoterapijā visizmantotākā zāļu viela levodopa tikai uz 

laiku var aizvietot iztrūkstošo dopamīnu, bet daudzās blaknes, īpaši diskinēzijas, kā arī 

nespēja apturēt dopamīna producējošo šūnu bojāeju (Poewe et al., 2010), liek apšaubīt šādu 

zāļu vielu plašu pielietošanu.  

Mūsdienu skatījumā ir liela nepieciešamība radīt tādas zāļu vielas, kas spētu iedarboties 

uz vairākiem smadzeľu šūnas regulējošiem proteīniem, lai aktivētu endogēnos 

neiroreģenerācijas procesus, un kavētu atmiľas traucējumu attīstību. Būtu jāmeklē vielas, kas 

regulētu intracelulāros procesus jau agrīno neirodeģeneratīvo procesu attīstībā, fokusējot uz 

bioķīmiskām kaskādēm, kas iesaistītas neiroiekaisumā, mitohondriju funkcionēšanā, proteīnu 

konformācijas regulācijā, sinaptiskās plasticitātes nodrošināšanā. Tādējādi galvenais zāļu 

vielu uzdevums ir atrast regulēt šūnas mērķus (targets), kas ir paši būtiskākie, lai saglabātu 

šūnas dzīvotspēju. 

Cilvēka genoma pētījumi rāda, ka ir iespējami vismaz 3000 līdz 5000 jaunu zāļu vielu 

mērķvietu organismā. Tie ir receptori, enzīmi, tajā skaitā proteāzes, kināzes un fosfotāzes, 

augšanas faktori, hemokīni, neironu struktūrproteīni, glija, un daudzi citi (World Health 

Organization Report, 2002). Jaunus šūnas mērķus var atrast arī ar jau zināmiem preparātiem, 

pielietojot tās citai slimībai (Ashburn and Thor, 2004, Corbett et al., 2012). Tāpēc arī šajā 

darbā liela pētījuma daļa veltīta Latvijā sintezētajam kardioprotektīvās darbības preparātam 
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mildronātam. Kaut arī bija zināmas norādes par tā labvēlīgo ietekmi uz cerebrālās asinsrites 

saslimšanām un centrālās nervu sistēmas (CNS) funkcijām (Sjakste et al., 2005), mildronāta 

spēja regulēt smadzeľu darbību, un vēl jo vairāk, regulēt mērķa proteīnus līdz šim bija 

nezināms un neizpētīts lauks. Mūsu darbā pētījām arī jaunu dihidropiridīna (DHP) 

atvasinājumu AP-12, kas iepriekš in vitro bija uzrādījis kalcija kanālu antagonizējošu efektu. 

Mildronāta un AP-12 ietekmi uz CNS pētījām daţādos neirodeģenerācijas modeļos 

laboratorijas dzīvniekiem, nosakot to uzvedību, atmiľas veidošanos un biomarķieru ekspresiju 

smadzeľu struktūrās. Darbā galvenokārt fokusējamies uz biomarķieriem, kas liecina par 

sinaptisko plasticitāti, neirotransmiteru atslēgenzīmiem, neiroiekaisumu.  

Promocijas darbs izstrādāts Latvijas Universitātes Medicīnas fakultātes Farmakoloģijas 

katedrā un Alabamas universitātes Birmingemā, Šūnu attīstības un integratīvās bioloģijas 

katedrā (ASV).  

Darba mērķis 

Noskaidrot divu modeļvielu – mildronāta un jauna DHP atvasinājuma AP-12 ietekmi uz 

neirodeģenerācijas un neiroreģenerācijas procesos iesaistīto biomarķieru proteīnu ekspresijas 

izmaiľām modeļdzīvnieku smadzenēs, saistot tos ar uzvedības izmaiľām, lai identificētu 

svarīgākos šūnas mērķus jaunām farmakoterapijas stratēģijām neirodeģeneratīvo slimību 

protekcijā un ārstēšanā. 

Darba uzdevumi 

Noteikt pētāmo vielu – mazo molekulu mildronāta un DHP atvasinājuma AP-12 ietekmi uz 

dzīvnieku CNS funkcijām modeļdzīvniekiem 

1. In vivo: uzvedību (atmiľu, aktivitāti, bailēm): 

1.1. Pārkinsona slimības modelī ţurkām (6-OHDA intrastriatāli); 

1.2. Alcheimera slimības transgēno APPSwDI peļu modelī; 

1.3. Imobilizācijas stresa modelī ţurkām; 

1.4. Haloperidola amnēzijas modelī ţurkām. 

2. Ex vivo: smadzeľu biomarķieru proteīnu ekspresijas, kas ietverti: 

2.1. Sinaptiskajā plasticitātē – ar augšanu saistīto proteīnu 43 GAP-43, 

sinaptofizīnu, Homer-1, smadzeľu neirotrofo faktoru BDNF; gliju šūnu neirotrofo 

faktoru GDNF; 
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2.2. Neiroiekaisumā – inducējamā slāpekļa oksīda sintāzi iNOS, mikroglijas 

aktivācijas marķieri Iba-1, astroglijai specifisko – glijas fibrillāro skābo proteīnu 

GFAP, neirālo šūnu adhēzijas molekulu NCAM; 

2.3. Čaperonu un ubikvitīna-proteosomas sistēmā – karstuma šoka proteīnu 70 

HSP70, regulējošo proteīnu ubikvitīna-proteosomu degredācijas sistēmā – 

ubikvitīnu; 

2.4. Enzīmu ekspresiju – tirozīna hidroksilāzi TH, glutamāta dekarboksilāzi 67 

GAD67, acetilholīnesterāzi AChE; 

2.5. Transkripcijas faktoru – c-jun/aktivizējošo proteīnu-1 AP-1; 

2.6. Šūnas proliferāciju biomarķieri – bromodeoksiuridīnu BrdU/nestīns un 

Notch-3; 

2.7. Alcheimera slimības patoloģijas marķieri – β-amiloīdu peptīdu Aβ4-10 W0-1. 

Darba hipotēze 

Mildronāts un DHP atvasinājums AP-12 ir mazās molekulas, kuru struktūras 

determinantes (uzlādētie elementi, kā arī lipofīlā daļā AP-12 savienojuma gadījumā) ir 

būtiskas, lai aizsargātu šūnu pret neirodeģeneratīviem procesiem un stimulētu 

neiroreģenerāciju. 

Aizstāvēšanai izvirzītās tēzes 

1.      Mildronāts mazākās devās (10 – 50 mg/kg) nekā tās, ko izmanto kardioprotekcijā, spēj 

regulēt smadzenēs sinaptiskā plasticitātē iesaistīto proteīnu ekspresiju un tādējādi aizsargāt no 

neirodeģeneratīviem procesiem un atmiľas traucējumiem daţādos neirodeģerācijas modeļos. 

2.      Mildronāta izraisītā apmācību procesu paātrināšana ţurkām lielā mērā pamatojas uz 

savienojuma spēju modulēt/stimulēt neiroreģenerācijas proteīnu ekspresiju smadzeľu 

struktūrā  hipokampā. 

3.      DHP atvasinājums AP-12, šķērsojot hematoencefālisko barjeru, nodrošina smadzeľu 

sinaptiskā plasticitātē iesaistīto proteīnu ekspresiju un tādējādi aizsargā no atmiľas 

traucējumiem transgēnajā Alcheimera slimības modelī pelēm. 
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1. LITERATŪRAS APSKATS 

1.1.  Neirodeģeneratīvo slimību izplatība  

Cilvēku skaits, kuri cieš no kādas neiroloģiskas saslimšanas Eiropā ir milzīgs. Ľemot 

vērā visas vecumu grupas Eiropas dalībvalstīs, tie ir 38% no populācijas jeb 164,8 miljoni 

gadā (Wittchen et al., 2011). Līdz ar dzīvildzes pagarināšanos sevišķi pieaug 

neirodeģeneratīvo slimību gadījumi, kas skar 1-2 % no populācijas, skaitļiem strauji pieaugot 

pēc 65 gadu vecuma. Kopējās izmaksas, kas ir saistītas ar neiroloģiskajām saslimšanām 

Eiropā, pēc aptuvenām aplēsēm, 2010. gadā bija 798 miljardi EUR. Izmaksām pieaugot, 

veidojas nopietns ekonomisks slogs visai sabiedrībai (Olesen et al., 2012). Kā zināms, 

visizplatītākās neirodeģeneratīvās slimības – Alcheimera slimības (turpmāk tekstā 

starptautiski pieľemtais saīsinājums no angļu valodas AD, Alzheimer’s disease) kopējais 

slimnieku skaits pasaulē jau 2020. gadā varētu būt ap 42,3 miljoni, bet vēl pēc 20 gadiem tas 

varētu sasniegt pat 81,1 miljonu (Ferri et al., 2005). AD pieder pie neirodeģeneratīvajām 

slimībām, kas bieţāk sastopama gados vecākiem cilvēkiem pēc 65 gadiem, lai gan arvien 

vairāk atklāj arī agrīno formu (early-onset), kas skar cilvēkus jau pēc 40 gadiem. AD agrīnie 

simptomi ir oţas un īstermiľa atmiľas pasliktināšanās, aizmāršība, paaugstināta 

uzbudināmība, depresija un bezmiegs, līdz atmiľas pasliktināšanās pāris gadu laikā pilnībā 

izmaina cilvēka spēju dzīvot patstāvīgi. Atmiľas pasliktināšanas pieder arī pie normālas 

novecošanās pazīmēm, tomēr AD gadījumā tās būtiski atšķiras tieši straujās un 

neatgriezeniskās progresēšanas dēļ. 

Pārkinsona slimība (turpmāk tekstā starptautiski pieľemtais saīsinājums no angļu 

valodas PD, Parkinson's disease) ir otra izplatītākā neirodeģeneratīvā slimība, kas raksturojas 

ar progresīvu dopamīnerģisko neironu bojāeju smadzeľu struktūrā substantia nigra (SN) un 

neirotransmitera dopamīna izsīkumu struktūrā corpus striatum (Moore et al., 2005). PD 

raksturīgie simptomi ir traucējumi motorajā sistēmā, kas sākas ar ekstremitāšu un/vai ţokļa 

trīci, muskuļu stīvumu (rigitāti), un tālāk progresē kā kustības traucējumi no bradkinēzijas 

līdz akinēzijai, stājas un līdzsvara nestabilitātei. Novērojamas arī rokraksta izmaiľas, 

neskaidra runa. Kā slimības pirmie simptomi novērojami miega traucējumi, seksuālā 

disfunkcija, vispārējs nogurums, oţas traucējumi, trauksme un depresija. PD līdzīgi kā AD 

gadījumā tiek bieţāk diagnosticēta gados vecākiem cilvēkiem pēc 60 gadiem, retākos 

gadījumos saslimšana piemeklē arī jaunākus cilvēkus ap 40 gadiem (early onset PD).  
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Gan AD, gan PD patoloģija attīstās krietni pirms to simptomu manifestācijas. Slimības 

progresēšanu var iedalīt presimptomātiskajā un simptomātiskajā fāzē, kur pēdējā fāze ir kā 

redzamā aisberga virsotne, kur liela daļa sinapšu un neironu ir jau aizgājuši bojā (Braak et al., 

2005). Tas ir straujš kritiens, kad no viegliem atmiľas traucējumiem (mild cognitive 

impairment) tie pārvēršās jau daudz nopietnākos, neļaujot atcerēties zināmo informāciju, un 

izveidot jaunu atmiľu. Tikai agrīna farmakoterapija, pie pirmo simptomu parādīšanās, vieš 

cerību, ka slimības tālāku progresēšanu var aizkavēt.  

1.2. Neirodeģeneratīvie procesi smadzenēs 

Neirodeģenerācija ir termins, kas aptver progresējošu neironu struktūras un funkciju 

zudumu, tajā skaitā sinapšu bojāeju. Šie procesi ir kopīgi visām pēc simptomiem ļoti 

atšķirīgām neirodeģeneratīvām slimībām. Tradicionāli sporādiskās neirodeģeneratīvās 

slimības rašanos skaidro ar kādu no neirotransmiteru sistēmas defektiem (PD galvenokārt ar 

dopamīnerģisko, AD ar holīnerģisko sistēmu), uz ko tad pamatojās līdzšinējā farmakoterapija. 

Uz kādu laiku daļai pacientu šī terapija mazina slimības simptomus, bet tā neapstādina 

slimības progresēšanu, toties zāļu vielu ilgstoša lietošana nes līdzi veselu virkni smagu 

blakusefektu.  

Mūsdienu neirozinātľu skatījumā terapija būtu jāvērš uz šūnas intracellulārajiem 

procesiem, kas ietver daudzas signālceļu kaskādes, kas nodrošina šūnas sareţģītos integritātes 

procesus. Izejot no ierindas kaut vienam no kaskādes posmiem, rodas būtisks disbalanss, kas 

var novest līdz šūnas patoloģijai un bojāejai. Šie patoloģiskie procesi ir: 1) mitohondriju 

disfunkcija un ar to saistītais oksidatīvais stress, 2) neiroiekaisums, kur lielu lomu spēlē 

hroniska mikroglijas aktivizācija, 3) atsevišķu proteīnu nepareizas konformācijas veidošanās 

un agregācija šūnā, 4) ubikvitīna-proteosomas sistēmas disfunkcija (proteīnu nepietiekoša 

aizvākšana un degradācija) un molekulāro čaperonu ekspresijas izmaiľas, 5) transportproteīnu 

defekti, 6) sinaptiskajā plasticitātē iesaistīto proteīnu ekspresijas izmaiľas, 7) 

neiroreģeneratīvo procesu samazināšanās. 

Līdz šim vēl nav noskaidrots, ar ko un kad tieši sākas neirodeģeneratīvo procesu 

kaskāde. Tikai slimības agrīno formu (early-onset) gadījumā ir atklāts, ka tā cēlonis ir 

konkrētu gēnu mutācijas. Lielākā daļa neirodeģeneratīvo slimību ir multifaktorālas, un tām ir 

raksturīgas poliproteīnu patoloģijas.  

Visu minēto procesu regulācija un balansa nodrošināšana šūnā ir mērķis, uz ko fokusēt 

farmakoterapiju, lai mazinātu simptomus un apstādinātu tālāku slimības progresēšanu.  
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1.2.1. Mitohondriālie bojājumi 

Mitohondriji nodrošina ne vien enerģiju, bet arī regulē šūnas ciklus – proliferāciju un 

apoptozi. Mitohondriji ir organellas, kas spēlē centrālo lomu bioķīmiskās enerģijas piegādē, 

producējot adenozīntrifostāta (ATF) molekulas, un ir svarīgs brīvo radikāļu un 

signālmolekulu (t.sk., kaspaţu enzīmu aktivācijā, kuri regulē apoptozi, nekrozi un 

iekaisumus) avots (Cadenas, 2004). Ir zināms, ka daudzas neirodeģeneratīvās slimības (1. 

attēls) uzrāda patoloģisku mitohondriju morfoloģiju un bioķīmisku disfunkciju (Lezi and 

Swerdlow, 2012).  

 

 

1. attēls. Mitohondriju saistība ar neirodeģeneratīviem procesiem 

(Lezi and Swerdlow, 2012)  

 

Pēdējo divu desmitgadu laikā ir izvirzīta AD mitohondriālās kaskādes hipotēze, kuras 

pamatā ir dati par mitohondriju disfunkciju un to ciešo saistību ar mātes ģenētisko materiālu 

(Swerdlow et al., 2010). PD pacientiem, kā arī PD dzīvnieku modeļiem ir atrasta 

mitohondriālā disfunkcija. Tā parādās agri gan sporādiskajā, gan ar iedzimtību saistītajā PD 

patoģenezē (Bueler, 2009). Pētījumos ir atrasts, ka PD pacientu post mortem audos ir 

pazemināta aktivitāte specifiskai mitohondriālā NADH ubikvitīna reduktāzei, kas norāda uz 

kompleksa I disfunkciju elektronu transportu ķēdē un tam sekojošu nepietiekamu ATF sintēzi. 
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Mitohondriju disfunkcija rada šūnas oksidatīvo stresu. Skābekļa reaktīvie savienojumi 

(reactive oxygen species; ROS) tiek producēti mitohondriju elektronu transporta ķēdes 

bojājuma gadījumā un tie bojā lipīdus, proteīnus un DNS (Zhang et al., 1999). 

Visu šo problēmu dēļ ir būtiski runāt par farmakoterapiju, kas vērstas uz mitohondriju 

funkciju regulēšanu un aizsargāšanu (DiMauro and Mancuso, 2007).  

1.2.2. Neiroiekaisuma nozīme 

Neirodeģeneratīvās slimības saistās ar hronisku neiroiekaisumu un paaugstinātu 

iekaisuma mediatoru ekspresijas līmeľi (Nagatsu and Sawada, 2006). Akūtas neiroimūnās 

atbildes laikā ir raksturīga mikroglijas aktivācija, kas maina mikrogliju uz fagocītveidīgu 

fenotipu, kas izdala pastiprināti citokīnus un hemokīnus (Block and Hong, 2005). Īslaicīgs 

neiroiekaisums iniciē neiroprotektīvu darbību, jo iekaisuma mediatori sekmē neironālo 

izdzīvošanu (Cherry et al., 2014), tad ilgstošs jeb hronisks iekaisums rada pārmērīgu 

aktivāciju citokīnu izdali (2.attēls), kas paaugstina oksidatīvo stresu un ir traumējoši 

apkārtējām šūnām (Ransohoff and Brown, 2012). Tātad kritisks ir neiroiekaisuma ilgums 

smadzenēs.  

2.attēls. Glijas funkcijas CNSā 

(Ransohoff and Brown, 2012) 

 

Pēdējos gados ir pastiprināta interese par mikrogliju izpēti, kas ir ļoti plastiskas imūnās 

sistēmas šūnas, un, lai gan to aktivācija aizsargā audus un palīdz tos sadziedēt, tomēr ilgstoša 

aktivācija tiek saistīta ar neirodeģeneratīvajām slimībām (Lull and Block, 2010). Mikroglijas 

aktivācijas noteikšanai audos izmanto jonizēto kalcija pievienojošo adaptera molekulu jeb 

Iba-1 kā marķieri, kas ir specifisks šīm šūnām (Sasaki et al., 2001). Otra tikpat nozīmīga 

glijas šūna ir astrocīti jeb astroglija, kas ir visbieţāk izplatītās gliju šūnas zīdītāju smadzenēs. 
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Tās kalpo kā homeostāzes uzturētājas, baro nervu šūnas ar nepieciešamajām uzturvielām, un 

kopā ar endotēlija šūnām stiprina hematoencefālisko barjeru (Nedergaard et al., 2003). 

Traumu gadījumā astroglija palīdz atjaunoties audiem, veidojot arī t.s. gliju rētaudus (glial 

scar), kas ir astrocītu skaita palielināšanās CNS neironu bojāejas dēļ. Tomēr arī astroglija, kad 

tā ir pāraktivēta, izdala lielu skaitu citokīnu un hemokīnu, kas var veicināt neiroiekaisumu un 

tālāk arī neirodeģeneratīvas slimības, kā AD (Li et al., 2011, Verkhratsky et al., 2013). Gliju 

fibrillārais skābais proteīna (GFAP) ekspresija reprezentē astroglijas aktivāciju un gliozi 

neirodeģeneratīvos procesos (Eng and Ghirnikar, 1994). 

Nav pierādījumu, ka neiroiekaisumā kāds konkrēts citokīns spētu veicināt, vai pat radīt 

neirodeģeneratīvās slimības, tomēr citokīnu mediēts iekaisums un radītā neirotoksicitāte spēj 

ietekmēt slimības progresēšanu veselā virknē neirodeģeneratīvo saslimšanu (Mrak and 

Griffin, 2005). Tajā pat laikā ir arī daudz datu par glijas ietekmi uz toksisko proteīna agregātu 

aizvākšanu (Marinova-Mutafchieva et al., 2009). Šo proteīnu marķieru noteikšana 

neirodeģeneratīvos procesos, meklējot iespējamo zāļu vielu, palīdz izprast ietekmi uz 

neiroiekaisuma apmēru un to korelēšanu ar toksisko proteīna daudzumu. 

1.2.3. Proteīnu agregācija un akumulācija smadzeľu šūnās 

Neirodeģeneratīvās slimības ir poliproteīnu patoloģijas, jo nepareizas konformācijas jeb 

misfoldētu proteīnu un vai peptīdu agregācija un uzkrāšanās smadzeľu šūnās ir atrasta gan 

AD, gan PD un vēl daudzu citu neirodeģeneratīvo slimību gadījumā.  

Tau, β-amiloīds un α-sinukleīns ir visbieţāk sastopamie misfoldētie proteīni (Goedert 

and Spillantini, 2006). Ilgus gadus zinātnieku vidū ir dominējusi t.s. amiloīdoģenēzes 

hipotēze, kurā β-amiloīds ir galvenais proteīns, kas rada AD raksturīgo toksicitāti un atmiľas 

traucējumus (Hardy and Higgins, 1992). β-amiloīdu ir normāli šūnā esoši peptīdi, kuri rodas 

no amiloīda prekursora proteīna (APP) secīgas proteolītiskas enzīmu – β- un γ-sekretāzes 

šķelšanās ceļā. Šis šķelšanas process rezultējas ar vairāku daţāda izmēra Aβ peptīdu 

produkciju, kur Aβ40 ir visizplatītākā forma, bet Aβ42 ir vistoksiskākā (Duyckaerts et al., 

2009). APP un Aβ fizioloģiskā funkcija ir komplicēta, un ļoti neliels balansa traucējums var 

mainīt tā funkcija (Hiltunen et al., 2009). Ir zināms, ka Aβ piedalās holesterolā transportā 

(Yao and Papadopoulos, 2002). Daudz ir pētīta apolipoproteīna E gēna saistīšanās ar amiloīdu 

(Wisniewski and Frangione, 1992). Izoformas ApoE4 divu alēļu nēsētājiem ir atklāta par 10 - 

30 % lielākā varbūtība saslimt ar AD vecumā pēc 75 gadiem (Corder et al., 1993). 
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Aβ peptīdi spēj agregēties šķīstošos oligomēros, kuriem mēdz būt vairākas formas. Šie 

oligomēri spēj veidot nepareizas konformācijas, akumulēties šūnā un izplatīties smadzenēs. 

Šobrīd daļa zinātnieku atgrieţas pie vecākām hipotēzēm, kas postulē, ka noteiktas formas 

misfoldētie oligomēri inducē arī citus Aβ oligomērus izveidot nepareizo konformāciju (Jucker 

and Walker, 2011). Tas savukārt pieľem, ka toksiskais Aβ ir prioniem līdzīga molekula 

(Harper and Lansbury, 1997).  

Otra izplatītākais patoloģijas marķieris AD gadījumos - tau proteīns, kas normāli 

funkcionē, stabilizējot mikrocaurulītes. Tau ir plaši izplatīts CNS neironos, bet AD gadījumā 

ir hiperfosforilētā formā (3. attēls), kas agregējas neirofibrillāros samezglojumos un izplatās 

smadzeľu struktūrās (Braak and Braak, 1991).  

3.attēls. Agregēto proteīnu izplatība AD un PD smadzenēs 6 stadijās (I-VI) 

Pa kreisi - tau AD (pa kreisi) un α-sinukleīna PD izplatība smadzenēs (pa labi) (Braak et al., 

2003). 

 

Iekššūnu ieslēgumu transports proteīniem tau, α-sinukleīnam un hantingtīnam ir līdzīgs 

prionu izplatībai nervu sistēmā (Goedert et al., 2010), taču ir arī būtiskas atšķirības starp 

prionu slimībām un pārējām misfoldēto proteīnu slimībām. Prioni uzvedas kā infekciozi 

aģenti, kas var tikt pārnesti starp indivīdiem un pat starp atšķirīgām sugām, radot epidēmijas, 

un tie spēj izplatīties no perifēriem audiem uz CNS, kur izraisa postošus bojājumus (Collinge 

and Clarke, 2007). Izplatītāko neirodeģeneratīvo slimību gadījumos, kā AD, PD un citu, 

infekcioza slimības izplatība nav atrasta. 
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Pēdējo gadu pētījumi par AD uzrāda, ka pirmie simptomi, kā atmiľas pasliktināšanās, 

manifestējas krietni pirms pamanāmas proteīnu uzkrāšanās smadzenēs. Izmantojot AD peļu 

līniju, kurām ir AD raksturīgie sinapšu un kognitīvie bojājumi, pētniekiem no Stenfordas 

Universitātes ir izdevies atklāt, ka peles, kurām neekspresējās sinapšu virsmas proteīns PirB, 

bija rezistentas pret sinapšu bojājumiem un atmiľas traucējumiem (Kim et al., 2013). Pirmo 

reizi tika parādīts, ka šis PirB receptors ar augstu afinitāti piesaista β-amiloīda agregātus, 

aktivizējot bioķīmisku procesu kaskādi, kas savukārt noved pie sinapšu destrukcijas. Tātad β-

amiloīds sāk iznīcināt sinapses vēl pirms tas agregējas plātnītēs.  

