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Anotacija

Alcheimera slimiba ir biezaka neirodegenerativa slimiba misdienu
sabiedriba, ar tendenci slimnieku skaitam ar katru gadu pieaugt. Sarezgitas
diagnostikas un neefektivas farmakologiskas terapijas d€l, So slimibu ir griiti kontrol&t.
P&tnieki nodarbojas ar Alcheimera slimibas pirms-demences diagnostikas metozu un
veiksmigas farmakologiskas terapijas atklasanu. Balstoties uz iepriekS veiktiem
pétijumiem par GABAAa agonista muscimola (0,01 un 0,05 mg/kg) sp&ju samazinat
neiroiekaisumu, streptozocina (STZ) izraisita Alcheimera slimibas modeli Zurkam
[Mares P., et al. 2014], [Ding Y., et al. 2015], $aja pétijuma tika apskatita un analiz&ta
neiroiekaisuma biomarkieru ekspresija post mortem zurku smadzengs.

Darba mérkis bija noteikt muscimola loti mazo devu (0,01 un 0,05
mg/kg) efektu uz iekaisuma markieriem: astroglijas specifisku (glial fibrillary acid
protein, GFAP), mikroglijas specifisku (ionized calcium binding adaptor molecule 1,
Iba-1) un dopaminergiskas sist€mas specifisku tirozina hidroksilazes (TH) ekspresiju
smadzenu struktiiras garoza un hipokampa Alcheimera slimibas modeli Zzurkam, kas
radits ar toksinu streptozocinu.

Divas nedélas péc STZ vai maksliga cerebrospinala Skidruma (aCSF)
I.c.v. ievadiSanas, pieaugusiem dzivniekiem tika veikts Morisa Gidens labirinta tests
(Morris water maze), lai parbauditu telpisko atminu un uzvedibu stresa apstaklos. P&c
tam tika ievaktas dzivnieku smadzenes un, izmantojot imunohistokimijas analizi,
pétitas minéto markieru ekspresijas izmainas dazados smadzenu regionos.

Rezultati uzradija GFAP ekspresijas palielindjumu STZ grupa
salidzimajuma ar kontroli. SAL+aCSF un muscimola abas devas redzams
samazinajums GFAP ekspresija salidzinagjuma ar STZ grupu. lba-1 markiera
ekspresijai bija tendence samazinaties M0,05-STZ grupa gan garoza, gan hipokampa,
un TH markiera ekspresijas izmainas tika noverotas garoza MO0,01-STZ grupa.
Muscimolam piemit sp&a mazinat iekaisumu, ko izraisijis streptozocins un ir

nepiecieSami talaki p&tijumi, lai noskaidrotu darbibas mehanismu.

Atslégas vardi: Alcheimera slimiba; demence; neiroiekaisums;

imunohistokimija; Iba-1; GFAP; TH.




Abstract

Alzheimer’s disease is the most common neurodegenerative disorder in
modern society, and the number of patients tends to increase every year. It is difficult
to control the disease because of complicated diagnostics and ineffective
pharmacological therapy. Scientists are working on finding diagnostic techniques for
Alzheimer’s disease at pre-dementia stage and effective pharmacological therapy.
Based on the previous studies about the low doses of GABAA agonist muscimol’s
ability (0.01 and 0.05 mg/kg) to reduce neuroinflammation in a streptozocin (STZ)
induced rat model of Alzheimer’s disease [Mares P., et al. 2014], [Ding Y., et al.
2015], the expression of the neuroinflammatory biomarkers was investigated and
analyzed in post mortem rat brain.

The goal of the MA thesis was to determine the effect of muscimol in
low doses (0.01 and 0.05 mg/kg) on the particular neuroinflammatory biomarkers:
astroglial-specific (glial fibrillary acid protein, GFAP), microglial-specific (ionized
calcium binding adaptor molecule 1, Iba-1), and the specific expression of
dopaminergic system’s tyrosine hydroxylase (TH) in the cerebral cortex and
hippocampus of the streptozocin (STZ) induced rat model of Alzheimer’s disease.

Two weeks after the i.c.v. injection of STZ or artificial cerebrospinal
fluid (aCSF), the Morris Water Maze test was used with adult animals to examine
their spatial memory and behaviour under stressful conditions. Afterwards the animal
brains were collected, and the expression changes of the particular markers in different
brain regions were examined.

Results showed an increase in GFAP expression in the STZ group,
compared to the control group. Both SAL-aCSF and muscimol doses show a decrease
in GFAP expression, compared to the STZ group. Iba-1 marker expression showed a
tendency to decrease in the MO0.05-STZ group, both in the cortex and the
hippocampus, and TH marker expression changes were observed only in the cortex, in
the MO0.01-STZ group. Muscimol shows the ability to decrease STZ induced
neuroinflammation and further research is needed to determine the mechanism of

action.

Key words: Alzheimer’s disease, dementia, neuroinflammation,
immunohistochemistry, Iba-1, GFAP, TH.



Apziméjumu saraksts

AchE — acetilholinesteraze

aCSF — maksligais cerebrospinalais Skidrums (artificial cerebrospinal fluid)
ApoE — apolipoproteins E

ApoJ — apolipoproteins J

APP — amiloida prekursora proteins

ATF — adenozina trifosfats

AP — amiloids beta (amyloid beta)

BACE; — beta sekretaze 1

BCA - bicinhoninskabes reagenta parbaude (bicinchoninic acid assay)
Ca?* - kalcija joni

ChAT — acetiltransferaze

CNS — centrala nervu sisteéma

CSS — cerebrospinilais skidrums

DAB — diaminobenzidins

DNS — dezoksiribonukleinskabe

EphB; — efrina B-tipa receptors 2

ERAB — ar endoplazmatisko tiklu saistits amiloidu beta saistoss proteins (endoplasmatic
reticulum associated amyloid beta peptide binding protein)

fMRI — funkcionala magnétiskas rezonanses att€liegisana (functional magnetic resonance
imaging)

GABAA — y-aminosviestskabe (y-Aminobutyric acid)

GAD 65/67 — glutamata dekarboksilazes izoformas

GFAP — glijas fibrillarais skabais proteins (glial fibrillary acidic protein)
GLAST — glutamata aspartata transproters

GLUTL1 — glikozes transporta proteins 1 (glucose transport protein 1)
GSH - glutations

GSK3p — glikogeéna sintazes kinaze beta

HDL — augsta blivuma lipoproteini (high density lipoproteins)



HEB — hematoencefaliska barjera
I.C.v. — intracerebroventrikulari
I.p. — intraperitoneali

Iba-1 — joniz&ta kalciju