Klīniskajos pētījumos pārbaudot vairāk nekā 3500 AD slimnieku smadzenes, 

apstiprināja, ka tieši tau proteīns ir saistīts ar atmiľas pasliktināšanās procesiem. Atklājums 

par tau nozīmi kognīcijas traucējumos (Murray et al., 2015), varētu palīdzēt izskaidrot, kāpēc 

farmakoterapija/ā, kuras stratēģija ir izšķīdināt β-amiloīda peptīdu ar monoklonālu antivielu 

sauktu par bapineuzumab (vai saīsināti par bapi) klīniskajos pētījumos neuzrādīja kognitīvus 

uzlabojumus AD pacientiem (Salloway et al., 2014). 

Sporādiski izplatītajās neirodeģeneratīvajās slimībās, piemēram, PD neiropatoloģijā, ir 

raksturīgi α-sinukleīna proteīna agregācija t.s. Levi ķermenīšos (Lewy body) un Levi neirītos 

(4. attēls). Šo proteīnu detektēšana smadzenēs ir nepieciešama diagnozes apstiprināšanai. 

Šobrīd tas pacientiem iespējams vien post mortem audos, bet magnētiskās rezonanses 

attēlveidošanas (functional magnetic resonance imaging, fMRI) sistēmas iespējas strauji 

attīstās, pieļaujot arī šo proteīnu detektēšanu in vivo (Baltes et al., 2011), kas ļaus monitorēt 

slimības progresēšanu un farmakoterapijas iedarbību uz proteīnu uzkrāšanos. 

 

 

3. attēls . Levi ķermenīši (melnā bulta) un Levi neirīti (baltā bulta) pozītīvi iekrāsoti 

pret α-sinukleīna proteīnu PD 

A: substantia nigra, B: garoza (cingulate gyrus). Attēls no: 

http://www.ucl.ac.uk/ukpdc/research-groups/molecular-neuropathology-group 

http://www.ucl.ac.uk/ukpdc/research-groups/molecular-neuropathology-group
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1.2.4. Ubikvitīna-proteosomas sistēmas un molekulāro čaperonu nozīme 

Kopīgā pazīme sporādiskajās neirodeģeneratīvajās slimībās – akumulēt toksiskus 

proteīnu savienojumus rada jautājumu, vai šo proteīnu aizvākšanas problēmu nevar atrisināt 

ar pašas šūnas iekšējiem procesiem, tos selektīvi aktivizējot?  

Autofāgija ir šūnas galvenais process, kas proteīnu agregātus un bojātās organellas izolē 

no pārējām šūnām ar dubultmembrānas vezīkulu, sauktu par autofagosomu, un nodrošina to 

saplūšanu kopā ar lizosomu, kur notiek proteīnu degredācija (Nixon, 2013). Daudzi pētījumi 

pēdējo 10 gadu laikā rāda, ka autofāgija ir efektīgs mehānisms, kas var palīdzēt selektīvi 

aizvākt agregētos proteīnus neirodeģeneratīvajos procesos. Vairākas farmakoloģiskas un 

ģenētiskas stratēģijas ir attīstītas, lai palielinātu autofāgiju šūnās (Menzies et al., 2011). 

Autofāgiju kontrolē komplekss signalizēšanas mehānisms, kuru globāli var klasificēt kā 

mTOR-atkarīgu (Mammalian Target Of Rapamycin) vai mTOR-neatkarīgu signālceļu. Lai 

gan mTOR-neatkarīgais signālceļš ir vēl vāji izpētīts molekulārajā līmenī, vairākas zāļu vielas 

– valprojskābe (antiepileptiska viela), verapamils (antihipertenzīva viela), karbamazepīns (arī 

antiepileptiska viela), rasveratrols (dabiskais fenols, kas tiek sintezēts vairakos augos), 

spermidīns (dabisks poliamīna savienojums) un rapamicīns (imūnosupressants, ko izdala 

augsnes baktērija), ir uzrādījušas spēju pastiprināt autofāgiju, radot neiroprotekciju daţādos 

slimību modeļos (Sarkar et al., 2009). 

Ubikvitīna-protesomas sistēma (UPS) ir šūnas būtiskākais signālceļš proteīnu 

degradācijā, kas nodrošina šūnas homeostāzi. Uz UPS nozīmīgumu norāda arī šīs sistēmas 

komponentu skaits šūnā, kas ir ap 1000, un genomā 5% no visa ģenētiskā materiāla ekspresē 

proteīnus saistītus ar UPS (Finley, 2009). Lai nerastos uzkrāšanās ar nevajadzīgiem vai 

nepareizas konformācijas proteīniem, visos eikariotu šūnu kodolos un citplazmā ir sastopama 

UPS, kas degradē liekos proteīnus ar proteāţu palīdzību proteolīzes ceļā. Lai nošķirtu 

vajadzīgos proteīnus no tiem, kurus degradēt proteolīzē, ubikvitīna ligāze pievieno mazu 

proteīnu ubikvitīnu, kas kalpo kā atpazīšanas zīme. Tas, ka UPS ir atbildīga par lielāko daļu 

šūnas proteīnu degradāciju, ir papildus apstiprinājums tam, ka UPS traucējumi tiek saistīti ar 

neirodeģeneratīvajām slimībām (Bingol and Sheng, 2011).  

Vēl viens šūnas iekšējais aizsargmehānisms pret nepareizas konformācijas proteīnu 

veidošanos tiek nodrošināts ar molekulāro čaperonu palīdzību. Tie ir proteīni, kas nosaka, vai 

proteīna konformācijas kļūdas tiks izlabotas, vai arī nepareizās konformācijas proteīnus 

novirzīs uz šķelšanu ar UPS palīdzību. No šīs proteīnu grupas visizpētītākie ir karstuma šoka 

proteīni (heat-shock proteins, HSPs). Paaugstināta HSPs ekspresija šūnā ir uzrādījusi 
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samazinātu proteīnu agregāciju un akumulāciju, un ir uzlabojusi neironu fenotipu peļu 

modeļos (Adachi et al., 2009). HSPs kopā ar UPS viennozīmīgi norāda uz vēl vienu būtisku 

farmakoterapeitisko mērķi neirodeģeneratīvo slimību novēršanā. 

1.3. Sinaptiskā plasticitāte 

Visām neirodeģeneratīvajām slimībām ir raksturīga sinapšu atrofija un attiecīgi ar 

sinaptisko plasticitāti saistīto proteīnu ekspresijas izmaiľas. Termins ―plasticitāte‖ attiecas uz 

nervu sistēmas spēju reorganizēt savu saistību ar šūnām funkcionāli un strukturāli. Sinaptiskā 

plasticitāte ir pamats nervu sistēmas adaptīvajā attīstībā un ir viena no visintriģējošākajām 

smadzenes īpašībām. Sinapses nav statiskas, tās ir dinamiskas struktūras starp neironiem, kas 

nepārtraukti mainās atkarībā no neironālās aktivitātes un citām ietekmēm. Ir zināms, ka 

hronisks stress inducē strukturālas un funkcionālas izmaiľas īpaši smadzeľu struktūrā 

hipokampā, kas ir galvenā ilglaicīgās atmiľas veidošanās vieta (Cooke and Bliss, 2006). 

Eksperimentālos modeļos un slimniekiem ar AD, PD, arī Hantigtona slimību vai šizofrēniju ir 

atklāta sinapšu atrofija (Mesulam, 1999, Pilato et al., 2012). Pētījumā ar pacientiem atklāts, ka 

90% gadījumu demences smaguma pakāpe korelē ar pre-sinaptisko termināļu blīvuma 

samazināšanos vidus frontālajā garozā (Terry R. D. et al., 1991).  

Ir pierādījumi par atsevišķiem proteīniem, kas paaugstināti ekspresējas neironālās 

attīstības laikā, aksonālajā reģenerācijā un piedalās neirītu izaugumu veidošanā, un spēju 

aizsargāt no neirodeģenerācijas. Piemēram, presinaptiskais vezīkulu proteīns sinaptofizīns, 

kas nepieciešams neirotransmiteru izdalē no sinapses (Daly et al., 2000). Tā ekspresētais 

daudzums korelē ar sinapšu blīvumu smadzenēs (Reddy et al., 2005). Cits būtisks proteīns ir 

sinapšu membrānas proteīns – ar augšanu saistītais proteīns 43 (growth associated protein 43, 

GAP-43). AD gadījumā šo proteīnu ekspresija ir samazināta (de la Monte et al., 1995, Reddy 

et al., 2005). 

Vēl viena intriģējoša proteīnu saime ir t.s. Notch proteīni. No tiem Notch-1 un Notch-3 

pastiprināti ekspresējas dentate gyrus hipokampā, kas ir viena no retajām neiroģenēzes vietām 

pieaugušo smadzenēs (Irvin et al., 2001), un par kuriem pēdejos gadus ir bijusi pastiprināta 

interese, pētot CNS attīstību, kā arī neirodeģ eneratīvās slimības (Yoon et al., 2015). 
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1.3.1. Enzīmu AChE un GAD67 nozīme sinaptiskajā plasticitātē 

Holīnerģiskā transmisija un muskarīna tipa acetilholīna receptori ir iesaistīti mācīšanās 

un atmiľas veidošanas procesos, un transmisijas aktivitātes zudums, kas ir saistīts ar sinapšu 

bojāeju, ir iemesls atmiľas zudumiem neirodeģeneratīvajās slimībās (Levey, 1996). 

Acetilholīnam piemīt aktivējoša ietekme sevišķi mācību un atmiľu veidošanās procesā 

hipokampā un priekšējā garozā, kas tiek saistīts ar samazinātu acetilholīna esterāzes (AChE) 

aktivitāti (Hasselmo, 2006). AChE hidrolizē acetilholīnu to inaktivējot, tādējādi mazinot 

acetilholīna receptoru aktivtāti. Agrīnajā attīstībā AChE piedalās neirītu izaugumu veidošanā, 

ekspresējoties lielos daudzumos fibroblastos un astrocītos (Anderson et al., 2008). AD 

gadījumā ir novērots kopējā AChE zudums smadzenēs (Berson et al., 2008), bet agrīnajos β-

amiloīda deponēšanās vietās ir izteikti paaugstināta AChE aktivitāte, kas iespējams, ir 

skaidrojams ar kalcija homeostāzes traucējumiem (Sberna et al., 1997, Ulrich et al., 1990). 

Arī apoptozes procesos ir novērota paaugstināta AChE ekspresija (Jing et al., 2008). 

Pēdējo gadu pētījumi norāda, ka glutamāts – galvenais aktivējošais neirotransmiters 

zīdītāju CNS, kas regulē kalcija plūsmu šūnā un tādējādi aktivējot sinapses, piedalās 

neiroģenēzē, sinaptoģenēzē un neironālajā izdzīvošanā. Glutamāts regulē arī apoptozi, 

iedarbojoties uz NMDA receptoriem (Kwon and Sabatini, 2011, Suzuki et al., 2006). 

Sinaptiskajā plasticitātē ne vien neirotransmiterim, bet visai glutamāterģiskai sistēmai ir 

nozīme, īpaši šīs sistēmas atslēgenzīmam – glutamāta dekarbosilāzei 67 (GAD67), kas 

pārvērš glutamātu par inhibējošo γ-aminosviestskābi (GABA). Tādējādi GAD67 tiek 

izmantots kā marķieris, lai noteiktu inhibējošo neironu aktivitāti. Jo vairāk GAD67 ir 

ekspresējies, jo vairak sintezējās GABA un izpauţās inhibējošais efekts uz sinapsēm (Fukuda 

et al., 1998). Ir novērots, ka līdz ar novecošanos arī GAD67 ekspresija CA1 reģionā 

hipokampā samazinās (Hwang et al., 2008). 

1.3.2. Adhēzijas molekulas 

Sinaptisko komunikāciju nosaka arī šūnas adhēzijas molekulu ekspresija uz šūnas 

membrānas. NCAM (neural cell adhesion molecule) ir glikoproteīns gan neironos, glijā, 

muskuļšūnās, gan dabiskajās galētājšūnās (natural killer cells). NCAM ir nozīmīgs daţādos 

smadzeľu attīstības posmos, kas norāda uz to nozīmīgumu šūnu migrēšanā, neirītu izaugumu 

veidošanā un sinaptiskajā plasticitātē. Ir atklāts, ka atmiľas traucējumus var radīt neirālo šūnu 

adhēzijas molekulu nepietiekoša ekspresija hipokampā. Piemēram, pelēm ar izslēgtu NCAM 
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gēnu bija statistiski ticami sliktāki rezultāti ūdens labirinta testā (Bisaz et al., 2011). PD 

gadījumā NCAM uzrāda tiešu efektu uz gliju šūnu neirotrofisko faktoru (glial derived 

neurotrophic factor; GDNF) un neirītu izaugumu veidošanos dopamīnerģiskajos neironos 

(Cao et al., 2008). Interesanti ir arī tas, ka GAP-43 savukārt spēj regulēt NCAM (Korshunova 

et al., 2007, Meiri et al., 1998).  

1.3.3. Neirotrofie faktori 

Neirotrofīni nodrošina sinaptisko plasticitāti, kā arī neironu augšanu, dzīvotspēju un 

diferenciāciju centrālajā un perifērajā nervu sistēmā. Šajā molekulu saimē ietilpst nervu 

augšanas faktors, smadzeľu neirotrofais faktors (BDNF), kā arī neirotrofīns 3 un 4 (Deister 

and Schmidt, 2006). Tieši BDNF vislabāk raksturo neirotrofo faktoru lomu sinaptiskajā 

plasticitātē, kā arī potenciālo lomu slimību patoloģijā (Duman and Monteggia, 2006). BDNF 

spēlē īpaši svarīgu lomu atmiľas procesu veidošanā, jo tas lielā daudzumā ekspresējas 

hipokampā (Hofer et al., 1990), taču šī proteīna ekspresija līdz ar vecumu samazinās 

hipokampa CA1 reģiona neironos (Hwang et al., 2006). Izslēdzot BDNF gēnu, novēroja 

samazinātu ilglaicīgu potencēšanos (long-term potentiation, LTP) hipokampa CA1 reģionā 

(Korte et al., 1995), un vājinātu telpisko atmiľu pelēm (Linnarsson et al., 1997). Tas liecina, 

ka BDNF ir labs biomarķieris, lai noteiktu neironu dzīvotspēju. 

BDNF ir dimērisks proteīns, kas nepieciešams dopamīnerģisko, GABAerģisko, 

holīnerģisko un serotonīnerģisko neironu augšanai un dzīvotspējai. Izmainīta BDNF 

ekspresija ir atklāta patoloģiskos traucējumos, piemēram, depresijā un šizofrēnijā (Pillai et al., 

2008). Šis neirotrofīns ir sastopams smadzenēs, jo īpaši hipokampā un smadzeľu garozā, 

tāpēc domājams, ka tas kontrolē garastāvokli, emocijas un kognitīvās funkcijas (Deister and 

Schmidt, 2006). BDNF darbojas, saistoties ar divu veidu plazmas membrānu receptoriem – 

tirozīnkināzes receptoru B (TrkB) un nervu augšanas faktora receptoru p75 (p75
NTR

) (Duman 

and Monteggia, 2006). 

Svarīgs ir arī gliju šūnu neirotrofiskais faktors (glial derived neurotrophic factor; 

GDNF), kas nepieciešami neironu attīstībai un izdzīvošanai. AD pacientu smadzenēs ir atrasts 

samazināts GDNF un tā receptoru GFRα1 ekspresija (Konishi et al., 2014), taču visvairāk 

GDNF saista ar spēju aizsargāt dopamīnerģiskos neironus (Gharib et al., 2013). 
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1.3.4. Transkripcijas faktori 

Pētot proteīnus, kuriem piemīt regulējoša loma sinaptiskajā plasticitātē, tiek pētīti arī 

transkripcijas faktori, kuru galvenā nozīme ir saistīšanās pie DNS, tādējādi ietekmējot 

ģenētiskās informācijas transkripciju no DNS uz mRNS.  

Proteīns CREB, kas ir cAMF atbildes elementa saistproteīns un transkripcijas faktors, 

darbojas paralēli Fas II, stiprinot sinapses ilgumu (Davis G. W. et al., 1996). Arī transkripcijas 

faktori, kas iesaistīti neiroģenēzes procesos – Pax6, Neurog2, Ascl1 un Hes1, ir ar lielu 

nozīmi šūnas atjaunošanās procesos (Sansom et al., 2009).  

Noskaidrots, ka Jun un Fos proteīnus aktivē visi fizioloģiskie un patofizioloģiskie 

smadzeľu stimuli. Aktivētais c-Jun ietekmē apoptotiskās funkcijas hipokampā, nigrālos un 

primāri audzētos neironus, kam seko eksicitotoksiska stimulācija un neirona-mērķproteīna ass 

destrukcija, tai skaitā neirotrofo faktoru samazināšanās. Ir norādes, ka JNKs signālceļā 

inhibīcija varētu veikt arī neiroprotekciju ar c-Jun aktivācijas apstādināšanu, jo c-Jun/AP-1 

var bojāt nervu sistēmu, pastiprināti aktivējot mikrogliju. Tātad mikroglijai ir uzrādīta arī 

regulējošā nozīme ne tikai neiroiekaisuma procesos, bet arī sinaptiskajā plasticitātē (Morris et 

al., 2013). 

Interesanti dati ir par Homer-1 ekspresijas līmeľa hipokampā saistību ar mācīšanos, kas 

tika pārbaudīti ar Homer-1 knock-out un pastiprinātas Homer-1 ekspresijas pelēm. Atklājās, 

ka Homer-1 delēcija izraisīja dzīvniekos nespēju mācīties. Savukārt pārekspresija neizraisīja 

nekādus traucējumus mācīšanās procesā (Wagner et al., 2014). 

1.4. Neirodeģeneratīvo slimību modelēšana 

Eksperimentālie dzīvnieku modeļi ļauj analizēt slimības izraisītās bioķīmiskās un 

morfoloģiskās izmaiľas dzīvnieka organismā in vivo, ļauj noteikt zāļu vielu ietekmes un 

mehānismus, kā arī analizēt audus ex vivo. Dzīvnieku modelēšana ir zinātnieku mēģinājumi 

ietvert vairākas raksturīgās slimības iezīmes (Phillips et al., 2009). Šai stratēģijai ir lielas 

priekšrocības, tomēr nedrīkst aizmirst, ka neviens dzīvnieku modelis nav identisks cilvēka 

patofizioloģiskajiem mehānismiem. 
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1.4.1. PD modelis 

PD modeli var veiksmīgi izraisīt ar 6-OHDA (6-hidroksidopamīna) intrastriatālu 

ievadīšanu. Šis ir viens no visbieţāk izmantotajiem PD modeļiem, jo izraisa dopamīna 

producējošo šūnu bojāeju nigrostriatālajā sistēmā, ko uzskata par PD rašanās iemeslu. 6-

OHDA pats par sevi endogēnā dopamīna metabolīts. Neirotoksīns 6-OHDA nešķērso 

hematoencefālisko barjeru, tādēļ to injicē smadzeľu struktūrā. Neironi iet bojā no superoksīda 

radikāļiem, kas rodas kā blakusprodukti. 6-OHDA vietā var izmantot arī MPTP (1-metil-4-

fenil-1,2,3,6-tetrahidropiridīns). Abi toksīni izraisa dopamīnu producējošo neironu bojāeju 

(Jackson-Lewis et al., 2012).  

 

6.attēls. Neirotoksīna 6-OHDA instrastriatāla ievadīšana 

Striatums ir aksonāli savienots ar smadzeľu struktūru substantia nigra, kas ir galvenā 

dopamīnerģisko neironu bojāejas vieta PD gadījumā. 

 

PD modeļa izveidē būtiska ir injekcijas vietas izvēle smadzenēs. Injekciju ar 6-OHDA 

zinātnieki veic arī tieši substantia nigra struktūrā, bet ir atklāts, ka injekcija striatumā var 

imitēt labāk PD agrīnās vai progresējošās stadijas (Deumens et al., 2002). Kā pārbaudi 

dopamīnerģisko neironu bojāejai izmanto tirozīna hidroksilāzes (TH) ekspresijas noteikšanu. 

TH iekrāsoto šūnu skaits ir tiešs pierādījums dopamīnerģisko neironu dzīvotspējai, jo TH ir 

atslēgas enzīms, kas pārvērš aminoskābi tirozīnu dopamīna prekursorā L-DOPA (Daubner et 

al., 2011). 

Daļa PD pētnieku savukārt uzskata, ka atklātais papildus riska faktors saslimšanai – 

toksiskā iedarbība no pesticīdiem un herbicīdiem, ir labs iemesls šo vielu izmantošanai PD 
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slimības modelēšanā. Visbieţāk izmantotās vielas no šī klāsta ir rotenons un parakvats, jo abi 

uzrādījuši spēju izveidot smadzenēs slimībai raksturīgos Levi ķermenīšus ar α-sinukleīnu 

tajos, bet strīdīgi rezultāti ir iegūti par šo abu vielu spēju ietekmēt dopamīnu nigrostriatālajā 

sistēmā (Greenamyre et al., 2010, Thiruchelvam et al., 2000, Wu and Johnson, 2011). 

Ilgu laiku PD uzskatīja par izteikti sporādisku slimību, kur maz saistība ir ar gēniem un 

iedzimtību. Tomēr tagad ir zināma vesela virkne gēnu un aptuveni 10% PD gadījumi ir 

pierādāmi ar konkrētām gēnu mutācijām. Tāpēc jaunākās tendences slimības pētīšanā ir PD 

ģenētiskie modeļi. PD modelēšanas iespējas apkopotas 1. tabulā, par pamatu izmantojot 

Jackson-Lewis et al., 2012 apskata rakstu. 

 

1. tabula. PD dzīvnieku modelēšanas iespējas 

Ķīmiska viela 

vai gēni 

Modeļa raksturojums 

Priekšrocība Trūkumi 

6-OHDA 6-OHDA ir produkts no endogēnā 

dopamīna metabolisma; 

Mijiedarbojas ar α-sinukleīnu 

proteīnu. 

Neizraisa Levi ķermenīšu 

veidošanos.  

MPTP Izveido oksidatīvo stresu, reaktīvos 

skābekļa savienojumus; bloķē 

mitohondriju kompleksu I. 

  

Neizraisa Levi ķermenīšu 

veidošanos; 

Šķērso hematoencefālisko 

barjeru. 

Rotenons 

 

Veido Levi ķermenīšus un alfa- 

sinukleīna uzkrāšanos. 

Nesamazina dopamīnu 

nigrostriatālajā sistēmā 

šķērso hematoencefālisko 

barjeru. 

Parakvats Uzrāda alfa-sinukleīna pastiprinātu 

ekspresiju substantia nigra; 

pastiprina Levi ķermenīšu 

veidošanos. 

Neskaidra ietekme uz 

dopamīna producējošo neironu 

deģenerācija. 

Metamfetamīns lielā 

devā 

No devas atkarīga neirotoksicitāte. 

 

Nestabils modelis. 

Transgēnie PD peļu Palīdz precīzāk noskaidrot slimībā. Neviens no gēniem nav. 
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modeļi: 

α-sinukleīns un 

LRRK2, autosomāli 

dominantais PD, un 

PINK1/Parkin un DJ-

1, autosomāli 

recesīvais PD 

iesaistītos proteīnus; 

Palīdz precīzāk atrast potenciālos 

mērķproteīnus farmakoterapijai. 

pārlieku daudz ekspresējies vai 

pilnībā nefunkcionējošs; 

Ļoti atšķirīgi efekti uz 

dopamīna producējošo neironu. 

1.4.2. AD modelis 

Visplašāk izmanto transgēno peļu modeļus AD pētījumos, kaut gan neviens no 

transgēnajiem modeļiem pilnībā neatspoguļo cilvēka AD smadzenes un atmiľas traucējumus. 

Transgēnais AD modelis balstās uz amiloīdu peptīdu Aβ akumulāciju, kas veidojas no 

amiloīdu prekursora proteīna (APP) enzimātiskas šķelšanas ceļā. Uzskata, ka konkrētas 

mutācijas APP gēnā izraisa agrīno iedzimtās formas AD (Hardy and Selkoe, 2002). Aβ 

agregācija ir devusi pamatu hipotēzei (Hardy and Higgins, 1992) un transgēno modeļu 

izveidei pelēs, kur APP gēnā (un arī citos gēnos, kā presenelīnā) ir mutācijas, kas jau agrīni 

dzīvniekiem izraisa Aβ peptīdu uzkrāšanos un atmiľas traucējumus. Pētījumu rezultāti ar 

APP23 pelēm, kurām Aβ agregāti uzkrājas gan parenhimā, gan ap asinsvadiem (cerebrālā 

amiloīda angiopātija; CAA) bija pirmais pierādījums, ka APP un Aβ ekspresijas izmaiľas ir 

pietiekošas, lai izraisītu cerebrovaskulāro neirodeģenerāciju (Calhoun et al., 1999). Šiem AD 

modeļiem ir gan raksturīgās neiropataloģiskas izmaiľas, gan arī telpiskās atmiľas deficīts, ko 

nosaka ūdens labirintā (Moris water maze). Telpiskās atmiľas izmaiľas var novērot arī AD 

pacientiem un, tās sākas ar bojājumu hipokampa smadzeľu struktūrā. Tā ir pirmā smadzeľu 

struktūra, kas tiek skarta gan AD pacientiem, gan arī transgēnajām AD pelēm (West, 1993). 

Lielo transgēno AD peļu daudzveidība apskatāmā 2. tabulā.  
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2. tabula. Transgēno AD peļu modeļi un to salīdzinājums savā starpā 

 Ar sarkanu apvilkts darbā izmantotais modelis – Tg-APPSwDI, kas uzrāda ekstracelullārus Aβ 

plākšľveida uzkrājumus, kā arī Aβ uzkrājumus ap asinsvadiem. 

 

Neirodeģeneratīvus procesus var modelēt arī ar hronisku stresu vai zāļu vielām, par 

kurām ir zināms, ka tās pasliktina atmiľu. 

1.4.3. Stresa modelis 

Stress ir organisma atbildes reakcija uz vides apstākļiem vai emocionāliem 

kairinājumiem, kas izjauc normālu organisma līdzsvaru jeb homeostāzi, ko precīzi 

noformulēja ―stresa teorijas tēvs‖ Hans Selje. Stresa inducētie procesi organismā ir kompleksi 

un ietver daţādus procesus - modulējot steroīdu (glikokortikoīdu), kateholamīnu, peptīdu un 

opioīdu sistēmas. Stresa procesā iesaistās gan CNS, īpaši mezolimbiskā sistēma, imūnsistēma, 

kardiovaskulārā un gastrointestinālā trakts (Sutanto and de Kloet, 1994). Ilgstoša stresa 

iedarbība rada distresu un palielina risku saslimt ar depresiju, kā arī neirodeģeneratīvajām 

slimībām, (Finsterwald and Alberini, 2014), kā arī izmaina proteīnu ekspresiju, kas iesaistīta 

sinaptiskajā plasticitātē (Yuen et al., 2011). Hipokampā ilgtermiľa stimulēšana ir ievērojami 

samazinājusies pēc ilgstoša viegla stresa vai hroniskas kortikosteroīdu iedarbības (Alfarez et 
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al., 2003), tātad tas būtiski pasliktina atmiľu gan dzīvniekiem, gan cilvēkiem (Lupien et al., 

2007). Ilgstoša stresa iedarbība izraisa pārmērīgu kortikosteroīdu sintēzi un izdalīšanos, kas 

savukārt nomāc glutamāterģisko sinaptisko pārraidi prefrontālajā garozā, samazinot glutamāta 

receptoru ekspresiju. Glutamāts, saistoties pie NMDA receptoriem, palielina intracellulāro 

kalcija līmeni un tādējādi inducē šūnas bojāeju. Izzudot kalcija homeostāzei šūnā, pastiprināti 

degradējās ubikvitīna/proteosomas un NMDA receptoru un AMPA receptori (Yuen et al., 

2012). Laboratorijas dzīvnieku pielietojums un modelēšana ir būtiski ietekmējuši progresu 

stresa pētījumos. Ir izveidotas gan speciālas ţurku līnijas ar paaugstinātu asins spiedienu 

(Pinto et al., 1998), apomorfīna uzľēmīgās APO-SUS un apomorfīna neuzľēmīgās ţurkas 

APO-UNSUS (Kavelaars et al., 1997), t.s. Roman augstas izvairīšanās sliekšľa un zemas 

izvairīšanās sliekšľa ţurkas (Lopez-Aumatell et al., 2009), izmanto arī Wistar līnijas ţurkas, 

kas tiek pakļautas akūtiem un hroniskiem stresiem, piemēram, piespiedu peldēšanai (forced 

swim test), neizbēgamam astes šokam (inescapable tailshock), aukstumam, akūtam ētera 

stresam vai imobilizācijai (Sutanto and de Kloet, 1994). Imobilizācijas stress ir plaši 

izmantots stresa modelis, kas ietekmē dzīvnieku agresiju, emocionalitāti, palielina bailes un 

būtiski ietekmē atmiľu (Wood et al., 2008).  

1.4.4. Haloperidola amnēzijas modelis 

Plaši tiek pielietots amnēzijas modeļi ar zāļu vielām, piemēram, haloperidola amnēzijas 

modelis. Haloperidols ir viens no tipiskajiem antipsihotiskajiem līdzekļiem, kas šizofrēnijas 

gadījumā novērš halucinācijas, mānijas un hiperaktivitāti, antagonizējot dopamīna 2 (D2) 

receptoru. D2 receptoru blokāde nigrostriatālajā sistēmā ir atbildīga par šī medikamenta 

nevēlamajiem blakusefektiem – ekstrapirimidālajiem efektiem un diskinēziju (Gerlach and 

Casey, 1990). Hroniska haloperidola lietošana veselos brīvprātīgajos uzrāda atmiľas 

pasliktināšanos (Lustig and Meck, 2005). Arī preklīniskā pētījumā ar ţurkām un pelēm 

haloperidola ietekmē novēro īstermiľa atmiľas pasliktināšanos un oksidatīvā stresa 

palielināšanos hipokampā un citos smadzeľu reģionos (Dubrovina and Loskutova, 2002, 

Schroder et al., 2005). 
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1.4.5. Apmācības modelis 

Apmācību pielieto kā reģeneratīvo procesu modeli. Ir zināms, ka apmācība ir t.s. 

pozitīvais stress, kura pamatā ir sinaptisko signālceļu nostiprināšana (Khan and Muly, 2011). 

Tas ir arī viens no veicinošajiem faktoriem, kas inducē neironus pieaugušo smadzeľu 

hipokampā (Gould and Tanapat, 1999). Apmācības pamatā ir atmiľas veidošanās, kas notiek 

galvenokārt hipokampā, kur pieaugušo smadzenēs ir novērota jaunu neironu rašanās (Balu 

and Lucki, 2009). Modelēšanai parasti izmanto ţurkas. 

2.2. Jaunas farmakoterapeitiskās stratēģijas 

Ľemot vērā neirodeģenerācijā iesaistītos procesus un proteīnu daudzveidību, ir skaidrs, 

ka zāļu vielai, kas multivalenti spēj iedarboties uz vairākiem proteīniem, ir vairākas 

priekšrocības, sākot jau ar mazāk izteiktām blaknēm. Šobrīd pieejamās zāļu vielas var iedalīt 

divās lielās kategorijās pēc to iedarbības uz proteīniem – ortostēriskās, kur zāļu viela saistās 

pie proteīna aktīvās saistīšanās vietas, un allostēriskas zāļu vielas, kas piesaistās kādā citā 

vietā uz proteīna virsmas un allostēriski izmaina konformāciju proteīna saistīšanās vietai 

(Nussinov and Tsai, 2012).  

Tieši allostēriskās zāļu vielas klūst arvien populārāka farmakoterapijas stratēģija, jo 

šādas allostēriskas vielas spēj pastiprināt vai pamazināt šūnas proteīnu komplicētās 

savstarpējās mijiedarbības un tām ir raksturīgi mazāk blakusefektu (Nussinov et al., 2011). 

Šīs zāļu vielas iedarbojas uz vairākiem proteīnu receptoriem (7. attēls), kā arī vairākiem 

proteīniem šūnā. Šīs zāļu vielas brīvi pārvietojas, mainot enerģijas pieejamību. Ietekme uz 

vairāku proteīnu ekspresiju sasaucas arī ar galveno mērķi – neirodeģeneratīvajos procesos 

veikt agrīnu šūnas aizsardzību pirms deģeneratīvie procesi ir izraisījuši būtiskus bojājumus 

smadzenēs. Pirmējie dati no pētījumu meta-analīzēm rāda, ka preventatīvi pret AD iedarbojas 

antioksidanti – pārtika, kur ir daudz C un D vitamīna, nesteroīdie pretiekaisuma līdzekļi 

(sevišķi aspirīns), estrogēni, ilgstošas iedarbības dihidropiridīni un daţos pētījumos arī 

kontrolēta statīnu lietošana, kas aizsargā no endotēliju bojājumiem (Standridge, 2004). 
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7. attēls. Ortostērisko un allosterisko zāļu vielu saistība ar receptoru proteīniem 

 Allostēriskās zāļu vielas spēj iedarboties gan pozitīvi, pastiprinot signālu, gan negatīvi 

samazinot signālu, kā arī neitrāli iedarboties uz šūnu (Wootten et al., 2013). 

 

Pēdējā laikā sevišķi uzmanību velta mazām molekulām, kas spētu veicināt reģeneratīvos 

procesus un palīdzētu AD ārstēšanā (Petrik et al., 2012, Rishton, 2008, Schneider et al., 

2012). Uzskata, ka mazas molekulas ar lādētiem struktūras elementiem (piemēram, 

četrvērtīgo slāpekli), spēj saistīties pie pretēji uzlādētām aminoskābēm proteīnos un ietekmēt 

proteīnu savstapējo mijiedarbību, uzlabot molekulas spēju šķērsot šūnas membrānas. Tā ir 

jaunā paradigma farmakoloģijā. Nenoliedzami, ka šādu zāļu vielu pielietojamam, no svara ir 

arī spēja uzlabot kognitīvās spējas neirodeģeneratīvo slimību pacientiem (Standridge, 2004).  

1.6. Pētīto vielu izvēles pamatojums 

1.6.1. Mildronāts 

Mildronāts (3-(2,2,2-trimetilhidrazīna) propionāta dihidrāts (jeb meldonijs) ir plaši 

pazīstams kardioprotektīvs līdzeklis, ko lieto sirds-asinsvadu sistēmas slimību, galvenokārt 

sirds išēmijas patoloģiju gadījumos, bet arvien bieţāk arī pie pārslodzēm sportā un darba 

dzīvē. Šo preparātu pirms 30 gadiem Latvijas Organiskās sintēzes institūtā pirmo reizi 

izstrādāja profesora I. Kalviľa laboratorijā. Tas bija iecerēts kā gamma-butirobetaīna jeb GBB 

analogs ar spēju ietekmēt karnitīna biosintēzi.  

Tradicionāli mildronāta darbības mehānisms bija izskaidrots ar to, ka inhibējot gamma-

butirobetaīna hidroksilāzi, samazinās karnitīna biosintēze miokardā, kā arī uzkrājas karnitīna 
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prekursors GBB (Dambrova et al., 2002, Simkhovich et al., 1988). Mildronāta pozitīvos 

efektus sirdī skaidro ar to, ka samazinoties karnitīnam, samazinās arī enerģijas patērējošā 

taukskābju oksidācija un tiek efektīvāk patērēta glikoze un palielināta ATF produkcija. Tas 

savukārt, ir pretrunā ar labi zināmo karnitīna lomu enerģijas producēšanā šūnā, un tā deficīts 

diabētā, sepsē, kardiomiopātijā, cirozē, endokrīnās saslimšanās un vecumā ir labi aprakstīts 

(Flanagan et al., 2010). Jāatzīmē, ka karnitīna metabolīts acetil-L-karnitīns ir uzrādījis spēju 

mazināt uzmanības deficītu AD pacientiem pēc ilgtermiľa lietošanas, kuriem 

acetilholīnesterāzes inhibitori nav uzrādījuši vēlamo efektu (Bianchetti et al., 2003). Iepriekš 

ir ziľots arī par acetil-L-karnitīna spēju mazināt progresēšanās ātrumu AD pacientiem, to 

lietojot ilgtermiľā – vienu gadu (Spagnoli et al., 1991), kā arī pie vieglas formas AD tas ir 

uzrādījis atmiľas uzlabojumus (Montgomery et al., 2003). Karnitīns ir uzrādījis 

neiroprotekciju mitohondriālās disfunkcijas modelī (Binienda et al., 2005), un acetil-L-

karnitīns ir aizsargājis dopamīnerģiskās šūnas PD modelī (Zaitone et al., 2012).  

Mūsu koncepcija atšķiras no tradicionālā mildronāta darbības mehānisma skaidrojuma. 

Mildronātam piemīt acīmredzama struktūras līdzība ar karnitīnu, un tādējādi mildronātu var 

uzskatīt par karnitīna ―līdzinieka‖ molekulu (carnitine congener) jeb ―neīsto karnitīnu‖ (8. 

attēls). Mildronātam piemīt gan pozitīvi lādētais slāpeklis, gan negatīvi lādētais skābeklis.  

 

8.attēls. Mildronāta un endogēni sintezētā karnitīna struktūras un to līdzība 

 Struktūras attēli no https://pubchem.ncbi.nlm.nih.gov/ 

 

Nevar noliegt arī to, ka mildronāta struktūra ir līdzīga vēl vienai dabas vielai betaīnam, 

kam tāpat kā karnitīnam (ASV Patents Nr. WO 2002048190A1) piemīt molekulārā čaperona 

īpašības stabilizēt proteīnu konformāciju. Šajā kontekstā mildronātu var uzskatīt arī par 

ķīmisko čaperonu. Šūnai jāsaľem pietiekoša karnitīna koncentrācija, lai nodrošinātu 

mitohondrijos enerģijas veidošanās procesus. Taču tā pārslodze noved pie negatīvās 

atgriezeniskās saites izveides un kompensējoša karnitīna samazinājuma šūnās. Viens no 

nozīmīgākajiem argumentiem šādam uzskatam ir dati par devas atkarīgu mildronāta 

palielināšanos un attiecīgu karnitīna līmeľa samazināšanos ţurkas smadzeľu audos (Svalbe et 
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al., 2011). Līdzīgu pierādījumu šādam uzskatam sniedz arī pētījums, kurā mildronāta 

kardioprotekcijas efekts pazūd pēc L-karnitīna lietošanas (Kuka et al., 2012). Līdz ar to varam 

secināt, ka karnitīns vai tā derivāts mildronats jāievada tādās devās, kas spēj kompensēt 

daţādu aversīvu stāvokļu (stress, neirodeģenerācija) izraisīto karnitīna deficītu. 

Iepriekšējie Farmakoloģijas katedras pētījumi norāda uz mildronāta spēju stabilizēt 

proteīna ekspresiju smadzenēs un sirdī neirotoksicitātes modelī, kas tika inducēts ar 

mitohondriju toksīnu azidotimidīnu (Pupure J. et al., 2010). Tomēr mildronāta ietekme uz 

smadzeľu procesiem tikpat kā nav izzināta, nemaz nerunājot par to iedarbību uz smadzeľu 

proteīnu ekspresiju PD un AD modeļos. 

1.6.2. Dihidropiridīna atvasinājums AP-12 

Dihidropiridīna atvasinājums (DHP) AP-12 (1-dodecil-3’-5’-bis-etoksikarbonil-2’-6’-

dimetil-1’,4’-dihidro-[3,4’]bipiridinil-1-ium bromīds) ir Latvijas Organiskās Sintēzes institūta 

ķīmiķes A. Plotnieces grupas 2010. gadā sintezēts savienojums. Interese par DHP un to spēju 

mazās devās uzlabot atmiľas procesus jau tika parādīta pagājušā gadsimta 90. gados, pētot 

netipisku DHP derivātu cerebrokrastu, kas neironālajos audos neuzrādīja kalcija antagonista 

īpašības (Klusa, 1995). Interese pētīt šos savienojumus neirodeģeneratīvos procesos radās 

tāpēc, ka daudzi no DHP savienojumiem uzrādīja spēju šķērsot hematoencefālisko barjeru un 

mazināt risku attīstīt PD un AD (Anekonda and Quinn, 2011, Simon et al., 2010).  

Nesenos pētījumos AP-12 uzrādīja kalcija antagonista īpašības neiroblastomas šūnu 

līnijā SH-SY5Y (inhibējošā koncentrācija IC50 = 5 (0,8 µM) un vaskulāro gludo muskuļšūnu 

līnijā A7r5 (IC50 = 0.,7 (0,3 µM), kas ierindo šo savienojumu kalcija regulējošo DHP klasē 

(Rucins et al., 2014). Savienojuma struktūrā vērību pelna divas nozīmīgas grupas – 

dodecilgrupa, kas uzlabo lipofilitāti, un DHP grupa kā nesējmolekula, kuru struktūrā ir 

pozitīvi lādēts slāpekļa elements (9. attēls). 
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9. attēls. AP-12 struktūra 

 A: dodecilgrupa; B: dihidropiridīna daļa kā nesējmolekula. 

 

Līdz šim nav veikti pētījumi ar DHP savienojumiem, kas liecinātu par to spēju ietekmēt 

smadzeľu proteīnu ekspresiju. Vienīgi ir atrastas DHP savienojumu spēja ietekmet kalcija 

kanālu ekspresijas izmaiľas (Sinnegger-Brauns et al., 2009) un azidotimidīna neirotoksicitātes 

modelī DHP regulējošo ietekmi uz paaugstināto NF-kappaBp65 un kaspāzes-3 ekspresiju 

(Pupure et al., 2008).  
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2. MATERIĀLI UN METODES 

Promocijas darbam izvelētās vielas – mildronātu un dihidropiridīna atvasinājumu AP-12 

pārbaudījām daţādos neirodeģeneratīvo slimību modeļos uz laboratorijas dzīvniekiem – 

ţurkām un pelēm. Noteicām dzīvnieku uzvedību, kā arī noteicām biomarķieru ekspresijas 

izmaiľas smadzenēs ex vivo ar Western blota un imūnhistoķīmijas metodi, kā arī pārbaudījām 

AP-12 spēju šķērsot hematoencefālisko barjeru ar HPLC metodi. 

2.1. Eksperimentālie dzīvnieki 

Wistar ţurkas tēviľi tika iegādāti no Rīgas Stradiľa Universitātes Eksperimentālās 

dzīvnieku laboratorijas (Rīga, Latvija), transgēnā AD peļu līnija – Tg-APPSwDI tika iegūtas no 

Dr. Van Nostrand laboratorijas (SUNY Stony Brook, ASV), peļu līnija C57BL/6J no The 

Jackson Laboratory (ASV). Peļu kolonija tika uzturēta Alabamas Universitātē Birmingemā, 

ASV. Peles izmitināja plastikāta būros standarta apstākļos, pa 5 pelēm katrā.  

Pirms eksperimentiem peles un ţurkas adaptēja plastikāta būros, izmitinot tos standarta 

apstākļos: istabas temperatūrā 22 ± 1
° 

C, gaisa mitrums 50 – 60 %, gaismas/tumsas cikls 12 

h/12 h, sausā barība (R-70, Lantmannen, Zviedrija) un ūdens ad libitum. 

Visas eksperimenta procedūras veiktas ar iespējami mazāku dzīvnieku skaitu, mazinot 

iespējamas dzīvnieku ciešanas vai diskomfortu. Pētījumos tika ievērota Eiropas Savienības 

konvencijas direktīvas 2010/63/EU vadlīnijas. Pētījumu protokolus par laboratorijas 

dzīvnieku izmantošanu biomedicīnas eksperimentos akceptēja LR Pārtikas un Veterinārā 

Dienesta Dzīvnieku aizsardzības Ētikas komiteja. Pētījumam ASV tika ievērota vietējā – 

institucionālās dzīvnieku uzraudzības un izmantošanas komitejas vadlīnijas (Institutional 

Animal Care and Use Committee; IACUC).  

2.2. Materiāli 

 Pētāmās vielas 

Mildronāts [3-(2,2,2-trimetilhidrazīnija) propionāta dihidrāts] tika iegūts no A/S 

„Grindeks‖ (Rīga, Latvija). Mildronāts tika izšķīdināts fizioloģiskajā šķīdumā, izgatavojot 1% 
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pamatkoncentrāciju, to attiecīgi atšķaidot un injicējot intraperitoneāli (i.p.) devās 10, 20, 50 

un 100 mg/kg (pētītās devas atšķīrās pētījumos). 

DHP derivāts AP-12 (1-dodecil-3’-5’-bis-etoksikarbonil-2’-6’-dimetil-1’,4’-dihidro-

[3,4’]bipiridinil-1-ium bromīds) tika iegūts no Latvijas Organiskā sintēzes institūta. To 

izšķīdināja fizioloģiskajā šķīdumā ar 0,1% Tween-20, lai palielinātu vielas šķīdību, un 

ievadīja devās 0,1 mg/kg un 1 mg/kg i.p. 

Vielu izšķīdināšanai izmantojām NaCl fizioloģiskais šķīdums 0,9 % no Fresenius Kabi 

(Polija). 

Western blota metodē izmantotie reaģenti 

RIPA buferis (R0278, Sigma-Aldrich, ASV), proteāţu inhibitoru kokteilis (P2714, 

Sigma-Aldrich, ASV), poliakrilamīda gēla elektroforēzei izmantots proteīna molekulārā svara 

standarts – Spectra Multicolor Broad Range Ladder (26634, Piercenet, ASV). Bloķēšanai 

izmantots 5% sausais piens un 0,05% Tween-20 (sc-2333, Santa Cruz Biotechnology, ASV). 

Izmantotās primārās antivielas mainījās atkarībā no pētījuma, bet visbieţāk izmantotās 

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), 

sinaptofizīnu (S5768; Sigma, ASV).  

β-aktīns (ab8224, Abcam, Lielbritānija) un α-tubulīns (T5168, Sigma, ASV) tika 

izmantots kā pozitīvo paraugu ievadīšanas kontrole. Izmantotās sekundārās antivielas: 

peroksidāzes konjugētā kazas anti-truša IgG (A9169, Sigma-Aldrich, ASV) un peroksidāzes 

konjugēta peļu sekundārā (sc-2005, Santa-Cruz Technology). Detektēšanai tika izmantoti 

hemiluminescences ECL Advance šķīdumi A un B (RPN2135, Amerscham GE Healthcare, 

ASV). 

Imūnhistoķīmijā izmantotās vielas 

Primārās antivielas (te uzskaitītas tikai AD modelī izmantotās antivielas, kuras 

procedūru doktorante pati ir veikusi): peļu anti-cilvēku W0–2 antiviela Ab4–10; 1:5,000; 

Millipore, ASV), peļu GFAP (mouse anti-GFAP; 1:1,000; clone G-A-5; Sigma, ASV), Iba-1 

(rabbit anti-Iba1; ab5076; Wako, ASV), and GAD67 (mouse anti-GAD67; 1:1000; 

MAB5406; Millipore, ASV). Sekundārās antivielas: ar biotīnu konjugēta kazas anti-peļu 

(Sigma, ASV) vai ar biotīnu kazu anti-trušu antiviela (Millipore, ASV). 
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2.3. Metodes 

2.3.1. Modeļu izveide ar ķīmisko vielu palīdzību 

PD modeļa izveidei ţurkās izmantojām 6-hidroksidopamīnu (6-OHDA) no Sigma-

Aldrich (ASV), to izšķīdinot 0.2% askorbīnskābes šķīdumā. Šī modeļa izveide notika 2 

nedēļas pēc mildronāta vai kontroles grupai – fizioloģiskā šķīduma ievadīšanas. Pusstundu 

pirms anestēzijas ţurkām injicēja i.p. imipramīnu 20 mg/kg, lai aizsargātu adrenerģiskos 

neironus no 6-OHDA bojājumiem (Breese and Traylor, 1971). Ţurkas anestezēja ar ketamīnu 

75 mg/kg un ksilazīnu 10 mg/kg un ievietoja stereotakses sistēmā (Stoelting Inc., ASV). 

Toksīnu 6-OHDA injicēja 20 μg/ 3 μL koncentrācijā ar Stoelting mikroinjektoru ar ātrumu 1 

μl/min intrastriatāli ar koordinātēm pēc Paxinos & Watson: AP + 1,2; LM +2,5; DV – 5.0 mm 

no bregmas. 

 Dopamīna receptora agonistu apomorfīnu (Sigma-Aldrich, ASV) izšķīdināja 0,1% 

askorbīnskābes šķīdumā. Apomorfīnu ievadīja subkutāni devā 0,2 mg/kg, lai noteiktu modeļa 

funkcionēšanu. Ja dopamīnerģiskie neironi ir bojāti, var novērot kontralaterālas rotācijas. 

Apmācīto ţurku pētījumā izmantojām sintētisko timidīna analogu bromodeoksiuridīnu 

(BrdU) no Sigma-Aldrich (ASV), izveidojot pamatkoncentrāciju 10 mg/ml un ievadot devā 75 

mg/kg. BrdU spēj inkoperēties DNS molekulā timidīna vietā mitozes S-fāzē, un ļauj antivielai 

piesaistīties pie tā. BrdU izmantošana ir kļuvusi par plaši izmantotu analīzes līdzekli neironālo 

cilmes šūnu pētniecībā, lai iezīmētu un iekartētu dalošās šūnas (Drapeau et al., 2003, 

McDonald and Wojtowicz, 2005). 

Haloperidola modelī ţurkām izmantojām haloperidolu no GedeonRichter (Ungārija) no 

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

2.3.2. Modeļu izveide bez ķīmiskām vielām 

Imobilizācijas stresa modelis 

Šis modelis iepriekš aprakstīts Nooshinfar et al., 2011. Imobilizācijas stresa ietekmē 

atmiľu, un tādējādi, piemēram, var novērtēt atmiľas traucējumu attīstību.  

Stresa modelī ţurkas 2 h immobilizēja, katru ţurku atsevišķi ievietojot, mazā plastikas 

būrī. Ar plastikāta būra pārvietojamo durvju palīdzību būra garums tika pielāgots attiecīgi 

katras ţurkas izmēriem. Visa testa laiku ţurka bija pilnībā imobilizētas, bez kustībām. 30 min 
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pēc imobilizācijas stresa testa ţurkām tika veikts pasīvās izvairīšanās tests, kas aprakstīts pie 

uzvedības testiem. 

Alcheimera slimības modelis 

Šajā modelī transgēnās peles ekspresē cilvēku amiloīda prekursora proteīnu (APP) ar 

t.s. zviedru, nīderlandiešu un Aiovas (Swedish, Dutch, and Iowa) mutācijām uz C57BL/6 peļu 

genoma fona, tāpēc arī nosaukums Tg-APPSwDI. Šis peļu modelis attīsta agrīnu smagu β 

amiloīda peptīdu akumulāciju smadzenēs, kas saistās arī pie smadzeľu asinsvadiem. Šīs peles 

agrīni, jau sasniedzot 3 mēnešu vecumu, uzrāda kognitīvos traucējumus (Davis J. et al., 

2004). 

2.3.3. Eksperimentu plānojums modeļdzīvniekiem 

PD pētījumā bija divi atsevišķi eksperimenti, kur pirmā eksperimentā ţurkas sadalīja 

astoľās grupas (katrā pa 8 dzīvniekiem) un mildronāta devas bija 10, 20 un 50 mg/kg, 

savukārt otrā eksperimentā ţurkas sadalīja sešās grupās (katrā pa 8 dzīvniekiem) un devas bija 

50 mg/kg un 100 mg/kg. Vielas katru dienu pagatavojām no jauna. Mildronāts vai 

fizioloģiskais šķīdums (kontrole) tika sagatavots tilpumā 1 ml/kg, intraperitonālai (i.p.) vielas 

ievadīšanai katru dienu 14 dienas pēc kārtas. Nākamajā dienā (15. dienā) neirotoksīns 6-

OHDA tika ievadīts labajā striatumā koncentrācijā 20 μg/3 μL. Kontroles grupai ievadīja 

mākslīgo cerebrospinālo šķīdumu (aCSF). 

 

Dzīvnieka grupas pirmajā eksperimentā: 

1. grupa: fizioloģiskais šķīdums i.p. 14 dienas, kam sekoja aCSF intrastriatāli; 

2. grupa: mildronāts, 10 mg/kg i.p. 14 dienas, kam sekoja aCSF intrastriatāli; 

3. grupa: mildronāts, 20 mg/kg i.p. 14 dienas, kam sekoja aCSF intrastriatāli; 

4. grupa: mildronāts, 50 mg/kg i.p. 14 dienas, kam sekoja aCSF intrastriatāli; 

5. grupa: fizioloģiskais šķīdums i.p. 14 dienas, kam sekoja 6-OHDA intrastriatāli; 

6. grupa: mildronāts, 10 mg/kg i.p. 14 dienas, kam sekoja 6-OHDA intrastriatāli; 

7. grupa: mildronāts, 20 mg/kg i.p. 14 dienas, kam sekoja 6-OHDA intrastriatāli; 

8. grupa: mildronāts, 50 mg/kg i.p. 14 dienas, kam sekoja 6-OHDA intrastriatāli. 

 

Dzīvnieka grupas otrajā eksperimentā: 

1. grupa: fizioloģiskais šķīdums i.p. 14 dienas, kam sekoja aCSF intrastriatāli;  

2. grupa: mildronāts, 50 mg/kg i.p. 14 dienas, kam sekoja aCSF intrastriatāli; 

3. grupa: mildronāts, 100 mg/kg i.p. 14 dienas, kam sekoja aCSF intrastriatāli;  

4. grupa: fizioloģiskais šķīdums i.p. 14 dienas, kam sekoja 6-OHDA intrastriatāli; 

5. grupa: mildronāts, 50 mg/kg i.p. 14 dienas, kam sekoja 6-OHDA intrastriatāli; 

6. grupa: mildronāts, 100 mg/kg i.p. 14 dienas, kam sekoja 6-OHDA intrastriatāli. 
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AD modelī transgēnajām APP pelēm (Tg-APPSwDI), lai pārbaudītu mildronāta ietekmi 

izmantoja 36 peles, kuras sadalīja 3 grupās, un kurām 28 dienu pēc kārtas ievadīja 

fizioloģisko šķīdumu vai mildronātu. Peļu vecums, uzsākot pētījumu, bija 4 mēneši.  

Dzīvnieku eksperimentālās grupas: 

1. grupa: fizioloģiskais šķīdums i.p. 28 dienas, 

2. grupa: mildronāts, 50 mg/kg i.p. 28 dienas, 

3. grupa: mildronāts, 100 mg/kg i.p. 28 dienas.  

 

AD modelī transgēnajām APP pelēm (Tg-APPSwDI), lai pārbaudītu AP-12 izmantoja 16 

peles, kuras sadalīja 2 grupās, un kurām 21 dienu pēc kārtas ievadīja fizioloģisko vai AP-12. 

Peļu vecums, uzsākot pētījumu, bija 3 mēneši. 

Eksperimenta grupas: 

1. grupa: fizioloģiskais šķīdums i.p. 21 dienu; 

2. grupa: AP-12 1 mg/kg i.p. 21 dienu. 

 

AP-12 savienojums tika pārbaudīts arī uz C57BL/6J peļu tēviľiem, kas ir peļu līnija, uz 

kuras bāzes izveidoja TgAPPSweDI AD peles. Šajā testā izmantoja 30 pele, kuras sadalīja 3 

grupās. Peļu vecums, uzsākot pētījumu, bija 3 mēneši. 

Dzīvnieku eksperimentālās grupas: 

1. grupa: fizioloģiskais šķīdums 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. 

 

Imobilizācijas stresa modelī izmantoja 40 ţurkas, kuras sadalīja 4 grupās, un kurām 14 

dienas pēc kārtas ievadīja fizioloģisko šķīdumu vai mildronātu devā 50 mg/kg. Pēc 14 dienām 

pusi ţurku pakļāva immobilizācijas stresam. 

 

Dzīvnieku eksperimentālās grupas: 

1. grupa: fizioloģiskais šķīdums i.p.; 

2. grupa: mildronāts 50 mg/kg i.p.; 

3. grupa: fizioloģiskais šķīdums i.p., kam sekoja imobilizācijas stress; 

4. grupa: mildronāts 50 mg/kg i.p., kam sekoja imobilizācijas stress. 

 

Haloperidola modelī ţurkas sadalīja četrās grupās, katrā pa 8-10 dzīvniekiem. 

Mildronāts (Grindeks, Latvija) devās 50 un 100 mg/kg tika pagatavots no pulvera, 

haloperidols 1mg/kg (Hal) (GedeonRichter, Ungārija) tika pagatavots no injekciju šķīduma 

5mg/ml ampulas. Abas vielas ievadījām (i.p.) tilpumā 1 ml/kg 21 dienu pēc kārtas. 
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Dzīvnieku eksperimentālās grupas: 

1. grupa: fizioloģiskais šķīdums i.p.; 

2. grupa: haloperidols 1mg/kg i.p. + fizioloģiskais šķīdums; 

3. grupa: haloperidols 1mg/kg i.p. + mildronāts 50 mg/kg i.p.; 

4. grupa: fizioloģiskais šķīdums i.p.+ mildronāts 50 mg/kg i.p. 

 

Apmācību modelī ţurkas sadalīja četrās grupās, katrā pa 8 ţurkām. Mildronātu (50 

mg/kg i.p.) vai fizioloģisko šķīdumu ievadīja septiľas dienas, nākošās septiľas dienas ţurkas 

saľēma BrdU devā 75 mg/kg i.p., un tās apmācīja aktīvās izvairīšanās testa (CAR) aparātā 

(Panlab, Spānija). Divas kontroles grupas saľēma vielas, bet tās neapmācīja.  

Dzīvnieku eksperimentālās grupas:  

1. grupa (kontrole): fizioloģiskais šķīdums 7 dienas, kam sekoja BrdU 75 mg/kg i.p. 

7 dienas;  

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

3. grupa: fizioloģiskais šķīdums, 7 dienas, kam sekoja BrdU 75 mg/kg i.p. un CAR 

treniľš 7 dienas;  

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

treniľš 7 dienas. 

2.3.4. Dzīvnieku uzvedības testi 

Rotāciju skaitīšana PD modelī  

Lai pārbaudītu PD modeļa bojājumu smadzenēs, 14., 21. un 28. dienā pēc 6-OHDA 

ievadīšanās smadzenēs, subkutāni ievadījām dopamīna receptora agonistu apomorfīnu devā 

0,2 mg/kg un 30 min novērojām un skaitījām asimetriskās (kontralaterālās) rotācijas ţurkām. 

Uzvedības testi AD modelī 

AD modelī divas nedēļas pēc mildronāta (vai fizioloģiskā šķīduma) ievadīšanas 

transgēnās pelēm pārbaudīja lokomotoro aktivitāti un baiļu līmeni divos uzvedības testos – 

atvērtā lauka testā (open field) un nulles labirintā (zero maze). Nākamā nedēļā dzīvnieki tika 

testēti divos atmiľas testos – sociālās atpazīšanas tests (social recognition) un Moris ūdens 

labirintā (Morris water maze), lai noteiktu spēju atcerēties jaunu dzīvnieku, kā arī atrast 

platformu, uz kuras var nostāties sausumā.  

Atvērtā lauka testā peli ievietoja atklāta tipa arēnas jeb lauka (50 x 50 x 20 cm) centrā 

un novērota ar Ethovision videonovērošanas sistēmu. Tā 5 min laikā tiek novērtēta dzīvnieka 

pārvietošanās aktivitāte jeb horizontālā lokomocija, kas tika izteikta kā kopējā noietā distance 

centimetros. 
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Nulles labirintā peli ievietoja paaugstināta apļveida platformā ar divām pretējām 

noslēgtiem kvadrantiem un diviem atvērtiem, un 5 minūšu laikā novērtē dzīvnieka 

pārvietošanās aktivitāti no noslēgtajiem kvadrantiem uz atvērtajiem un kopējo noieto distanci 

un ātrumu. 

Sociālo atpazīšanu dzīvniekiem pārbaudīja taisnstūrveida, caurspīdīgas plastmasas 

kastē ar trīs nodalījumiem, kur malējos nodalījumos zem reţģa ievietojām katrā pa C57BL/6J 

līnijas pelei, kuras eksperimentālās peles nekad ieprieš nebija sastapušas. Pirmajā dienā 

eksperimentālo peli ievietoja vidējā nodalījumā un saskaitīja 10 min periodā peles 

pārvietošanos no viena nodalījuma uz otru, kā arī pavadīto laiku katrā no nodalījumiem un 

pavadīto laiku pie reţģiem, zem kuriem atrodas nezināmās peles. Otrajā dienā vienā no 

malējiem nodalījumiem nomainīja vienu no pelēm pret citu, kuru eksperimentālā pele nekad 

iepriekš nav sastapusi. Tāpat kā pirmajā dienā, saskaitīja 4 min pārvietošanos un uzturēšanos 

laiku, kā arī pavadīto laiku pie reţģa. Ir teikts, ka dzīvnieks atceras un pavada par 80% vairāk 

laika otrā dienā pie peles reţģa, kur ievietota pele, kuru dzīvnieks vēl nebija sastapis.  

Ūdens labirints bija tumši zils apļveida peldbaseins ar diametru 120 cm un augstumu 

40 cm, kas tika piepildīts ar tīru ūdeni, kura temperatūra ir 23 ± 1
o 

C. Peles trenēja četras 

reizes pa 60 s katru dienu 5 dienas pēc kārtas ar mērķi iemācīt pelēm atrast peldbaseinā 

platformu vienā no peldbaseina kvadrantiem, uz kuras pele var uzrāpties un atpūsties. 

Platforma, lai būtu grūtāk nedaudz atrodas zem ūdens (0,5 cm). Ja dzīvnieks neatrod 60 s 

laikā platformu, tad tas tiek uzlikts uz tās uz 10 s. Starptreniľu laiks bija 1 min. Latentais 

periods līdz tiek atrasta platforma tika reģistrēts, kā arī peļu mērotā distance un ātrums. Pēdējā 

dienā veic testa pārbaudi, kur izľem platformu, un ļauj peldet 60 s, lai novērotu, vai peles peld 

tajā kvadrantā visvairāk, kurā atradās platforma. 

AD modelī ar AP-12, divas nedēļas pēc vielu ievades sākuma (13. dienā), dzīvnieki tika 

testēti – paaugstinātajā plusa labirintā (elevated plus maze) un, sākot ar 17. dienu - piecas 

dienas ūdens labirintā.  

Paaugstinātais plusa labirints ir klasisks baiļu tests dzīvniekiem, kurš sastāv no divām 

atvērtajām platformām (31 cm x 5 cm) un divām aizvērtajiem platformām (31 cm x 5 cm x 15 

cm), kas ir pagarinājums no centrālās platformas (5 cm x 5 cm), un ir pacelta 40 cm virs 

galda. Tests tiek uzsākts, uzliekot 13. dienā peli centrālajā platformā, ar skatu uz kādu no 

atvērtajām platformām. Pelēm ļāva izpētīt labirintu 4 min, un tad tās tika atliktas patstāvīgajā 

būrī, kur tās uzturas. Eksperimentā tiek uzľemts laiks, ko pele pavada atvērtajos plecos, kā arī 

reizes, cik bieţi pele tajos ieiet. Pagarināts laiks no normas, ko pele pavada atvērtajā plecā, 
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norāda uz aksiolītisku jeb uz baiļu noľemošu efektu no zāļu vielas. Visus uzvedības testus 

AD modeļa pētījumā veicam 3 h pēc pēdējās vielu ievades, starp plkst. 11 un 14.  

 

Pasīvās izvairīšanās tests imobilizācijas stresotām modeļžurkām 

Pasīvās izvairīšanās testā izmantojām ţurkas no imobilizācijas stresa un salīdzinājām ar 

nestresotājām ţurkām. To veica taisnstūra veida aparātā (Rat Shuttle Box, modeļa nr. LE916, 

Panlab, Spānija), kas sastāv no diviem vienāda izmēra nodalījumiem – gaišā un tumšā. Tos 

vienu no otra atdala siena ar automātiski atveramām durvīm. Katra nodalījuma grīdā ir 

ievietots metāla reţģis. Eksperimenta pirmajā dienā ţurkas ievietoja gaišajā nodalījumā. Tās 

tur atrodas noteiktu laika periodu, kura ilgums pirmajā dienā bija 120 s. Pēc noteiktā 

adaptēšanās perioda gaišajā nodalījumā atveras automātiskās durvis, un 300 s laikā ţurka var 

pāriet no gaišā nodalījuma uz tumšo. Ieejot tumšajā nodalījumā (kas grauzējiem parasti ir 

patīkamāks nekā gaiša vide), automātiskās durvis uzreiz aizveras, un ţurka caur grīdā esošo 

metāla reţģi saľem 0,2 mA stipru un 2 s ilgu strāvas sitienu (foot shock). Pēc 24 h, testa otrajā 

jeb atbildes saglabāšanas (retention) dienā, ţurku atkal ievieto gaišajā nodalījumā, kur tā 30 

sekundes adaptējas līdz durvju atvēršanai. Pēc durvju atvēršanās reģistrē latento periodu 

(maksimāli līdz 300 s), ko ţurka pavada līdz ieiešanai tumšajā nodalījumā. Ja, salīdzinot ar 

pirmo testa dienu, otrajā dienā (retention test), latentais periods pagarinās, tas liecina, ka 

ţurka atceras elektrošoku, ko saľēma pirmajā testa dienā, ieejot tumšajā nodalījumā. 

Rezultātu analīzei tiek rēķināta latento perioda starpība, kas tiek iegūta no otrās dienas, 

atľemot pirmās dienas latento periodu. Ja ţurka pirmajā eksperimenta dienā 300 s laikā 

nepāriet no gaišā nodalījuma uz tumšo un nesaľem strāvas sitienu, tā tiek izslēgta no 

turpmākajiem eksperimentiem. Šis tests ļauj spriest par labākām mācīšanās spējām un atmiľu.  

 

Telpiskās atmiľas noteikšana haloperidola amnēzijas žurkām 

Haloperidola amnēzijas modelī divas dienas pēc 3 nedēļu vielu ievadīšanas tika uzsākts 

Barnes labirinta (Barnes maze) tests, kurš ilga 5 dienas, lai novērtētu dzīvnieka mācīšanās 

spējas un telpisko atmiľu. Katru ţurku novietoja uz apļa veida galda, kura diametrs ir 1 m un 

kur pa perimetru ar vienādiem attālumiem ir izvietotas 18 bedrītes, kur tikai viena no bedrītēm 

bija atvērta (pārējās bija noslēgtas). Bedrīte kalpo kā slēptuve grauzējiem, kuriem ir raksturīgi 

izvēlēties tumšas, šauras vietas. Treniľsesijai sākoties tika ieslēgta spoţa gaisma un 

ventilators, lai mudinātu dzīvnieku pamest galda centru un atrast bedrīti (maksimālais 

meklēšanas laiks bija 180 s). Pēc bedrītes atrašanas gaisma un ventilators tika izslēgti un 

dzīvniekam ļāva 30 s netraucēti atrasties bedrītē-slēptuvē. Katru dzīvnieku tādējādi trenēja trīs 
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reizes dienā ar 15 minūšu intervālu, kura laikā ţurkas atradās savos standarta uzturēšanās 

būros, četras dienas pēc kārtas. Piektajā dienā labirintā aizsedza slēptuves bedrīti, lai 

noskaidrotu, vai ţurka atceras bedrītes atrašanās vietu. Šajā testā 90 s ilgi tika skaitītas 

nepareizi apmeklētās bedrītes, kas tika definētas kā kļūdas. 

 

Aktīvās izvairīšanās tests apmācības modeļžurkām 

Apmācības modelī ţurkas pēc mildronāta vai fizioloģiskā šķīduma ievadīšanas 8. dienā 

trenējām aktīvās izvairīšanās testā, ko veicām taisnstūrveida aparātā ar diviem nodalījumiem 

(Panlab, Spānija). Katru ţurku ievietoja nodalījumā un tiklīdz atvērās durvis ţurkas izdzirdēja 

1 s ilgu un 70 dB, 670 Hz skaļu signālu. Pēc 10 s ţurka caur grīdā esošo metāla reţģi saľēma 

0,5 mA stipru un 2 s ilgu strāvas sitienu. Ja ţurka pārskrēja uz otru nodalījumu, 30 s ilgs 

starpperiods testā sākās. Ja ţurka nepārskrēja, ţurka pēc 10 s saľēma atkārtotu strāvas sitienu, 

maksimāli 3 reizes. Katra ţurka trenējām 7 reizes dienā 7 dienas pēc kārtas. Pēc durvju 

atvēršanās reģistrējām latento periodu līdz strāvai, kā arī pareizo atbilţu skaitu. 

Visus parametrus reģistrējām ar Ethovision videonovērošanas programmu. Pēc 

uzvedības testa beigām nākamajā dienā dzīvniekus anestezējām un perfuzējām ar fizioloģisko 

šķīdumu. Tas padarīja smadzeľu audus piemērotus tālākai analīzei gan IHC, gan ar Western 

blota metodi. Daļu no C57BL/6J peļu perfuzētajām smadzenēm no AP-12 savienojuma 

pētījuma saglabājām pie - 80° C, lai vēlāk noteiktu ar HPLC/masas spektrometrijas analīzes 

palīdzību šī savienojuma spēju šķērsot hematocencefālisko barjeru pie i.p. ievadīšanas. 

2.3.5. Biomarķieru mērījumi  

Katrā no modeļiem noteicām vairāku proteīnu biomarķierus – ar Western blota un IHC 

palīdzību. 

PD modeļžurkām pirmajā pētījumā imūnhistoķīmiski noteicām marķieru ekspresiju 

struktūrās substantia nigra un corpus striatum: specifisko neirālo marķieri TH, ubikvitīnu, 

Notch-3, astrogliju GFAP, neiroiekaisuma marķieri iNOS, mikroglijas marķieri Iba-1. Otrā 

PD pētījumā noteicām: molekulārā šaperona – karstuma šoka proteīna HSP70, gliju neirotrofo 

faktoru GDNF un neirālo šūnu adhēzijas molekulu NCAM ekspresiju. 

AD modelī transgēno peļu hipokampā noteica: amiloīda β peptīdu W0-1, Iba-1, GFAP, 

AChE, GAD67, sinaptiskās plasticitātes marķierus: ar augšanu asociēto proteīnu GAP-43, 

sinaptofizīnu, Homer-1. 
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Imobilizācijas stresa modelī ţurkām hipokampā noteica: smadzeľu neirotrofo faktoru 

BDNF, acetilholīnesterāze AChE un glutamāta dekarboksilāzi GAD67. 

Haloperidola amnēzijas modeļţurkām noteicām hipokampā: smadzeľu neirotrofisko 

faktoru BDNF, acetilholīnesterāze AChE un glutamāta dekarboksilāze GAD67. 

Apmācības modeļžurkām ar BrdU ievadīšanu noteicām ekspresiju hipokampā: 

BrdU/nestīnam, glutamāta dekarboksilāzei GAD65/67, acetilholīnesterāzei AChE, GAP-43, 

transkripcijas factoram c-jun, BDNF, HSP70. 

2.3.5.1. Biomarķieru ekspresijas noteikšana ar Western blota metodi 

Proteīnu ekspresijas kvantitatīvai noteikšanai peļu vai ţurku smadzeľu audos 

izmantojām Western blotu, kas ir metode ar vairākām daļām – audu parauga sagatavošana, 

gēla elektroforēze, pussausā pārnese, bloķēšana, blotēšana ar antivielām, membrānas 

attīstīšana, datu apstrāde un analīzes.  

 

Audu paraugu sagatavošana 

No sasaldētām smadzenēm izolējām smadzeľu struktūru un tam pievienojām attiecīgo 

daudzumu (ţurkas hipokampam 200 - 300 µL) atdzesētu RIPA lizējošo buferi ar 1% proteāţu 

inhibitoru kokteili, kas pasargā paraugos esošo proteīnu no degradēšanās. Procedūras laikā 

paraugi tika nepārtraukti turēti uz ledus. Paraugus homogenizēja ar audu homogenizētāju. 

Ieguva proteīnu maisījumu, no kura koncentrācijas noteikšanai paľēma 20 µL. Proteīna 

koncentrācijas noteikšanai izmantoja BCA pārbaudi (kits QPBCA, Sigma-Aldrich, ASV), 

kuras pamatā ir vara-proteīna kompleksa veidošanās bāziskos apstākļos, un vara reducēšanās. 

Reducēšanās ir proporcionāla ar proteīna daudzumu paraugā, un absorbcijas izmaiľas nosaka 

ar spektrofotometru (Tecan infinite M200PRO) 562 nm viļľu garumā. Šajā procesā izveidoja 

standarta līkni ar zināma proteīna atšķaidījumiem (vērša seruma albumīnu). Nomērot 

absorbcijas zināmajām proteīna koncentrācijām, no standarta līknes izrēķinājām kopējo 

proteīnu koncentrāciju paraugos. Paraugiem pirms elektroforēzes pievieno Laemmli buferi. 

Tad paraugus denaturēja 5 min 96°
 
C grādos. Paraugus pēc denaturēšanas atdzesēja uz ledus. 

Tos var lietot uzreiz vai arī uzglabāt 4° C grādos. 

Gēla elektroforēze un pussausā pārnese 

Proteīnu paraugus sadalīja pēc to molekulārā svara, izmantojot 15 % SDS 

poliakrilamīda gēlu pie 70 – 80 V sprieguma aptuveni 2 h, izmantojot elektroforēzes 

pamatprincipu, ka negatīvi lādētas daļiľas virzās uz pozitīvo lādēto elektrodu elektrolītu vidē 
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(izmanto tris-glicīna-nātrija dodecilsulfāta buferi), kur mazāki proteīni virzīsies ātrāk nekā 

lielie. Vienā no gēla bedrītēm pievienoja molekulārā svara marķieri, kā arī pozitīvo kontroli. 

Kopējais proteīnu daudzums paraugos tika pielāgots, lietojot antivielu (20 – 40 µg). Pēc gēla 

elektroforēzes, proteīni tika pārnesti uz nitrocelulozes membrānas, izmantojot to pašu 

elektroforēzes principu – negatīvi lādētie proteīni virzās uz pozitīvi lādēto anodi. 

Nitrocelulozes membrāna, vatmaľa loksnes un arī pats gēls tika samitrināts, iepriekš atdzesētā 

transfēra buferī, kam pievienots arī metanols labākai pārnesei. Strāvas stiprums pārnesē tika 

pielāgots pēc gēla laukuma. Ja gēlam bija 40 cm liels laukums, tika iestātīta 40 mA liela 

strāva un pārnese notika 45 – 60 min.  

 

Bloķēšana un blotēšana 

Lai novērstu membrānas savstarpējo reakciju ar antivielu, membrānu bloķē ar 5% sauso 

pienu un TBS buferi un 0,05% Tween-20 30 min istabas temperatūrā, lai izvairītos no 

nespecifisko antivielu piesaistes.  

Membrānu inkubēja diennakti ar primāro antivielu pie 4° C ar ieteicamo antivielas 

atšķaidījum TBS-T buferī ar sauso pienu. Pēc tam membrānu skaloja ar TBS buferi un 0,05% 

Tween-20 istabas temperatūrā 3 reizes pa 15 minūtēm. Tad blots tika inkubēts ar sekundāro 

antivielu istabas temperatūrā 1 h ar ieteicamo antivielas atšķaidījumu. Membrānu skaloja 

vēlreiz ar TBS buferi un 0,05% Tween-20 istabas temperatūrā 3 reizes pa 15 minūtēm. 

Membrānas attīstīšana 

Proteīnu ekspresijas noteikšanai izmantoja hemiluminescences reaģentus (šķīdumus A 

un B sajauca 1:1), kurus vienmērīgi uzklāja uz membrānas un inkubēja 1 min. Membrānu 

uzmanīgi noslaucīja no liekā šķidruma. Gaismas signālu detektēja ar CDD kameru (UVP 

Bioimaging System), kur iestatīja ekspozīcijas laiku. Ekspozīcijas laiku var variēt, vidēji 2 

min.  

Western blota datu apstrāde 

Attēlu analīzei izmantojām Image J programmu. Proteīna ekspresiju izsaka skaitļos kā 

absolūto intensitāti, kas ir iezīmētā laukuma un tajā vidējo pikseļu skaita reizinājums. 

Eksperimentālo grupa, kurai ievadīja tikai fizioloģisko šķīdumu, izmantoja kā kontroli, 

piešķirot vērtību 1. Tālāk aprēķinājām pārējo grupu relatīvo intensitāti (kontrole/katras grupas 

absolūto intensitāti). Proteīnus β-aktīna vai α-tubulīna ekspresiju noteikšanu izmantojām kā 

kontroli precīzai parauga ievadei gēlā (ekspresijai jābūt vienādai starp paraugiem). 
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2.3.5.2. Imūnhistoķīmija  

Labās smadzeľu puslodes koronāli sagriezām 30 um biezumā uz ledus auksta 

mikrotoma. Brīvi peldošos griezumus krāsojām ar primārajām antivielām (minētas pie IHC 

izmantotajiem reaģentiem). Griezumi pārnesām uz šķīdumu, kas satur atšķaidītu antivielu 

TBS buferī ar Triton X-100. Pēc diennakts inkubācijas uz šeikera istabas temperatūrā 

griezumus skalojām 3 reizes TBS-T buferī ar pH 7,4, un pārnesām uz šķīdumu ar attiecīgo 

sekundāro antivielu: kazas anti-peļu biotīnu vai kazas anti-trušu biotīnu (Millipore, ASV). Pēc 

2 h griezumus skalojām 3 reizes TBS-T buferī un pārnesām uz šķīdumu, kas saturēja peļu 

ExtrAvidin (Sigma, ASV) un inkubējām uz 2 h. Pēc skalošanas griezumus inkubējām 3 min 

niķeļa saturošā diaminobenzidīna šķīdumā. Visi iekrāsotos griezumus pārnesām uz ţelatīna 

klātiem priekšmetstikliľiem un noklājām ar segstikliľu. 

 

IHC datu analīze 

Interesējošās dorsālā hipokampa struktūras digitalizējām, lietojot Olympus DP70 

digitālo kameru. Lai izvairītos no apgaismojuma izmaiľām, kas varētu ietekmēt datu analīzi, 

visus mērījumus veicām vienā reizē ar vienādiem kameras iestatījumiem. Vielaicīgi, lai 

novērstu atšķirības krāsošanas blīvumos starp krāsojumiem, mērījumi tika veikti tikai tiem 

griezumiem, kas bija imūnhistoķīmiski apstrādāti tai pašā reizē. Lai noteiktu procentuāli 

imūnpozitīvo laukumu hipokampa strūktūrās stratum oriens CA1 šūnām un dentate gyrus 

laukumus merījām ar Scion Image programmu (van Groen et al., 2006). Visi mērījumi tika 

veikti ar šifrētām dzīvnieku smadzenēm. 

2.3.6. HPLC/masas spektrometrija AP-12 detektēšanai smadzenēs 

AP-12 detektēšanai smadzenēs ar masas spektrometru izmantojām smadzenes no 

C57BL/6J pelēm, kurām injicēja AP-12 devā 1 mg/kg 21 dienu. Paraugu homogenizēšanu 

veicām ar mehānisku homogenizatoru, kam sekoja 10 min ilga ultrasonifikācija ledus vannā. 

Priekš savienojuma AP-12 ekstrakcijas no homogenizētajām smadzenēm (0,2 ml) lizātu 

ievietojām 13x100 mm stikla mēģenēs un ekstrahēja ar 1,2 ml hloroforma. Visas mēģenes 

tika aizvērtas, vorteksētas un uzliktas uz 2 h uz rotējošā kratītāja 37° C temperatūrā. Katra 

mēģene tika atdalīta no rotējošā kratītāja un nocentrifugēta pie 3200 rpm apgriezieniem 5 min 

4° C temperatūrā (Jouan CR3 bench-top centrifuge). Pēc ūdens slāľa noľemšanas hloroforma 

fāze bija aptuveni 1 ml. Hloroforma fāzi pārlikām uz jaunu stikla mēģeni, kur tai ļāva izgarot 
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zem slāpekļa gazes. Sausos paraugus sajaucām ar 0,2 ml 50% ūdens, 50% acetonitrils, 0,1% 

skudrskābes. Lai noteiktu AP-12 ekstrakcijas daudzumu smadzenēs no eksperimentālajām 

peļu smadzenēm, tika sagatavoti arī kontroles smadzeľu audi bez AP-12, kuriem pievienoja 

AP-12 (0,1 g/ml) pirms un pēc ekstrakcijas procesa.  

Analīzei izmantojām masas spektrometru Applied Biosystems/Sciex API 4000 Q-TRAP 

triple-quadrupole (Kanāda). Turbo jonu avots tika vadīts ar pozitīvo elektronu klīdumu 650º 

C temperatūrā. Izmantotā gāze bija slāpeklis. Deklasterojošais potenciāls (declustering 

potential), kolīzijas izejas potenciāls (collision exit potential) un kolīzijas enerģija (collision 

energy) tika optimizēta (priekš) AP-12 analīzei. Kvantitatīvajai analīzei izmantoja Shimadzu 

Class VP HPLC sistēmu. Šķidruma hromatogrāfijai izmantoja Phenomenex (ASV) Luna 

Phenyl-Hexyl 3 mikronu 2 x 30 mm HPLC kolonnu 50º C temperatūrā. Injekcijas tilpums bija 

5 µl un plūsmas ātrums 1,0 ml/min. Šķīdinātājs A bija 0,1% skudrskābe ūdenī un šķīdinātājs 

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

2.4. Statistiskā datu apstrāde 

Visi iegūtie dati apstrādāti ar programmu GraphPad Prism, GraphPad Software, Inc., 

izmantojot parametriskos un neparametriskos kritērijus: nesapāroto t-testu, Mann-Whitney 

testu un Bonferoni multiplās salīdzināšanas testu. Rezultāti tika uzskatīti par statistiski 

ticamiem pie p < 0,05. Visas vērtības ir izteiktas kā vidējas aritmētiskās (vidējā standartkļūda; 

S.E.M.). 
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3. REZULTĀTI 

3.1. Mildronāta ietekme uz proteīnu ekspresiju striatumā un substantia 

nigra PD modeļžurkām 

3.1.1. Modeļa validēšana un mildronāta ietekme uz apomorfīna-inducētajām 

rotācijām  

Intrastriatāli ievadīto (labajā pusē) 6-OHDA izraisīto PD modeli novērtējām ar 

subkutāni ievadītu apomorfīnu (0,2 mg/kg), kas, ja modelis strādā, izraisa kontralaterālas 

rotācijas. Kontroles un mildronāta grupā (50 un 100 mg/kg) bez 6-OHDA bojājuma, 

apomorfīns neradīja rotācijas (dati nav attēloti), taču ievērojamas apomorfīna-inducētas 

rotācijas bija novērojamas 6-OHDA grupā 14., 21. un 28. dienā pēc 6-OHDA ievadīšanas, kas 

sevišķi izpaudās 21. dienā (10. attēls).  

 

10.attēls. Mildronāta (50 mg/kg i.p. 14 dienas) ietekme uz apomorfīna inducētajām 

kontralaterālajām rotācijām PD modeļžurkām  

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

 

Mildronāts devā 50 mg/kg statistiski ticami samazināja 6-OHDA injekciju saľēmušajām 

ţurkām apomorfīna-inducētās rotācijas 21. dienā pēc ķirurģiskās iejaukšanās (78,8 (13,5) vs. 

147 (20,9); p = 0,003), salīdzinot ar 6-OHDA grupas attiecīgajām rotācijām. Tendence 

samazināt rotāciju skaitu salīdzinājumā ar 6-OHDA grupu saglabājās arī 28. dienā. 

Mildronāta deva 100 mg/kg uzrādīja līdzīgu efektu uz rotāciju skaitu (dati nav attēloti). 
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3.1.2. Mildronāta ietekme uz TH ekspresiju  

 Pēc modeļa pārbaudes dzīvniekus smadzeľu audos – striatumā un substantia nigra 

imūnhistoķīmiski noteicām enzīma TH ekspresiju. Striatumā TH saskaitījām pozitīvi 

iekrāsotos nervu galus, savukārt substantia nigra pozitīvi iekrāsotās neironu šūnas. Dati 

uzrāda, ka 6-OHDA (SAL+ 6-OHDA) izraisīja izteiktus (aptuveni 5-kārtīgu) TH 

samazinājumu bojātajā striatumā salīdzinājumā ar kontroles grupu: 5 (2) vs. 21 (10) nervu 

gali/mm
2
, p = 0,03; 11. A attēls. Mildronāts pats par sevi devās 50 un 100 mg/kg neietekmēja 

TH ekspresijas blīvumu nervu galos. Mildronāta 14 dienu ilga ievadīšana, pirms 6-OHDA 

ievadīšanas, pasargāja no 6-OHDA toksicitātes striatumā. M50: 25 (4) vs. 5 (2) nervu 

šķiedras/mm
2
, p = 0,001 un M100: 31 (3) vs. 5 (2) nervu šķiedras/mm

2
, p = 0,0002; 11. A 

attēls. Taču substantia nigra stuktūrā neirotoksīns 6-OHDA izraisīja aptuveni 2,5-kārtīgu TH 

ekspresijas samazinājumu salīdzinājumā ar kontroles grupu: 44 (14) vs. 95 (30) neirons/mm
2
, 

p = 0,01. Mildronāts 100 mg/kg aizsargāja no 6-OHDA toksicitātes: 78 (16) vs. 44 (14) 

neironi/mm
2
, 11. B attēls. 

 

11. attēls. Mildronāta (50 un 100 mg/kg i.p., 14 dienas) ietekme uz TH ekspresiju 

striatumā (A) un substantia nigra (B) PD modeļžurkām 

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, nesapārotais t-tests (n = 8). 
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12. attēls. Fotomikrogrāfijas, kas rāda mildronāta ietekmi uz TH pozitīvo nervu 

galu skaitu striatumā 6-OHDA izraisītā PD modeļžurkās 

A: SAL+ aCSF; B: M50 mg/kg+aCSF; C: SAL+6-OHDA; D: M50+6-OHDA. Attēli ir 

ar 400-kārtīgu palielinājumu. 

3.1.3. Mildronāta ietekme uz ubikvitīna, Notch-3, GFAP, iNOS un Iba-1 PD 

modeļžurkām 

 Kontroles grupas striatumā bija novērojama vāja ubikvitīna proteīna ekspresija (šajā 

grupā nebija daudz pozitīvu iekrāsoto šūnu). Toties 6-OHDA grupā tika novērots 3-kārtīgs 

pozitīvo šūnu skaita palielinājums salīdzinājumā ar kontroli: 35 (4) vs. 12 (2) šūnas/mm
2
, p = 

0,001; 13. A attēls. Mildronāts per se devā 50 mg/kg neietekmēja ubikvitīna proteīna 

ekspresijas daudzumu šūnās, bet devā 100 mg/kg novēroja tendenci samazināt ubikvitīna 

daudzumu. Mildronāts abās devās samazināja ubikvitīna proteīna ekspresiju 6-OHDA 

bojātajās smadzenēs, normalizējot to līdz kontroles līmenim: 11 (3) vs. 35 (4) šūnas/mm
2
, p = 

0,001 un 6 (2) vs. 35 (4) šūnas/mm
2
, p < 0,001; 13. A attēls. Līdzīgi rezultāti tika iegūti arī 

substantia nigra struktūrā (13. B attēls). 
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13.attēls. Mildronāta ietekme (50 un 100 mg/kg i.p., 14 dienas) uz ubikvitīna 

pozitīvo šūnu skaitu PD modeļžurku striatumā (A) un substantia nigra (B) struktūrās 

 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 

+ 6-OHDA vs. SAL + 6-OHDA, nesapārotais t-tests (n = 8). 

 

14. attēls. Fotomikrogrāfijas, kas rāda mildronāta ietekmi uz ubikvitīna pozitīvo 

šūnu skaitu striatumā 6-OHDA izraisītā PD modeļžurkām 

A: SAL+ aCSF; B: SAL + M50; C: SAL+6-OHDA; D: M50+6-OHDA. Ar bultu 

atzīmēta pozitīvi iekrāsota šūna. Attēli ir ar 400-kārtīgu palielinājumu. 

 

 Neirotoksīna ievadīšana statistiski būtiski samazināja Notch-3 proteīna ekspresijas 

daudzumu šūnās ţurku striatumā salīdzinājumā ar kontroli: 3 (1) vs. 6 (1) šūnas/mm
2
, p = 
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0,04; 15. A attēls. Mildronāts per se devā 50 mg/kg uzrādīja tendenci palielināt, bet devā 100 

mg/kg samazināt ubikvitīna ekspresiju abās struktūrās. Toties PD modeļdzīvnieku abās 

struktūrās mildronāta ievadīšana devā 50 mg/kg samazināja Notch-3 pozitīvo šūnu skaitu 

salīdzinājumā ar 6-OHDA grupu: 9 (3) vs. 3 (1) šūnas/mm
2
, p = 0,045. Mildronāta deva 50 

mg/kg uzrādīja tendenci palielināt Notch-3 pozitīvo šūnu skaitu abās struktūrās (15.attēls). 

 

15. attēls. Mildronāta (50 un 100 mg/kg i.p., 14 dienas) ietekme uz Notch-3 

ekspresiju striatumā (A) un substantia nigra (B) 6-OHDA izraisītā PD modeļžurkām  

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, nesapārotais t-tests (n = 8). 

 

16. attēls. Fotomikrogāfija, kas rāda mildronāta ietekmi uz Notch-3 pozitīvo šūnām 

striatumā 6-OHDA izraisītā PD modeļžurkām  

A: SAL; B: M50; C: 6-OHDA; D: M50+6-OHDA. Ar bultu atzīmēta pozitīvi iekrāsota 

šūna. Attēliem ir x400 palielinājums. 
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 Saskaitot GFAP pozitīvās šūnas, tika konstatēts 4-kārtīgs GFAP proteīna ekspresijas 

palielinājums 6-OHDA grupā, salīdzinot ar kontroles grupu abās struktūrās: 42 (6) vs. 11 (3) 

šūnas/mm
2
, p = 0,001; 17. attēls. Mildronāts per se devā 50 neietekmēja GFAP ekspresiju, 

taču PD modeļţurku striatumā mildronāts būtiski samazināja 6-OHDA izraisīto GFAP 

ekspresijas palielinājumu to mazinot aptuveni 2-kārtīgi: 20 (4) vs. 42 (6) šūnas/mm
2
, p = 

0,001, 17. A attēls. Arī substantia nigra struktūrā 6-OHDA palielināja GFAP proteīna 

ekspresiju salīdzinājumā ar kontroli: 35 (5) vs. 11 (3) šūnas/mm
2
, p = 0,002 (17. B attēls), bet 

mildronāts uzrādīja tendenci samazināt 6-OHDA aktivēto GFAP ekspresiju. 

 

17. attēls. Mildronāta (50 mg/kg i.p., 14 dienas) ietekme uz GFAP ekspresiju 

striatumā (A) un substantia nigra (B) 6-OHDA izraisītā PD modeļžurkām  

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, nesapārotais t-tests (n = 

8). 

 Šajā pētījumā tika noteikts arī aktivētās mikroglijas proteīns Iba-1, nosakot pozitīvo 

šūnu skaitu striatumā un substantia nigra. Neirotoksīns 6-OHDA statistiski ticami 

paaugstināja Iba-1 ekspresiju salīdzinājumā ar kontroles grupu (A: 23 (3) vs. 12 (2) 

šūnas/mm
2
, p = 0,03; B: 32 (8) vs. 11 (2) šūnas/mm

2
, p = 0,04; 18. attēls).  
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18. attēls. Mildronāta (50 un 100 mg/kg i.p., 14 dienas) ietekme uz Iba-1 ekspresiju  

6-OHDA izraisītajā PD modeļžurkām striatumā (A) un substantia nigra (B) struktūrās  

A: *p = 0,03 SAL+6-OHDA vs. SAL+aCSF; B: SAL+6-OHDA vs. SAL+aCSF *p = 

0,04, nesapārotais t-tests (n = 8). 

 

 Mildronāts devās 50 un 100 mg/kg neietekmēja Iba-1 ekspresiju salīdzinājumā ar 

kontroles grupu. Mildronāta vienlaicīga ievadīšana ar 6-OHDA grupā nedaudz pat palielināja 

Iba-1 ekspresiju. Savukārt mildronāta devai 100 mg/kg bija tendence samazināt Iba-1 

ekspresiju abās pētītajās smadzeľu struktūrās. 

Abās smadzeľu struktūrās tika noteikta arī enzīma iNOS ekspresija. Abās struktūrās 6-

OHDA grupā tika novērota paaugstināta iNOS ekspresija salīdzinājumā ar kontroles grupu 

(19. attēls). 

 

19. attēls. Mildronāta (50 un 100 mg/kg i.p., 14 dienas) ietekme uz iNOS pozitīvo 

šūnu skaitu striatumā (A) un substantia nigra (B) 6-OHDA izraisītā PD modeļžurkām  
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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, nesapārotais t-tests (n = 8). 

 

 Mildronāts per se neietekmēja iNOS ekspresiju ne striatumā, ne substantia nigra 

salīdzinājumā ar kontroli. Toties substantia nigra struktūrā mildronāta ievadīšana devās 50 un 

100 mg/kg samazināja iNOS ekspresiju, normalizējot to līdz kontroles līmenim (M50 + 6-

OHDA vs. SAL + 6-OHDA, p = 0,045; M100 + 6-OHDA vs. SAL + 6-OHDA, attiecīgi). 

3.2. Mildronāta ietekme uz HSP70, GDNF un NCAM ekspresiju 

striatumā un substantia nigra PD modeļžurkām 

  6-OHDA izraisītā PD modelī pētījām arī mazākas mildronāta devas 10, 20 un 50 

mg/kg un to ietekmi uz proteīnu HSP70, GDNF un NCAM ekspresiju striatumā un substantia 

nigra. 6-OHDA samazināja HSP70 pozitīvi iekrāsoto šūnu skaitu striatumā salīdzinājumā ar 

kontroli: 2 (1) vs. 7 (2) šūnas/mm
2
, p = 0,03; 20. A attēls). Mildronāts per se devās 10, 20 un 

50 mg/kg neietekmēja HSP70 ekspresiju, bet mildronāta premedikācija palielināja pozitīvi 

iekrāsoto HSP70 šūnu skaitu 6-OHDA bojātajā striatumā salīdzinājumā ar 6-OHDA grupu: 8 

(2) vs. 2 (1), p = 0,0009; 23 (2) vs. 2 (1) šūnas/mm
2
, p < 0,0001). Līdzīgi rezultāti tika iegūti 

arī ar Western blota analīzi.  

20. attēls. Mildronāta (10, 20 un 50 mg/kg i.p., 14 dienas) ietekme uz HSP70 

pozitīvo šūnu skaitu striatumā (A) un substantia nigra (B) ) 6-OHDA izraisītā PD 

modeļžurkām 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 samazināja substantia nigra HSP70 pozitīvi piekrāsoto šūnu 

skaitu, salīdzinot ar kontroli: 2 (1) vs. 7 (2) šūnas/mm
2
, p = 0,03. Līdzīgi kā striatumā, 

mildronāts pats par sevi devās 10, 20 un 50 mg/kg neietekmēja HSP70 ekspresiju, bet 

mildronāta premedikācija devā 20 mg/kg un 50 mg/kg palielināja pozitīvi iekrāsoto HSP70 

šūnu skaitu 6-OHDA bojātajā substantia nigra: 10 (2) vs. 2 (1), p = 0,0007 un 14 (4) vs. 2 (1) 

šūnas/mm
2
, p = 0,003 (20. B attēls). 

 Neirotoksīna 6-OHDA injekcija būtiski samazināja GDNF pozitīvi iekrāsoto šūnu 

skaitu ţurkas striatumā, salīdzinot ar kontroles grupu: 5 (2) vs. 16 (1) šūnas/mm
2
, p = 0,0004. 

Mildronāts per se devā 10 mg/kg neietekmēja GDNF ekspresiju, bet devās 20 un 50 mg/kg tās 

nedaudz palielināja GDNF pozitīvi iekrāsoto šūnu skaitu: 23 (2) vs. 16 (1), p = 0,005, un 21 

(2) vs. 2 (1) šūnas/mm
2
, p = 0,01 (21. attēls). 

21.attēls. Mildronāta (10, 20 un 50 mg/kg i.p., 14 dienas) ietekme uz GDNF pozitīvo 

šūnu skaitu striatumā (A) un substantia nigra (B) struktūrā 6-OHDA izraisītā PD 

modeļžurkām 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 

 

 Līdzīgu tendenci uzrādīja arī Western bloti. Mildronāts devās 20 un 50 mg/kg 

palielināja GDNF pozitīvo šūnu skaits 6-OHDA bojātajā striatumā salīdzinājumā ar 6-OHDA 

grupu: 18 (2) vs. 5 (2), p = 0,001; un 24 (3) vs. 5 (2) šūnas/mm
2
, p = 0,0001. Substantia nigra 

struktūrā GDNF ekspresija būtiski neatšķiras starp grupām. 

 6-OHDA ievadīšana striatumā samazināja ar NCAM pozitīvo šūnu skaitu, salīdzinot 

ar kontroles grupu: 3 (2) vs. 9 (3) šūnas/mm
2
, p = 0,049 (dati nav attēloti). Mildronāts per se 

devā 10 mg/kg uzrādīja tendenci samazināt NCAM ekspresiju, bet lielākās devās – 20 un 50 
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mg/kg tas neietekmēja NCAM ekspresiju. Mildronāta ievadīšana 50 mg/kg 2 nedēļas pirms 6-

OHDA injekcijas palielināja NCAM-pozitīvo šūnu daudzumu: 17 (5) vs. 3 (2) šūnas/mm
2
, p = 

0,008. Struktūrā substantia nigra 6-OHDA ievadīšana palielināja NCAM pozitīvās šūnas 

salīdzinājumā ar kontroles grupu: 14 (2) vs. 7 (2) šūnas/mm
2
, p = 0,005 (22. attēls).  

 

22.attēls. Mildronāta (10, 20 un 50 mg/kg i.p., 14 dienas) ietekme uz NCAM 

pozitīvo šūnu skaitu substantia nigra 6-OHDA izraisītā PD modeļžurkām  

 *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. 

 

Mildronāts per se 10 mg/kg un 50 mg/kg neietekmēja NCAM ekspresiju substantia 

nigra, toties devā 20 mg/kg tas palielināja NCAM ekspresiju salīdzinājumā ar kontroles 

grupu: 12 (2) vs. 7 (2) šūnas/mm
2
, p = 0,049 (22. attēls). Premedikācija ar mildronātu devās 

10, 20 un 50 mg/kg samazināja NCAM pozitīvo šūnu skaitu salīdzinājumā ar 6-OHDA grupu, 

tuvinot to kontroles līmenim. 

3.3. Mildronāta ietekme uz Tg-APPSwDI peļu uzvedību un hipokampa 

proteīnu ekspresiju 

3.3.1. Mildronāta ietekme uz lokomotoro aktivitāti un bailēm atvērtā lauka 

un nulles labirinta testā 

Pēc 2 nedēļu mildronāta premedikācijas peles tika pārbaudītas atvērtā lauka testā un 

nulles labirinintā, lai noteiktu lokomotoro aktivitāti un baiļu līmeni. Netika atklātas atšķirības 

starp grupām: SAL 5,3 (1,5); M50 4,5 (1,4); M100 3,7 (0,9), kā arī nebija atšķirības nulles 

labirintā starp grupām: SAL 82,8 (10,6); M50 68,5 (5,9); M100 77,9 (8,0) (dati nav attēloti). 
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Tādējādi var teikt, ka visiem dzīvniekiem bija līdzīga motorā aktivitāte un līdzīgs baiļu 

līmenis. 

3.3.2. Mildronāta ietekme uz sociālās atpazīšanas testu 

Sociālās atpazīšanas testā mildronāts devās 50 un 100 mg/kg statistiski ticami pavadīja 

ilgāku laiku pie jaunās peles otrajā dienā: 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. attēls). 

 

23. attēls. Mildronāta ietekme uz TgAPPSwDI pelēm sociālās atpazīšanā otrajā testa 

dienā  

Vidējie aritmētiski pavadītais laiks izteikts % no kopējā, ko peles pavadīja pie jaunās 

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

3.3.3. Mildronāta ietekme uz telpisko atmiľu ūdens labirintā 

Ūdens labirinta testā visas grupas uzlaboja platformas atrašanas laiku 5 dienu laikā. 

Vidējais aritmētiskais laiks, kas bija nepieciešams pelei, lai atrastu platformu, piektajā dienā 

bija grupām: SAL 25,5 (7,2); M50 16,9 (2,5); M100 21,7 (3,4) s. Lai gan ir tendence, ka abas 

mildronāta grupas iemācījās ātrāk atrast platformu, statistiski ticama atšķirība tika atrasta tikai 

starp mildronāta 50 mg/kg grupu un kontroles grupu piektajā dienā.  
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Netika atrastas statistiski ticamas atšķirības starp peldēšanas ātrumiem: SAL 18,8 (0,8) 

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

 

24. attēls. Mildronāta ietekme uz mācīšanos un telpisko atmiľu ūdens labirinta testā 

A: Platformas atrašanas laiks 5 dienu laikā starp grupām; B: pavadītais laiks peldbaseina 

kvadrantā, kurā atradās platforma. 

3.3.4. Mildronāta ietekme uz Aβ peptīdu akumulāciju hipokampā 

AD patoloģijas noteikšanai noteica Aβ peptīdu uzkrāšanās daudzumu konkrētos 

hipokampa reģionos - stratum oriens CA1, stratum pyramidale un stratum radiatum. Tika 

atrasts, ka Aβ proteīnu uzkrājumi statistiski ticami bija mazāk mildronāta 50 mg/kg grupā 

salīdzinājumā ar kontroli (M50 vs. SAL, p < 0.05) un tendence samazināt Aβ stratum oriens 

reģionā arī mildronāta 100 mg/kg grupā. (SAL 1,34 (0,24); M50 0,59 (0,23); M100 0,79 

(0,23); W0 biomarķieris, 25. attēls). 

Ar mikroglijas marķieri Iba-1 tika atrasts, ka abās mildronāta grupās mikroglija bija 

aktivētāka salīdzinājumā ar kontroli. Vidējie krāsojuma blīvuma mērījumi grupās bija SAL 

174,4 (2,3); M50 183,2 (1,5); M100 186,6 (1,9) ar statistiski ticamu atšķirību abām 

mildronāta grupām salīdzinājumā ar kontroli. Astroglijas noteikšanai izmantoja GFAP 

marķieri, bet netika atrastas atšķirības starp grupām. Vidējie krāsojuma blīvuma mērījumi 

grupās bija SAL 179,3 (2,4); M50 173,5 (1,6); M100 176,9 (1,6).  

Ar imūnhistoķīmijas metodi noteica arī AChE ekspresiju hipokampa reģionos un starp 

vidējiem rādītājiem nebija statistiski ticamas atšķirības hipokampā: SAL 174,5 (2,0); M50 
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165,7 (3,9); M100 169,5 (3,4). Tomēr vidējie rādītāji priekš AChE blīvumam stratum 

pyramidale bija statistiski ticami samazināts mildronāta 50 mg/kg grupā salīdzinājumā ar 

kontroli: SAL 113,6 (2,5); M50 106,5 (2,7); M100 110,5 (2,6) (25. attēls). 

 

 

25. attēls. Fotomikrogrāfijas (A) no smadzeľu struktūras hipokampa starp 

pētījuma grupām: SAL, M50 un M100, kas krāsotas ar antivielām pret Aβ (W0-1), Iba-

1, GFAP un AChE un vidējie aritmētiskie blīvuma mērījumi diagrammās (B). 

 

 Lai labāk saprastu molekulāro pamatu, kas uzlaboja atmiľu TgAPP pelēm, papildus 

veica Western blota analīzi priekš GAD67, sinaptofizīna un GAP-43 proteīniem hipokampā, 

taču izvēlētie marķieri neuzrādīja nekādas izmaiľas starp grupām (26. attēls). 
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26.attēls. Reprezentatīvie Western blota attēli no hipokampa homogenātiem SAL, 

M50 un M100 grupās GAD67, GAP-43 un sinaptofizīnam (SYN).  

α-tubulīns (α-TUB) tika pārbaudīts kā kopējā proteīna daudzuma kontrole gēlā. Netika 

konstatētas atšķirības starp grupām šiem marķieriem. 

 

3.4. Mildronāta ietekme uz imobilizācijas stresa inducēto amnēziju 

žurkām 

3.4.1. Mildronāta ietekme uz atmiľu pasīvās izvairīšanās testā 

Eksperimentālās ţurkas, kuras imobilizēja 2 h, bija ar izteiktu atmiľas pasliktinājumu 

pasīvās izvairīšanās testā. Tas salīdzinājumā ar kontroli par trešdaļu sliktāk atcerējās 

piedzīvoto elektrošoku (p = 0,0146; 27. attēls). Pagarinoties latentajam periodam, var spriest, 

ka ţurka atceras iepriekš piedzīvoto no iepriekšējās dienas. 
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27. attēls. Pasīvās izvairīšanās testa reakcijas laiks starp žurkām ar imobilizācijas 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 analīze ar 

Bonferoni salīdzināšanas pēctestu. 

Mildronāta premedikācija uzlaboja stresa inducēto atmiľas pasliktinājumu, un atbildes 

reakcijas laiks tika normalizēts līdz kontroles grupai.  

3.4.2. Mildronāta ietekme uz BDNF, AChE un GAD67 ekspresiju hipokampā 

stresa inducētā amnēzijas modelī 

Western blota analīze uzrādīja 2-kārtīgu BDNF ekspresijas palielinājumu stresa grupas 

hipokampā salīdzinājumā ar kontroles grupu. Savukārt mildronāts noregulēja stresa inducēto 

BDNF ekspresijas palielinājumu. Pats mildronāts par sevi neietekmēja BDNF ekspresiju 

hipokampā. Imūnhistoķīmijas dati uzrāda, ka stress palielināja 2,5-kārtīgi BDNF ekspresiju 

salīdzinājumā ar kontroles grupu: 48 (12) vs. 20 (5) šūnas/mm
2
, p = 0,03. Mildronāta 

premedikācija normalizēja BDNF ekspresiju līdz kontroles grupas līmenim: 18 (4) vs. 48 (12) 

šūnas/mm
2
; p = 0,03; 28. B attēls.  

Western blota analīze uzrādīja, ka stress izraisīja hipokampā samazinātu AChE 

ekspresiju un GAD67 palielinājumu, savukārt mildronāts noregulēja GAD67 ekspresiju 

stresētajiem dzīvniekiem līdz kontroles grupai. AChE ekspresijas gadījumā mildronāts 

neizmainīja stresa izraisīto AChE samazinājumu (28. attēls) 

 

28. attēls. Reprezentatīvie Western bloti BDNF, AChE un GAD67 un β-aktīnam (A) 

un relatīvās intensitātes starp grupām 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 analīze ar Bonferoni pēctestu (n = 3). 

 

29. attēls. Mildronāta ietekme uz BDNF pozitīvo šūnu skaitu striatumā 

A: Starpgrupu BDNF pozitīvo šūnu salīdzinājums, *p < 0,05 SAL + S vs. SAL # p < 

0,05 M50 + S vs. SAL + S; B: Reprezentatīvās fotomikrogrāfijas. Ar balto bultu norādīta 

BDNF pozitīvi iekrāsota šūna. Attēliem ir 400-kārtīgs palielinājums. 

 

Stress palielināja AChE pozitīvās nervu šķiedras salīdzinājumā ar kontroli: 15 (5) vs. 4 

(3), p = 0,01; 30. A attēls. Mildronāts neietekmēja ekspresijas palielinājumu. Striatumā 

GAD67 imunopozitīvo šūnu skaits nebija ietekmēts no stresa, ne arī no mildronāta (30. B 

attēls). 
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 30. attēls. Mildronāta (50 mg/kg i.p., 14 dienas) ietekme uz AChE pozitīvo nervu 

šķiedru skaitu (A) un GAD67 pozitīvo šūnu skaitu (B) striatumā  

* p < 0,05 SAL +S vs. SAL, dispersijas analīze ar Bonferoni pēctestu. 

 

3.5. Mildronāta ietekme uz haloperidolu amnēzijas modelī  

3.5.1. Mildronāta ietekme uz atmiľu Barnes labirinta testā haloperidola 

amnēzijas modelī 

Barnes labirinta testā haloperidola 3 nedēļu ilgstošā premedikācija pasliktināja telpisko 

atmiľu un mācīšanos, ko uzrādīja palielinātais kļūdu skaits, līdz ţurka atrada slēpľa bedri 4. 

treniľa dienā salīdzinājumā ar kontroles grupu (p = 0,00409; 30. A attēls). Mildronāts 

pasargāja no haloperidola efekta pasliktināt telpisko atmiľu.  

 

30. attēls. Kļūdu skaits treniľa dienās Barnes labirinta testā 4 treniľu dienu laikā 

un pārbaudes 5.dienā 
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Līdzīgi testa piektajā dienā, kurā slēpnis tika nobloķēts, haloperidola grupā bija vairāk 

kļūdu nekā kontroles grupā, bet mildronāts turpināja pasargāt no telpiskās atmiľas bojājuma, 

samazinot kļūdīšanās skaitu līdz kontroles līmenim (p = 0,0195; 30. B attēls). Mildronāta 

grupa uzrādīja līdzīgu rezultātu kā kontroles grupa. 

3.5.2. Mildronāta ietekme uz proteīnu ekspresiju hipokampā haloperidola 

amnēzijas modelī 

Western blots uzrādīja, ka haloperidols samazināja BDNF un AChE ekspresiju 

hipokampā. Savukārt mildronāts normalizēja to līdz kontroles grupas līmenim (31. attēls).  

 

31.attēls. A: Reprezentatīvie Western bloti BDNF, AChE un GAD67 un β-aktīnam. 

B: relatīvās intensitātes starp grupām  

* p < 0,05 vs. SAL; ≠ p < 0,05 vs. HAL, dispersijas analīze ar Bonferoni pēctestu (n = 3). 

 

Haloperidols neietekmēja GAD67 ekspresiju, tāpat arī ne mildronāts. 

 

3.6. Mildronāta ietekme uz mācīšanos un atmiľu apmācības 

modeļžurkām 

3.6.1. Mildronāta ietekme uz atmiľu aktīvās izvairīšanās testā 

Mildronāta grupas ţurkas iemācījās ātrāk un sniedza vairāk pareizo atbilţu, sākot ar otro 

apmācības dienu, aktīvās izvairīšanās testā (p < 0,05; D2, 32. attēls), savukārt kontroles 
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grupas ţurkas (SAL+CAR) statistiski ticami uzlaboja sniegumu, sākot ar piekto dienu. 

Apmācības dienās – 2, 3, 6 un 7 mildronāta grupas ţurkām bija vairāk pareizo atbilţu nekā 

kontroles ţurkām. Mildronāts arī samazināja laiku līdz ţurka aizskrēju uz otru nodalījumu 

(dati nav attēloti). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

32. attēls. Mildronāta ietekme uz pareizo atbilžu skaitu aktīvās izvairīšanās testā 

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

(D1)  

3.6.2. Mildronāta ietekme uz BrdU/nestīnu apmācības modeļžurkām 

Abās kontroles grupās, kas netika trenētas (SAL un M50), bija ļoti neliels pozitīvo 

BrdU/nestīna šūnu skaits hipokampā (33. B attēls). Aktīvās izvairīšanās apmācība palielināja 

BrdU/nestīna šūnu skaitu aptuveni 2-kārtīgi kontroles ţurku hipokampā: 10 (3) vs. 5 (1) 

šūnas/mm
2
, p = 0,03; 33. A attēls. Mildronāts apmācības grupā (M50+ CAR) palielināja 

BrdU/nestīna pozitīvo šūnu skaitu aptuveni 4-kārtīgi, salīdzinot ar kontroles grupas 

neapmācītajām ţurkām: 21 (6) vs. 5 (2) šūnas/ mm
2
, p = 0,008 un līdzīgi arī, salīdzinot ar 

neapmācīto mildronāta grupu: 21 (6) vs. 7 (2) šūnas/ mm
2
, p = 0,008; 32. A attēls. 

BrdU/nestīna pozitīvo šūnu skaits mildronāta apmācības grupā bija aptuveni divkārš, 

salīdzinot kontroles apmācības grupu. 
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32. attēls. Mildronāta ietekme (50 mg/kg) uz BrdU/nestīna pozitīvo šūnu skaitu 

hipokampā (A) un reprezentatīvās fotomikrogrāfijas (B) 

Ar melnu bultu atzīmēta pozitīvi iekrāsota BrdU šūna un ar balto bultu – nestīns. 

3.6.3. Mildronāta ietekme uz GAD65/67 apmācības modeļžurkās 

Apmācība palielināja GAD65/67 pozitīvi iekrāsoto šūnu skaitu kontroles ţurkām 

(SAL+CAR), salīdzinot ar neapmācītajām kontroles ţurkām (p = 0,01). Mildronāts (50 

mg/kg) samazināja GAD65/67 apmācības modeļţurkām, salīdzinot ar apmācības kontroles 
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ţurkām: 8 (2) vs. 39 (11) šūnas/mm
2
, p = 0,02 (33. A attēls). To apstiprina arī Western blots 

(33. B, C attēls). 

 

 

33. attēls. Mildronāta (50 mg/kg, 14 dienas i.p.) ietekme uz GAD65/67 pozitīvo šūnu 

skaitu apmācības modeļžurku hipokampā, kas noteikta ar IHC (A, D) un ar Western 

blota metodi (B, C) 

Apmācītajām ţurkām bija tendence samazināt AChE pozītīvo nervu šķiedru skaitu, 

salīdzinot ar netrenētajām: 14 (3) vs. 28 (6) nervu šķiedras/mm
2
, p = 0,08 (dati nav attēloti). 

Mildronāts kopā ar apmācību samazināja AChE pozitīvo nervu šķiedru skaitu, salīdzinot ar 

netrenēto ţurku grupu: 8 (3) vs. 28 (6) nervu šķiedras/mm
2
, p = 0,02 (dati nav attēloti). 
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3.6.4. Mildronāta ietekme uz GAP-43 hipokampā apmācības modeļžurkām  

Apmācība izraisīja 2-kārtīgu GAP-43 pozitīvo nervu šķiedru pieaugumu hipokampā, 

salīdzinot ar kontroles ţurkām (49 (5) vs. 23 (6) nervu šķiedras/mm
2
, p = 0,02; 34. A Attēls) 

un ar mildronāta grupu bez apmācības (p = 0,01). Mildronāts kombinācijā ar apmācību 

palielināja GAP-43 pozitīvo nervu šķiedru, salīdzinot ar kontroles (58 (10) vs. 23 (6) nervu 

šķiedras/mm
2
, p = 0,03) un mildronāta neapmācīto grupu (vs. 22 (5) nervu šķiedras/mm

2
, p = 

0,02). Tomēr mildronāta apmācības kombinācija un apmācības grupas iegūtie dati savā starpā 

būtiski neatšķīrās. Western blots apstiprināja IHC iegūtos datus. 

34. attēls. Mildronāta (50 mg/kg, 14 dienas i.p.) ietekme uz GAP-43 pozitīvo šūnu 

skaitu apmācības modeļžurku hipokampā, 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 analīze ar 

Bonferoni pēctestu. B: relatīvās intensitātes GAP-43 ekspresijai (n = 3) Western blotos C: 

Western blots GAP-43; D: Reprezentatīvā fotomikrogrāfija GAP-43 no IHC, palielinājums 

x400. 
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3.6.5. Mildronāta ietekme uz c-jun/AP-1 hipokampā apmācības modeļžurkām 

Mildronāts kombinācijā ar apmācību palielināja c-jun/AP1 pozitīvo šūnu skaitu 

hipokampā, salīdzinot ar neapmācīto kontroli: 10 (1) vs. 2 (1) šūnas/mm2, p < 0,001 (dati nav 

attēloti), kā arī, salīdzinot ar apmācīto kontroli un mildronāta grupu bez apmācības (p = 0,01 

un p =0,03). Western blots uzrādīja līdzīgu ainu, bet statistiska ticamība tika sasniegta vien 

mildronāta grupā ar apmācību, salīdzinot ar neapmācīto kontroli (35. attēls). 

 

35. attēls. Mildronāta (50 mg/kg, 14 dienas i.p.) ietekme uz c-jun/AP-1 ekspresiju 

hipokampā  

A: relatīvā intensitāte (n = 3), *p < 0,05 M+CAR vs. SAL; B: c-jun/AP-1 reprezentatīvais 

Western blots ar aktīna kontroli 

 

3.7. Dihidropiridīna atvasinājums AP-12 ietekme uz atmiľu un proteīnu 

ekspresiju smadzenēs C57BL/6J pelēs un transgēnajās APPSwDI pelēs 

 

3.7.3. AP-12 ietekme uz telpisko atmiľu C57BL/6J pelēs 

AP-12 ievadīšana devās 0,1 un 1 mg/kg vai fizioloģiskā šķīduma  ievadīšana i.p. 13 

dienas pēc kārtas C57BL/6J pelēm paaugstinātajā plus labirintā neuzrādīja statistiski būtiskas 

izmaiľas starp grupām laikā, kas pavadīts atvērtajās platformās (p = 0,08; 36. attēls) un arī 

pēc skaita, kurā iegāja arī atvērtajās platformās (dati nav uzrādīti).  

Eksperimenta 17. dienā tika uzsākts ūdens labirinta tests, lai noteiktu, vai AP-12 ir 

ietekme uz peļu telpisko atmiľu. AP-12 devā 0,1 mg/kg statistiski ticami saīsināja laiku līdz 

platformas atrašanai salīdzinājumā ar kontroles grupu 3. dienā (p = 0,009) and 4.dienā (p = 

0,04; 36. A attēls). AP-12 grupas pelēm 2. un 5. dienā bija tikai tendence atrast ātrāk 

salīdzīnājumā ar kontroles grupu. Atmiľas testa pārbaudes reizē netika konstatētas statistiskas 

atsķirības starp grupām (36. B attēls). 
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36. attēls. AP-12 ietekme uz C57BL/6J pelēm ūdens labirinta testā piecās treniľa 

dienās (A) un pavadītais laiks kvadrantos ārbaudes testa dienā (B) 

**p < 0,01 trešajā dienā AP-12 (0,1 mg/kg) vs. 3.diena SAL; *p < 0,05 ceturtā dienā AP-12 

(0,1 mg/kg) vs. 4.diena SAL 

 

Netika atrastas statistikas atšķirības starp peldēšanas ātrumiem starp grupām 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 šķērso hematoencefālisko barjeru C57BL/6J pelēs  

Pēc iegūtajiem datiem no masas spektometra var secināt, ka AP-12 spēj šķērsot 

hematoencefālisko barjeru. Hromatogramma 37. A attēlā uzrāda, ka AP-12 masa ir detektēta 

smadzeľu homogenātā no peles, kurai tika ievadīts AP-12.  

37. attēls. Masas spektrometra hromatogrammas ar AP-12 
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A: detektētais AP-12 smadzeľu homogenātā no pētījuma peles, kurai ievadīja AP-12 devā 

1mg/kg: B: attīrītā forma no smadzeľu homogenāta, kam pievienoja AP-12 koncentrācijā 0,1 

µg/ml, C: AP-12 koncentrācijas ng/ml standartlīkne I  

 

Pīķis, kas atbilst AP-12 iznāca no kolonnas 2,68 minūtē (37. Attēls) un izrēķinātā 

koncentrācija detektētajā smadzeľu homogenātā no devas 1 mg/kg bija 0,084 ng/ml. Šajā 

eksperimentā masas pāreja, lai kvantificētu bija 501,6 > 80,1.  

Tīrais standarts priekš AP-12 attēlā bija ar tādu pašu aiztures laiku kā pīķim 37. A 

attēlā. Endogēns pīķis tika atrasts tai pašā aiztures laikā nepiesātinātajā paraugos, kuri bija 

evivalenti aptuveni 18% no nomērītā pīķa AP-18 piesātinātajos paraugos. Reprezentatīva 

standarta līkne ar AP-12 koncentrāciju no 1,0 līdz 100 ng/ml (r = 0,9989) ir attēlota 37. C 

attēlā. 

 

3.7.5. AP-12 uzrāda anksiolītiskas un atmiľu uzlabojošas īpašības Tg-APPSwDI 

pelēs 

Tos pašus uzvedībus testus ar C57BL/6J pelēm, veica arī ar transgēnajām Alcheimera 

(Tg-APPSwDI) pelēm, lai pārbaudītu, vai AP-12 spēj arī slimības modelī ar atmiľu deficītu 

ietekmēt atmiľu un mācīšanos. AP-12 ievadīšana devā 1 mg/kg i.p. statistiski nozīmīgi 

paildzināja laiku, ko peles pavadīja atvērtajā platformā paaugstinātajā plusa labirinatā 

salīdzinājumā ar kontroles grupas pelēm (p = 0,023; 38. A attēls). Nekādas statistikas 

atšķirības ienākšanas reizēs atvērtajā platformā netika atrastas starp grupām (38. B attēls).  

 

38. attēls. AP-12 ietekme uz Tg-APPSwDI peļu baiļu līmeni paaugstinātajā plusa 

labirintā – pavadītais laiks atvērtajā platformā (A) un ienākšanas reižu skaits atvērtajā 

platformā (B) 

*p < 0,05 AP-12, 1 mg/kg vs. SAL 



75 

 

AP-12 ievadīšana uzlaboja telpisko atmiľu ūdens labirinta testā, samazinot laiku, līdz 

peles atrada paslēpto platformu, salīdzinājumā ar kontroles grupu, sākot ar 3. līdz 5. treniľa 

dienai (attiecīgi, p = 0,02; p = 0,01 un p = 0,04; 39. attēls). Pārbaudes testā netika atrasts 

statistiski ticamas atšķirības starp grupam (39. attēls). Nebija atšķirības peldēšanas ātrumos 

starp grupām (SAL: 12,7 (1,8) cm/s un AP-12: 14,2 (0,9) cm/s). 

 

3.7.6. AP-12 paaugstina GAD67 ekspresiju smadzenēs arī Tg-APPSwDI pelēs 

 

Imūnhistoķīmijas dati uzrāda, ka AP-12 devā 1 mg/kg statistiki ticami paaugstināja 

GAD67 ekspresiju limbiskajā garozā: cingulate cortex 64,9 (0,6) vs. 56,0 (1,3); p < 0,05) un 

hipokampā: 63,5 (0,9) vs. 54,9 (1,1); p < 0,05 salīdzinājumā ar kontroles dzīvniekiem.  

 

 

39. attēls. Reprezentatīvās fotomikrogrāfijas GAD 67 un Homer-1 ekspresijai 

hipokampā (A) un vidējo aritmētisko diagrammas proteīnu GAD67 un Home-1 

ekspresijai hipokampā (B) 

Netika atrastas nekādas atšķirības amiloīda β proteīna ekspresijas izmaiľām starp 

grupām. Tāpat netika atrastas atšķirības AChE ekspresijas mērījumos limbiskajā garozā, kā 

arī nekādas atškirības nebija Homer-1 ekspresijā.  
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4. DISKUSIJA 

Promocijas darbā pirmo reizi pētīta mazo molekulu mildronāta un dihidropiridīna 

atvasinājuma AP-12 ietekme uz atmiľu un smadzeľu proteīnu ekspresiju. Lai noskaidrotu šo 

zāļu vielu potenciālu neirodeģeneratīvo slimību ārstēšanā vai protekcijā un noskaidrotu vairāk 

par iespējamajiem darbības mehānismiem smadzenēs, darbā izmantoti vairāki proteīnu 

biomarķieri, uzsvaru liekot uz proteīniem, kas spēlē būtisku lomu sinaptiskajā plasticitātē un 

tādējādi ir fundamentāli svarīgi atmiľas veidošanās procesos. Tāpat ir pārbaudīta proteīnu 

ekspresija, kas norāda uz neirodeģeneratīvo procesiem, lai noskaidrotu, vai mildronāts un AP-

12 spēj tos ietekmēt. 

 

4.1. Mildronāts regulē smadzeľu proteīnu ekspresiju PD 

modeļdzīvniekiem 

 Šajā pētījumā PD tika modulēts, intrastriatāli ievadot ţurkām 6-OHDA, kas destruē 

dopamīnerģiskās šūnas substantia nigra un neironu projekcijas striatumā.  

Lai noskaidrotu dopamīnerģisko šūnu dzīvotspēju, ar imūnhistoķīmijas palīdzību 

pārbaudījām tirozīna hidroksilāzes (TH) ekspresiju abās struktūrās, ľemot vērā, ka TH ir 

atslēgas enzīms, kas piedalās dopamīna sintēzē. Mūsu dati sakrīt arī ar citu autoru pētījumiem, 

ka 6-OHDA statistiski ticami samazina TH ekspresiju (Debeir et al., 2005, Marinova-

Mutafchieva et al., 2009). Mildronāts abās devās (50 mg/kg un 100 mg/kg) spēja normalizēt 

TH ekspresiju striatumā, un devā 100 mg/kg arī normalizēja TH ekspresiju substantia nigra. 

No šiem datiem radās nākamais jautājums, kā mildronāts spēj aizsargāt dopamīnerģiskās 

šūnas no bojāejas 6-OHDA toksiskajos apstākļos? 

Pētījums norāda, ka jābūt kādam/kādiem aizsargājošajiem endogēniem mehānismiem, 

kas ļauj šūnai saglabāt dzīvotspēju. Mūsu koncepts postulē mildronātu kā mazu molekulu ar 

diviem uzlādētajiem elementiem (pozitīvo 4-vērtīgo slāpekli un negatīvo skābekli) 

multivalento spēju regulēt proteīnu ekspresiju, kas piedalās reģenerācijā, iekaisuma reakcijās 

un sinaptiskajā plasticitātē. Tamdēļ mums bija liela interese noteikt ubikvitīna, Notch-3, 

GFAP, iNOS un Ib1 ekspresiju striatumā un substantia nigra. Šeit iegūtie dati uzrādīja, ka 6-

OHDA būtiski palielināja ekspresiju ubikvitīnam abās pētītajās smadzeľu struktūrās 

(12.attēls). Par ubikvitīna paaugstinātu ekspresiju striatumā PD modelī ţurkām iepriekš arī 

ziľojuši citi pētnieki (Pierson et al., 2005). Šīs izmaiľas ubikvitīna-proteosomas signālceļos ir 

uzrādītas arī PD pacientiem, sevišķi ar gēnu mutācijām saistītajos saslimšanos gadījumos 



77 

 

(Betarbet et al., 2005). Mildronāts abās devās spēja ubikvitīna pārmērīgo ekspresiju 

normalizēt līdz kontroles grupas līmenim. Izskaidrojums šādai mildronāta ietekmei varētu 

slēpties jau agrāk uzrādītājā mildronāta spējā aizsargāt šūnas mitohondriālos procesus (Pupure 

et al., 2008). Izmaiľas un bojājumi mitohondriju līmenī ir atkarīgi no oksidatīvā stresa līmeľa 

un ar tiem saistītajiem traucējumiem glikolīzē un mitohondriju respirācijā (Mazzio et al., 

2004).  

Šajā pētījumā atklājām arī transmembrāna proteīna Notch-3 izmaiľas 6-OHDA ietekmē. 

Notch receptori un ligandi spēlē būtisku lomu šūnu izdzīvošanā, un to aktivācija ir svarīga 

CNS attīstībā, sevišķi glioģenēzē (Irvin et al., 2001). Notch-3 no Notch proteīnu saimes ir 

marķieris progenitorajām šūnām un savieno Notch signālceļu ar šūnas augšanas regulāciju 

(Campos et al., 2002). Progenitoro šūnu stimulēšana pieaugušās zīdītāju smadzenēs tiek 

uzskatīta kā iespējama alternatīva līdzšinējai PD ārstēšanai (Aponso et al., 2008). Mūsu 

eksperimentos Notch-3 ekspresija abās smadzeľu struktūrās bija statistiski ticami samazināta, 

salīdzinājumā ar kontroli. Mildronāta 2 nedēļu ievadīšana devā 50 mg/kg pirms 6-OHDA 

injekcijas aizsargāja no Notch-3 samazinājuma, un tā ekspresija normalizējās līdz kontroles 

līmenim. Mēs pieļaujam, ka mildronāts, ietekmējot Notch-3 ekspresijas palielināšanos, 

stimulē pieauguša organisma progenitoro šūnu populāciju. 

Astrocītu marķiera GFAP proteīna ekspresija bija palielināta 6-OHDA grupā abās 

pētītajās smadzeľu struktūrā (17. attēls). Šie dati sakrīt ar citu pētījumiem 6-OHDA modeļos 

ar ţurkām (Aponso et al., 2008). Mildronāta ievadīšana 50 mg/kg samazināja GFAP pozītīvo 

šūnu skaitu līdz kontroles grupas līmenim. Līdzīgi normalizēšanas efekti ir arī redzēti ar 

citiem savienojumiem – anti-konvulsantam zonisamīdam (Yano et al., 2009), nātrija kanālu 

blokatora vielai riluzolei (Araki et al., 2001), kuriem piemītot spēja mazināt neirotoksicitāti 

PD modelī ar MPTP pelēm. PD modeļos ar 6-OHDA šādas īpašības aizsargāt ir atrastas 

Briljanta Zilajam G savienojumam, kas ir purinerģiskā P2X7 receptoru antagonists (Carmo et 

al., 2014), dabiskajam fenolam un antioksidantam katehīnam (Teixeira et al., 2013), kā arī 

Gingko biloba ekstraktam (Ahmad et al., 2005), kurai piemīt devas-atkarīga spēja aizsargāt no 

6-OHDA izraisītās PD ţurkās.  

Pastāv vairākas teorijas par astrocītu aktivēšanās ietekmi smadzenēs un nozīmi slimības 

attīstībā (Cabezas et al., 2013, Rappold and Tieu, 2010). Saskaľā ar vienu no tām, astrocītu 

aktivācija spēj stimulēt mikrogliju, kas savukārt inducē dopamīnerģisko šūnu rašanos ar 

neitrofo faktoru sintēzes palīdzību (Batchelor et al., 1999). Savukārt otras teoriju grupas 

pārstāvji norāda, ka astrogliozei var būt pasliktinoši efekti uz smadzenēm, kas ir uzrādītas 

vairākās neirodeģeneratīvās slimībās (Sofroniew, 2009). 
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Promocijas darbā noteicām arī mikroglijas biomarķiera Iba-1 ekspresiju, kas ir 

specifiski ekspresēts aktivētajās mikroglijās (Depino et al., 2003, Fukui et al., 2012). 

Atradām, ka Iba-1 ekspresija bija aptuveni divas reizes lielākā 6-OHDA grupā striatumā un 

aptuveni divarpus lielāka substantia nigra salīdzinājumā ar kontroles grupu (18. attēls). Tas 

sakrīt ar atrastajiem datiem literatūrā, kas uzrāda, ka 6-OHDA izraisa neiroiekaisumu un 

mikroglijas aktivāciju (Rodriguez-Pallares et al., 2007). Ir dati, kas apstiprina, ka 6-OHDA 

bojātā substantia nigra mikroglijas aktivācija pastiprina neironu bojāeju (Liu et al., 2003). 

Šajā pētījumā mildronāts neietekmēja Iba-1 ekspresiju striatumā salīdzīnājumā ar kontroli, bet 

substantia nigra uzrādīja spēju mazināt Iba-1 ekspresiju. Ľemot vērā TH un Notch-3 

palielinājumu mildronāta ietekmē 6-OHDA grupā, tad var spriest, ka mikroglijas aktivācijai ir 

bijusi labvēlīga ietekme uz šūnas izdzīvošanu. Uz neiroprotektīvu mikroglijas darbību kā 

terapeitisku stratēģiju norāda arī citi autori (Giunti et al., 2014). 

Iekaisuma marķieris iNOS bija ar palielinātu ekspresiju 6-OHDA grupā striatumā un 

substantia nigra, kas kopā ar astrocītu un mikroglijas aktvitāti apstiprina neiroiekaisumu šajās 

smadzeľu struktūrās. Paaugstināta iNOS ekspresija ir uzrādīta jau iepriekš 6-OHDA modelī 

(Singh et al., 2005), kas norāda, ka iNOS spēlē būtisku lomu sākotnējā neirodeģenerācijas 

fāzē.  

PD modelī ar 6-OHDA injekciju pārbaudījām arī zemākas mildronāta devas – 10, 20 un 

50 mg/kg un proteīnu biomarķierus – kartsuma šoka proteīnu HSP-70, gliju neirotrofo faktoru 

GDNF un adhēzijas molekulu NCAM. Mildronāts arī mazākās devās spēja regulēt proteīnu 

ekspresiju šo proteīnu ekspresiju, kas ir atbildīgi par neironu adaptēšanos, izdzīvošanu un 

neironu-glijas komunikāciju. Neirotoksīns 6-OHDA būtiski samazināja HSP70 ekspresiju 

striatumā un substantia nigra (20. attēls). Tas sakrīt ar pētījumiem, kas norāda, ka HSP70 

aktivitātes zudums ir saistāms ar neirodeģenerāciju, jo misfoldētu proteīnu neizlabošana un 

agregācija šūnā tiek saistīta arī ar nepietiekamu molekulāro čaperonu darbību (Auluck et al., 

2002). Ir bijuši pētījumi, kuri uzrādīja arī citu karstuma šoka proteīnu saimes izoformu spēju 

inhibēt 6-OHDA inducēto citohroma c atbrīvošanu un apoptozes procesu uzsākumu PC12 

šūnu kultūrā (Gorman et al., 2005). Arī pētījumi no klīnikas ar PD pacientu smadzenēm 

atklāj, ka karstuma šoka kognāta proteīnam 70 (heat shock cognate; hsc70) un ar lizosomām 

asociētais membrānas proteīns 2A (lysomal-associated membrane protein 2A; LAMP2A) bija 

statistiski būtiski samazināts substantia nigra struktūrā PD pacientiem, kas tiek izskaidrots ar 

čaperonu mediētu autofāgijas aktivitāti PD pacientu smadzenēs (Alvarez-Erviti et al., 2010). 

Tomēr ir arī atrodami arī pretēji dati. Tā peļu modelī ar alfa-sinukleīnopātiju HSP70 nespēja 

samazināt alfa-sinukleīna izraisītos motoros traucējumus (Shimshek et al., 2010). 
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Mildronāta ievadīšana devās 20 mg/kg un 50 mg/kg 2 nedēļas palielināja HSP70 

pozitīvo šūnu skaitu 6-OHDA grupā salīdzinājumā ar 6-OHDA grupu bez mildronāta. Šādā 

kontekstā varam spriest, ka mildronāts spēj neirodeģeneratīvos apstākļos regulēt molekulārā 

čaperona HSP70 ekspresiju. Tas ir svarīgi, jo karstuma šoka proteīnu kopā ar UPS regulēšanu 

piedāvā kā iespējamo PD terapiju (Luo et al., 2007). Šo mildronāta ietekmi uz HSP70 varētu 

izskaidrot kopā ar tā spēju regulēt ubikvitīna-proteosomas signālceļu, kas aplūkots iepriekšējā 

PD pētījumā un publicēts (Klusa et al., 2010).  

Mūsu pētījumā 6-OHDA samazināja GDNF ekspesiju STR, bet mildronāta devas 20 un 

50 mg/kg, ievadītas pirms 6-OHDA injekcijas, spēja GDNF ekspresiju noregulēt līdz 

kontroles līmenim (21. attēls). Interesanti ir arī tas, ka mildronāts per se šajās devās spēja 

palielināt GDNF ekspresiju. Ir zināms, ka GDNF, kas tiek producēts gliju šūnās, ir proteīns, 

kas stimulē dopamīna neironu izdzīvošanu un diferenciāciju (Krieglstein, 2004, Yasuda and 

Mochizuki, 2010). Pētījumos ir atklāts, ka hroniska GDNF infūzija spēja pasargāt no 6-

OHDA inducētajiem deficītiem PD modelī ţurkās (Voutilainen et al., 2011). Vēl jo vairāk, 

GDNF infūzija uzrādīja dopamīntrofisku efektu (TH ekspresijas izdzīvojošos nigrālajos 

neironos (Gonzalez-Aparicio et al., 2010). Mildronāta spēja palielināt GDNF ekspresiju ir 

drošāka nekā GDNF infūzija, jo GDNF ir milzīga molekula, kas rada papildus antigenitātes 

risku; savukārt mildronāts ir maza molekula bez antigenitātes riska. 

Mūsu pētījumā uzrādījām, ka mildronāts 20 un 50 mg/kg normalizē NCAM ekspresiju 

līdz kontroles līmenim 6-OHDA grupā striatumā (22.attēls). Ţurkas substantia nigra, kur 6-

OHDA palielināja NCAM ekspresiju salīdzinājumā ar kontroli, mildronāts to normalizēja 

NCAM ekspresiju tuvu līdz kontroles līmenim. Jāatzīmē, ka mildronāts per se devā 20 mg/kg 

palielināja NCAM ekspresiju substantia nigra salīdzinājumā ar kontroles grupu. Mūsu dati 

sakrīt ar pētījumu, kurā parādīts, ka NCAM ir ekspresējies pastiprināti 6-OHDA bojātā 

substantia nigra (Nomura et al., 2000). Šis mildronāta efekts 6-OHDA bojātās smadzenēs arī 

ir būtisks, ľemot vēra NCAM lomu šūnu adhēzijā, sinaptiskajā plasticitātē un mācīšanās un 

atmiľu veidošanās procesos (Stoenica et al., 2006). 

 

4.2. Mildronāts uzlabo atmiľu, samazina Aβ uzkrājumus un regulē 

smadzeľu proteīnu ekspresiju hipokampā Tg-APPSwDI pelēs 

 

Viens no galvenajiem mērķiem šajā pētījumā bija noteikt, vai mildronāta 28 dienu ilga 

ievadīšana devās 50 un 100 mg/kg spēj ietekmēt atmiľas procesus Tg-APPSwDI pelēm, kā arī, 
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vai mildronāts ietekmē to smadzeľu patoloģiju. Mildronāts neietekmēja peļu motoro 

aktivitāti, kā arī baiļu līmeni atvērtā lauka testā un nulles labirintā. Mildronāts abās devās 

uzlaboja sociālo atpazīšanu Tg-APPSwDI pelēm salīdzinājumā ar kontroli – Tg-APPSwDI pelēm, 

kurām ievadīja fizioloģisko šķīdumu. Šis tests pārbauda spēju atpazīt svešus dzīvniekus 

sociālās grupās, un šāda veida atpazīšana ir saistīta ar hipokampa procesiem grauzējos 

(Maaswinkel et al., 1996). Izmainīta socializēšanās un nespēja atpazīt citus indivīdus ir 

raksturīga iezīme AD gadījumā (Alfarez et al., 2003), bet tas raksturīgs arī citām 

neiroloģiskām saslimšanām kā autismam un šizofrēnijai (Abdi and Sharma, 2004). Tāpat 

sociālās atmiľas deficīti un izmaiľas sociālajā uzvedībā ir cieši saistītas ar depresiju (Szanto 

et al., 2012). Tāpēc zāļu vielas, kas spēj uzlabot sociālo atpazīšanu var tikt uzskatītas par 

labvēlīgu neirodeģeneratīvo slimību terapiju.  

Ūdens labirinta testā mildronāts tikai devā 50 mg/kg spēja uzlabot atmiľu, tomēr nevar 

izslēgt, ka lielākā deva 100 mg/kg bija ietekmēta no tā, ka labi iemācījās un atcerējās 

platformu piecu dienu laikā arī kontroles grupa. Vēl viens būtisks atradums bija tas, ka 

mildronāts devā 50 mg/kg samazināja Aβ peptīda uzkrājumus hipokampā. Arī lielākā deva – 

100 mg/kg uzrādīja līdzīgu tendenci. Mūsu izmantotais transgēnais peļu modelī attīstās Aβ 

uzkrājumi gan parenhimā, gan ap asinsvadiem, ko sauc par cerebrālo amiloīdu angiopātiju 

(CAA). Mēs veicām mērījumus gan stratum oriens CA1 hipokampā, kur tur ir gan CAA, gan 

parenhīmālie Aβ uzkrājumi sastopami un dentate gyrus, kur sastopami tikai parenhīmālie Aβ 

uzkrājumi. Mildronāts 50 mg/kg statistiski ticami samazināja Aβ abos skatītājos hipokampa 

reģionos. Mildronāts 100 mg/kg nesamazināja Aβ uzkrājumus.  

Interesanti ir arī tas, ka mildronāts abās devās palielināja mikroglijas proteīna Iba-1 

ekspresiju. Tas varētu būt viens no mehānismiem, kas ļāva mildronāta ietekmē samazināt Aβ 

uzkrājumus hipokampā. Zāļu vielas, kas spēj uzlabot atmiľas deficītus, samazinot Aβ 

uzkrājumus un palielinot mikroglijas aktivitāti, ir iepriekš aprakstītas (Xue et al., 2012). 

Jauns, pretiekaisumu īpašības uzrādījis, savienojums NCX-2216 samazināja Aβ uzkrājumus 

un palielināja mikroglijas aktivāciju (Jantzen et al., 2002). Attiecība starp mikrogliju un Aβ 

agregātus aizvākšanu tomēr ir strīdīga – daţi pētījumi ar nesteroīda pretiekaisuma līdzekļiem, 

piemēram, iboprofēnu uzrādīja būtisku mikroglijas aktivācijas samazinājumu (CD11b un 

CD45 ekspresiju) kopā ar Aβ agregātu samazinājumu transgēnajās APP-PS1 pelēs (Lim et al., 

2000). Līdzīgi, pētījumā ar flurbiprofēna slāpekļa donoranalogu HCT-1026 mikroglijas 

aktivācija tika samazināta (samazināta MAC1 ekspresija) kopā ar Aβ agregātiem (van Groen 

and Kadish, 2005, van Groen et al., 2011).  
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Viena no hipotēzēm par Aβ agregātu rašanos ir, ka mikroglija aktivācija ir visciešāk 

saistīta ar AD saistīto neiroiekaisumu un piedalās tieši pasliktinot slimības progresu (McGeer 

E. G. and McGeer, 1999, McGeer P. L. and McGeer, 2004). Jāatceras, ka neiroiekaisumam ir 

divējāda daba (Eikelenboom and van Gool, 2004) – mikroglijas aktivācija un iekaisums var 

arī fagocitozes procesam palīdzēt aizvākt Aβ uzkrājumus (D'Andrea et al., 2004, Matsuoka et 

al., 2001). 

Transgēnajā peļu modelī, kas pastiprināti ekspresē APP, pēc ibuprofēna hroniskas 

ievadīšanas, samazinājās gan Aβ agregātu daudzums, gan neiroiekaisuma marķieru ekspresija 

– IL-1β un GFAP (Lim et al., 2000). Šajā pētījumā mildronāts neietekmēja GFAP ekspresiju, 

bet iespējams, ka lielās variācijas grupas ietvaros, neļāva atrast atšķirības. 

Mildronāts neizmainīja nevienu no pārbaudītajiem sinaptiskās plasticitātes marķieriem 

– GAP-43, sinaptofizīnu un GAD67. Visticamāk nekādas atšķirības neatradām, jo Western 

blota analīze tika veikta visā hipokampā, kur imūnhistoķīmijas metodē atšķirības bija 

novērojamas konkrētās hipokampa lokācijās, piemēram, stratum oriens CA1 vai stratum 

piramidālajos CA1 neironos. 

Holinerģiskā disregulācija ir agrīna AD pazīme un ir pamatojuma ar holinerģisko 

neironu bojāeju, kas iet bojā no Aβ agregātu uzkrāšanās hipokampā (Craig et al., 2011). 

Enzīms AChE ir atbildīgs par acetilholīna hidrolīzi sinapsē un spēlē būtisku lomu sinaptiskajā 

signāla transdukcijā. Šī enzīma bloķēšana bija viena no pirmajām stratēģijām uzlabot atmiľas 

traucējumus AD pacientos (Martorana et al., 2010). Mūsu pētījumā mildronāts 50 mg/kg, bet 

ne mildronāta 100 mg/kg grupā, samazināja AChE ekspresiju CA1 hipokampā. Tas korelē ar 

atmiľas uzlabojumiem mildronāta 50 mg/kg grupā salīdzinājumā ar mildronāta 100 mg/kg 

grupu. AChE ekspresijas samazinājums CA1 neironu reģionā hipokampā nozīmē augstāku 

acetilholīna līmeni sinapsē un šūnu aktivēšanu, kas iespējami bija par iemeslu labākam 

rezultātam ūdens labirintā mildronāta 50 mg/kg grupā. Līdzīgi – samazinātu AChE pozitīvo 

nervu šķiedru skaitu atrada ţurkām, kurām ievadīja mildronātu devā 50 mg/kg un, tā ir grupa, 

kurai bija labāks rezultāts aktīvās izvairīšanās testā (Klusa et al., 2013). 

Otrs izskaidrojums, kāpēc mildronāts spēj uzlabot reakcijas sociālās atpazīšanas un 

ūdens labirintā, ir tas, ka mildronāts spēj uzlabot asinsriti smadzenēs un tādējādi uzlabo 

šķīstošā Aβ agregātu aizplūšanu no smadzenēm. Šādu iespēju pieļauj Sjakstes et al. (2005) 

apskata rakstā – ka mildronāta CNS efekti ir regulēti ar NO produkciju vaskulārājā endotēlijā, 

modificējot γ-butirobetaīnu un tā estera daļas. 

Iespējams, ka mildronāts spēj ietekmēt t.s. vitagēnu mijiedarbības. Nesenos pētījumos 

atklāja, ka L-karnitīns un tā metabolīts acetil-L-karnitīns uzrāda neiroprotekciju ar hormētisko 
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signālceļu aktivāciju. Tai skaitā caur vitagēniem – gēniem, kuri iesaistīti šūnas homeostāzes 

uzturēšanā, stresa apstākļos, kā, piemēram, gēni, kas atbild par molekulārajiem čaperoniem, t. 

sk., karstuma šoka proteīni (Calabrese et al., 2012). Nevar ignorēt, ka mildronātam piemīt 

struktūrālas līdzības, kas ļauj tos saukt par karnitīna analogu. Papildus jānorāda, ka mildronāts 

spēja stimulēt HSP70 ekspresiju 6-OHDA bojātajā striatumā un substantia nigra struktūrā 

(Isajevs et al., 2011). Mums nav datu, vai un kā mildronāts ietekmē HSP sistēmu AD modelī. 

Ľemot vērā efektus ar acetil-L-karnitīnu, varam sagaidīt līdzīgus efektus – HSP sistēmas 

stimulēšanu un garozas neironu aizsargāšanu no Aβ42-mediēta oksidatīvā stresa un 

neirotoksicitātes (Abdul and Butterfield, 2007). 

Šajā pētījumā apstiprinās, ka mildronāts devā 50 mg/kg uzrāda visefektīvāko atmiľas 

uzlabošanos un Aβ agregātu aizvākšanu AD modelī ar Tg-APPSwDI pelēm. Lielākajā daļā testu 

mildronāts 50 mg/kg uzrādīja labākus rezultātus, kas norāda uz to, ka mildronāta deva 100 

mg/kg ir par lielu. Šie efekti varētu būt atkarīgi no sugas, jo ţurkās mildronāta deva 200 

mg/kg ir ar aizsargājošu efektu (Svalbe et al., 2011). 

Kopsummā iegūtie dati ar Tg-APPSwDI uzrāda, ka mildronātam piemīt vairāki pozitīvi 

efekti šajā AD modelī. Mildronāts spēja uzlabot sociālo atpazīšanu, telpisko mācīšanos ūdens 

labirintā un samazināja Aβ peptīdu agregantu daudzumu hipokampā. Mikroglijas aktivēšana 

un AChE ekspresijas samazināšana CA1 reģionā hipokampā, liecina, ka mildronātam varētu 

piemist terapijas lietderība kā slimības modificējošai zāļu vielai AD pacientiem. Tg-APPSwDI  

pelēm 3 – 4 mēnešu vecumā nepiemīt tau proteīna patoloģija, tāpēc nākotnes pētījumos būtu 

vērts aplūkot, vai mildronātam uz tau proteīnu varētu būt līdzīgs efekts kā uz Aβ. Nākotnes 

preklīniski pētījumi ir nepieciešami, lai saprastu precīzāk molekulāros mehānismus, ar kuriem 

mildronāts spēj uzlabot atmiľu un mazināt AD patoloģiju. 

4.3. Mildronāts aizsargā atmiľu un sinaptisko proteīnu ekspresiju 

immobilizācijas stresa un haloperidola amnēzijas modeļžurkām 

Šajā pētījumā pārbaudījām, vai mildronāts spēj ietekmēt immobilizacijas stresa un 

haloperidola radītus atmiľas traucējumus ţurkām un, kā atmiľa korelē ar biomarķieru 

ekspresiju smadzenēs BDNF, AChE un GAD67, kas ir proteīni kas spēlē būtisku lomu 

sinaptiskajā plasticitātē. Saistība starp šiem diviem modeļiem nosaka apstāklis, ka hroniska 

antipsihotisku zāļu vielu lietošana ir arī stress organismam (Lipska et al., 2001). Proteīna 

ekspresijas pārbaudītas hipokampā un striatumā, kas ir pret stresu jūtīgākās smadzeľu 

struktūras (Giachero et al., 2013, Nooshinfar et al., 2011, Robinson et al., 2013). Mildronāta 
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deva šajā pētījumā bija 50 mg/kg, jo tā bija uzrādījusi visefektīvākos rezultātus iepriekšējos 

pētījumos. 

Iegūtie dati ar mildronātu amnēzijas modeļos ar stresu un haloperidolu uzrāda, ka 

mildronātam piemīt spēja aizsargāt atmiľu. Immobilizācijas stress, kas ilga 2 h izraisīja 

traucējumus ţurkas atmiľā, tika pārbaudīts pasīvās izvairīšanās testā. Tas sakrita ar BDNF 

ekspresijas pieaugumu gan hipokampā, gan striatumā. Šie dati sakrīt arī ar citu autoru 

pētījumiem (Marais et al., 2009, Nooshinfar et al., 2011). Mildronāts reversēja atmiľas 

traucējumus stresētajiem dzīvniekiem un normalizēja BDNF ekspresiju līdz kontroles 

līmenim hipokampā un striatumā.  

Zināms, ka hronisks stress ar paaugstinātu glutikortikoīdu daudzumu asinīs spēj veicināt 

neironu bojāeju, sevišķi hipokampā (McEwen and Sapolsky, 1995). Nesenāki dati uzrāda, ka 

kopā ar stresu un atmiľas pasliktināšanos samazinās šūnas adhēzijas molekulas nektīna-3 

(Wang X. D. et al., 2013), sinaptofizīna (Jin et al., 2013) ekspresija. Ļoti daudzi pētījumi 

norāda tieši uz BDNF ekspresijas izmaiľām (Licinio and Wong, 2002, Smith et al., 1995). 

BDNF ir ļoti svarīgs neirotrofiskais faktors šūnas izdzīvošanas procesos, tai skaitā tas ietekmē 

transkripciju, iekššūnas transportu, sekrēciju, proteolītisko procesos un receptoru signāla 

transdukciju. Tas viss padara BDNF par atslēgas molekulu aktivitātes atkarīgajā sinaptiskajā 

plasticitātē (Sakata and Duke, 2014). Atkarībā no stresa stimula intensitātes ir mainīta BDNF 

ekspresija: hronisks stress samazina BDNF ekspresiju, kā piemēram 8 h ilgs imobilizācijas 

stress (Smith et al., 1995, Ueyama et al., 1997), bet akūts jeb īsa laika stress (līdz 60 

minūtēm), izraisa ievērojamu BDNF ekspresijas palielināšanos ţurku hipokampā, taču ilgāks 

stress (vismaz 180 minūtes) – BDNF ekspresijas samazināšanos (Marmigere et al., 2003). 

BDNF mRNS ir paaugstināts arī mācīšanās/treniľa procesos un īstermiľa vai ilgtermiľa 

atmiľas veidošanās laikā (Huang et al., 2006, Mizuno et al., 2003), un ar samazinātu BDNF 

daudzumu smadzenēs ir sliktāki rezultāti mācīšanās un atmiľas testos pieaugušām ţurkām 

(Mu et al., 1999). 

Mūsu stresa eksperimentā mildronāts noregulēja līdz kontroles līmenim arī GAD67 

ekspresiju hipokampā, kas bija būtiski paaugstināts stresētajos dzīvniekos. Paaugstināta 

GAD67 ekspresija hipokampā un citos smadzeľu reģionos stresa apstākļos ir paradīta arī 

iepriekšējos pētījumos (Bowers et al., 1998). Nekādas GAD67 izmaiľas gan netika 

konstatētas striatumā, un arī mildronāts neietekmēja tā ekspresiju šajā smadzeľu struktūrā. 

Citos pētījumos ir uzrādīts, ka akūts stress izmaina holinerģisko metabolismu caur 

transkripcijas faktoru c-Fos (Kaufer et al., 1998). Mēs savā pētījumā konstatējām AChE 
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ekspresijai stresa apstākļos pretējus rezultātus: palielinājumu striatumā, bet samazināšanos 

hipokampā. Mildronāts pats ar sevi neietekmēja AChE ekspresiju salīdzinājumā ar kontroli. 

Savukārt haloperidola amnēzijas pētījumā, kur haloperidolu ţurkām ievadījām 3 

nedēļas, BDNF un AChE ekspresija bija samazināta hipokampā, salīdzinot ar kontroli. 

Mildronāts normalizēja BDNF un AChE ekspresiju līdz kontroles līmenim, kas korelēja ar 

uzlabojumu Barnes labirinta testā salīdzinājumā ar haloperidola grupas ţurkām bez milronāta. 

Haloperidola ievadīšana neietekmēja GAD67 ekspresiju hipokampā, kā arī ne mildronāta 

ievadīšana. 

BDNF ekspresijas samazināšanās haloperidola ietekmē ir aprakstīta jau iepriekš (Lipska 

et al., 2001, Nandra and Agius, 2012), lai gan ir arī pētījumi, kur haloperidols BDNF 

ekspresiju neietekmē (Valvassori et al., 2008). Izmaiľas holinerģiskajā aktivitātē no 

haloperidola ilgstošas lietošanas ir labi aprakstītas arī citu pētījumos (Mahadik et al., 1988, 

Terry et al., 2007a, Terry et al., 2007b). 

Iegūtie rezultāti ar AChE ekspresijas samazināšanos haloperidola ietekmē varētu būt 

izskaidrojami ar haloperidola specifisko antagonismu uz dopamīna receptoriem, kas tādējādi 

apstādina dopamīnerģisko signāla transdukciju šūnā. Samazinoties dopamīnerģiskai 

aktivitātei, tiek noľemta inhibējošā ietekme uz holīnerģisko sistēmu un tā var aktivēties. 

Savukārt aktivēta holīnerģiskā sistēma ir atkarīga arī no samazinātas AChE ekspresijas, jo 

AChE, kā zināms, inaktivē acetilholīnu. Cilvēkos šāds disbalanss starp dopamīnu un 

acetilholīnu ir atrodams PD pacientos. Ţurkās atmiľas pasliktināšanās no haloperidola 

hroniskas lietošanas ir saskaľā ar atmiľas traucējumiem šizofrēnijas pacientiem, kas arī 

pastiprinās no haloperidola hroniskas lietošanas (Desamericq et al., 2014). 

Mildronāts šajā gadījumā spēja balansēt dopamīnerģisko un holīnerģisko sistēmu. Šī 

mildronāta īpašība var papildus līdzēt ekstrapirimidālu simptomu mazināšanai, kas rodas no 

dopamīna receptoru antagonistu ilgstošas lietošanas.  

Promocijas pētījums atklāj un apstiprina mildronāta spēju aizsargāt no stresa un 

haloperidola izraisītiem atmiľas traucējumiem un, šīs izmaiľas korelēja ar proteīnu 

ekspresijas regulāciju, kas ir iesaistīti sinaptiskajā plasticitātē un līdz ar to palīdz atmiľas 

veidošanās procesos. Lai gan stress un haloperidols izraisīja atšķirīgu efektu uz BDNF 

ekspresiju, tomēr mildronāts abos gadījumos spēja to noregulēt līdz kontroles līmenim. BDNF 

ir svarīgs mērķproteīns, sevišķi tāpēc, ka neironiem nepieciešama balansēta BDNF ekspresija. 

Palielināta BDNF ekspresija pasliktina atmiľu (Nooshinfar et al., 2011). 
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4.4. Mildronāta pozitīvie efekti apmācības modelī 

Mildronāta jau 7 dienu ilga ievadīšana devā 50 mg/kg pirms aktīvās izvairīšanās testa 

apmācības palielināja pareizo atbilţu skaitu, kā arī samazināja latento periodu. Šie dati korelē 

ar palielinātu BrdU/nestīna pozitīvo šūnu skaitu hipokampā. BrdU iekļūšana DNS 

proliferējošajās hipokampa šūnās ir laba metode jaunu neironu noteikšanai, kas var liecināt arī 

par aktīviem kognitīviem procesiem smadzenēs (Sahay et al., 2011). Mildronāts kombinācijā 

ar apmācību palielināja BrdU/nestīna pozitīvo šūnu skaitu aptuveni 4-kārtīgi, salīdzinot ar 

netrenētajām kontroles ţurkām un netrenēto mildronāta grupu, un 2-kārtīgi, salīdzinot ar 

trenēto kontroles grupu. Šajā kontekstā ir vērts pieminēt iepriekš iegūtos rezultātu, kurā 

mildronāts spēja palielināt pieaugušu ţurku striatumā progenitoro šūnu populācijas 

biomarķieri Notch-3 un palielināt gliju neirotrofo faktoru GDNF 6-OHDA izraisītā PD 

modelī. 

Lai vairāk noskaidrotu par mildronāta iespējamiem molekulārajiem mehānismiem, kas 

uzlaboja atmiľu, noteicām daţādu biomarķieru ekspresiju – GAD65/67, AChE, GAP-43 un c-

jun/AP-1 hipokampā, jo atmiľas veidošanā notiek vesela virkne sinaptisko proteīnu aktivācija 

un pastiprināta ekspresija. Lielā vairumā gadījumu šo proteīnu aktivēšana sākas ar glutamātu 

un tā mijiedarbību ar daţādiem glutamāta receptoriem, kam seko proteīnu kināţu aktivācija, 

CREB aktivācija, izmaiľas gēnu transkripcijā, noslēdzoties ar de novo proteīnu ekspresiju 

(Wang H. et al., 2006). Glutamāterģiskie signālceļi spēlē būtisku lomu sinaptiskajā 

plasticitātē, kas ir tieši saistīta ar mācīšanos un atmiľu veidošanos (Riedel et al., 2003).  

Šajā pētījumā atklājām 2-kārtīgu GAD65/67 ekspresijas palielinājumu hipokampā 

apmācības kontroles ţurkās, salīdzinot ar netrenētajām kontroles ţurkām. Savukārt mildronāts 

apmācības grupā ir samazinājis GAD65/67 ekspresiju hipokampā aptuveni 4-kārtīgi, 

salīdzinot ar apmācības kontroles grupu. Var diskutēt, vai mildronāts spēj pastiprināt 

glutamāterģisko signālceļus šajā apmācības modelī, mazinot enzīma GAD65/67 iespēju 

pārvērst glutamātu inhibējošajā GABA. 

Holīnerģiskās sistēmas stimulēšana arī varētu būt iemesls atmiľas uzlabošanai, jo 

mildronāta ievadīšana samazināja enzīma AChE pozitīvo nervu šķiedru skaitu hipokampā 

apmācības grupā, salīdzinot ar kontroles netrenēto grupu. Holīnerģiskā sistēma kopā ar 

glutamāterģisko ir tieši saistītas ar sinaptisko plasticitāti, kā arī kritiski atmiľas traucējumos, 

kas ir manāmi neirodeģeneratīvajās slimībās (Conner et al., 2005, Origlia et al., 2008). AChE 

inaktivē neirotransmiteri acetilholīnu, un šī enzīma inhibīcijas zāļu vielas ir jau plaši 

izmantotas atmiľu traucējumiem Alcheimera slimības pacientiem (Shioda et al., 2011). AChE 
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mazinošu efektu mildronāts uzrādīja arī Tg-APPSwDI peļu modelī, kur arī atradām atmiľu 

uzlabojošu efektu pelēm sociālās atpazīšanas testā un ūdens labirintā. 

Sinaptiskajā plasticitātē ir iesaistīts arī GAP-43 proteīns, kas ekspresējas hipokampā un 

piedalās pieredzes radītajā sinaptiskajā plasticitātē (Benowitz and Routtenberg, 1997). GAP-

43 mRNS izplatība nervu terminālēs norāda uz aksonālo augšanu un jaunu sinapšu veidošanos 

(Casoli et al., 2002). Šajā apmācības modelī GAP-43 ekspresija palielinājās hipokampā 

apmācītajām ţurkām, salīdzinot ar neapmācīto ţurku grupas hipokampiem kontroli un 

neapmācīto ţurku mildronāta grupai. 

Pārbaudot transkripcijas faktora c-jun/AP-1 ekspresiju hipokampā un atklājām, ka 

apmācības modelī bija tendence uz palielinātu ekspresiju, bet mildronāts kombinācijā ar 

apmācību palielināja c-jun/AP-1 eskpresiju hipokampā, salīdzinot ar neapmācīto kontroli. 

Iegūtie dati norāda uz mildronāta pozitīvo efekto stimulēt jaunu iemaľu iemācīšanos un 

atmiľas apjoma palielināšanos apmācītām ţurkām, un tā mehānismi saistāmi ar sinaptisko 

proteīnu ekspresiju stimulēšanu un glutamāterģiskās un holīnerģiskās sistēmas atslēgenzīmu 

regulāciju. 

4.5. AP-12 šķērso hematoencefālisko barjeru, noľem bailes, uzlabo 

telpisko atmiľu un stimulē glutamāterģisko signālceļu hipokampā 

Tg-APPSwDI un C57BL/6J pelēs  

Iepriekšējie pētījumi ar DHP derivātu cerebrokrastu devās 0,05 – 1 mg/kg i.p. uzrādīja 

atmiľu stimulējošu efektu daţādos neirodeficīta modeļos (Klusa, 1995, Rumaks et al., 2012), 

pretiekaisuma (Klegeris et al., 2002, Pupure et al., 2008b) un mitohondrijus aizsargājošu 

darbību (Klimaviciusa et al., 2007). Šie rezultāti ļauj spriest, ka DHP derivāti ne vien 

mijiedarbojās ar daţādiem receptoriem un jonu kanāliem (Triggle, 2003), bet var arī ietekmēt 

smadzeľu proteīnu ekspresiju. 

Šajā pētījumā iegūtie dati uzrādīja, ka hroniska AP-12 ievadīšana C57BL/6J pelēm 

devā 0,1 mg/kg uzlaboja telpisko atmiľu trešajā un ceturtajā treniľa dienā ūdens labirintā. 

Atšķirības nenovēroja piektajā dienā, kas, iespējams, ir no tā, ka arī kontroles grupā tika 

sasniegts mācīšanās efekts. Uzlabojums ūdens labirintā sakrita ar enzīma GAD67 un Homer-1 

proteīna ekspresijas palielināšanos hipokampā. Atšķirībā no ūdens labirinta, izmaiľas GAD67 

un Homer-1 ekspresijā tika detektētas abās 0,1 and 1 mg/kg devās, kas norāda uz to, ka 

proteīnu ekspresija ir jutīgāks rādītājs AP-12 ietekmei smadzenēs nekā uzvedības izmaiľas. 
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Uzvedības izmaiľas rodas no kopējās smadzeľu mijiedarbības starp struktūram, un tāpēc 

mazāk pakļaujas izmaiľām nekā proteīnu ekspresijas izmaiľas. 

Enzīma GAD67 ekspresijas palielināšanās hipokampā norāda, ka AP-12 iespējams 

veicina neirotransmiteru GABA sintēzi. AP-12 spēja uzlabot telpisko atmiľu C57BL/6J pelēs 

ir daļēji izskaidrojama ar GABAerģisko signālceļu aktivitāti, jo jau iepriekš ir atklāta šo 

neironu ietekme atmiľas nostiprināšanā (Lecourtier et al., 2011, Makkar et al., 2010). 

GABAerģisko procesu loma ir uzrādīta arī atmiľu uzlabojošam DHP derivātam – 

cerebrokrastam (Klusa, 1995).  

Transgēnajās APPSweDI pelēs pārbaudīja tikai vienu devu 1 mg/kg pieľemot, ka 

transgēnajiem dzīvniekiem ar AD pataloģiju nepieciešama augstāka deva. Arī Tg-APPSwDI 

pelēs AP-12 uzlaboja telpisko atmiľu ūdens labirinatā, kas bija redzams, sākot ar trešo līdz 

piektai treniľa dienai.  

Līdzīgi kā C57BL/6J pelēm, transgēnās pēc AP-12 devā 1 mg/kg ievadīšanas uzrādīja 

paaugstinātu GAD67 ekspresiju hipokampā. Tomēr C57BL/6J pelēm tika uzrādīta tikai 

tendence pavadīt ilgāku laiku atvērtajā platformā, bet Tg-APPSwDI pelēs AP-12 uzrādīja 

anksiolītisku efektu, pavadot vairāk laika atvertajā platformā nekā kontroles dzīvnieki. Šī 

GABAerģiskā aktivācija ir svarīga, jo GABA signāla transdukcija ir samazināta AD pacientu 

smadzenēs (Limon et al., 2012). Ir zināms, ka atmiľas progresējošā pasliktināšanās, bailes un 

depresija ir ļoti raksturīgi AD agrīnie simptomi (Horning et al., 2014) un vajadzība tos 

mazināt ir ļoti sareţģīts terapijas uzdevums (Rosenberg et al., 2013). Tāpēc AP-12 atrastās 

anksiolītiskās un atmiľu uzlabojošas īpašības Tg-APPSwDI pelēm ir laba kombinācija kā 

mazināt raksturīgos AD uzvedības traucējumus.  

C57BL/6J pelēs AP-12 izmainīja ekspresiju vēl vienam būtiskam proteīnam Homer-1, 

bet tādas atšķirības netika atrastas Tg-APPSwDI pelēs. Nebija izmaiľas ekspresijā starp grupām 

arī AChE ekspresijai. Iegūtie dati norāda, ka GAD67 paaugstināta ekspresija ir bijis kā 

galvenais iemesls uzlabojumiem telpiskajā atmiľā, kā arī anksiolītiskajām efektam.  

Tg-APPSwDI peļu hipokampā AP-12 neietekmēja Aβ uzkrājumu daudzumu. Jāpiemin, 

ka hipokamps ir struktūra, kurā agrīni uzkrājas toksiskie Aβ peptīdi AD (Braak and Braak, 

1998). Tādā nozīmē jautājums, kura no DHP savienojuma struktūrām spēj samazināt Aβ 

agregātu daudzumu, paliek atvērts nākotnes pētījumiem. Tā piemēram, no jau labi zināmajiem 

DHP savienojumiem, kā nilvadipīns, amlodipīns and nifedipīns, kuriem visiem piemīt spēja 

šķērsot hematoencefālisko barjeru, un, kuriem piemīt antihipertensīvas īpašības un spēja 

uzlabot atmiľu, tikai nilvadipīns ir uzrādījis spēju samazināt Aβ agregātu daudzumu AD 

modelī (Paris et al., 2011). Šī īpašība DHP-tipa zāļu vielām ir uzrādīta, kā ļoti būtiska atmiľas 
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uzlabošanā PD (Becker et al., 2008, Ritz et al., 2010, Simon et al., 2010) un AD gadījumos 

(Anekonda and Quinn, 2011).  

Mūsu iegūtie dati no masas spektrometra uzrāda, ka C57BL/6J peļu smadzenēs ir 

detektējams AP-12 savienojums pēc AP-12 i.p. ievadīšanas devā 1 mg/kg, un norāda, ka AP-

12 šķērso hematoencefālisko barjeru. AP-12 bija detektējams smadzeľu homogenātā zemā 

koncentrācijā 0,084 ng/ml.  

Var spriest, ka AP-12 struktūras un fizikāli ķīmiskās īpašības ir būtiskas šī 

savienojama spējai šķērsot hematoencefālisko barjeru: lipofīlā 4-(N-dodecil) piridīna grupa un 

DHP gredzens kā nesējmolekula, kas dod iespēju secināt, ka AP-12 deva ir bijusi pietiekama, 

lai izmainītu proteīnu ekspresiju un uzlabotu mācīšanos un atmiľu dzīvniekos.  

Nevar izslēgt, ka AP-12 pozitīvie efekti, iespējams, notiek ar cerebrovaskulārās 

dilatēšanas palīdzību, jo AP-12 ir uzrādījis kalcija kanālu bloķēšanas aktivitāti vaskulārajā 

šūnu līnijā (Rucins et al., 2014). AP-12 var tikt uzskatīts kā mazas molekulas prototips jaunu 

zāļu vielu radīšanā, kas spējīgas apstādināt neirodeģenerācijas klīniskos simptomus (bailes un 

atmiľu traucējumus). 
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5. SECINĀJUMI 

1. Pārkinsona slimības modelī ţurkām karnitīna atvasinājums (carnitine congener) 

mildronāts spēja aizsargāt dopamīna producējošo šūnu bojāeju (TH kā 

biomarķieris) un regulēt to proteīnu ekspresiju striatumā un substantia nigra, kas 

iesaistīti šūnas izdzīvošanas procesos: proliferācijā iesaistīto Notch-3, astroglijas 

GFAP, iekaisuma iNOS, mikroglijas Iba-1, molekulāro čaperonu HSP70, 

ubikvitīnu, neirotrofo faktoru GDNF un adhēzijas molekulu NCAM. 

Neiroprotektējošās mildronāta devas ir ievērojami mazākas (20 - 50 mg/kg) nekā 

iepriekš aprakstītās devas kardioprotekcijai (100 – 200 mg/kg). 

2.  Alcheimera slimības modelī Tg-APPSwDI mildronāts (50 mg/kg) uzlaboja sociālo 

atpazīšanu un telpisko atmiľu ūdens labirintā. Mildronāts samazināja Aβ peptīdu 

uzkrājumus hipokampā, kā arī palielināja mikroglijas aktivitāti (Iba-1 palielināta 

ekspresija) un samazināja enzīma AChE ekspresiju hipokampā.  

3. Imobilizācijas stresa apstākļos mildronāts aizsargāja pret atmiľas pasliktināšanos 

pasīvās izvairīšanās testā un normalizēja BDNF, AChE un GAD67 ekspresiju 

hipokampā.  

4. Hroniskas neiroleptiskās vielas haloperidola izraisītajā amnēzijas modelī ţurkām 

mildronāts novērsa telpiskās atmiľas deficītu un normalizēja BDNF un AChE 

ekspresiju hipokampā. 

5. Mildronāts stimulēja ţurku apmācības un atmiľas procesu veidošanos aktīvās 

izvairīšanās testā, kas korelēja ar BrdU/nestīna pozitīvo šūnu skaitu pieaugumu 

hipokampā, kā arī regulēja GAD65/67 ekspresiju, palielināja ar augšanu asociētā 

proteīna GAP-43 un palielināja transkripcijas faktora c-jun/AP-1 ekspresiju. 

6. Jaunais dihidropiridīna atvasinājums AP-12 spēj šķērsot hematoencefālisko 

barjeru. AP-12 ievadīšana (0,1 un 1 mg/kg) samazināja bailes un uzlaboja atmiľu 

Tg-APPSwDI pelēm, kā arī stimulēja GAD67 un Homer-1 ekspresiju hipokampā.  

7. Mazās molekulas mildronāts un AP-12 ar uzlādētiem struktūras elementiem var 

tikt uzskatīti kā prototipi jauna tipa neiroprotektīvo zāļu vielu dizainā, lai regulētu 

intracelulāros procesus jau agrīnās neirodeģenerācijas fāzes, tai skaitā, novēršot 

atmiľas traucējumus. 
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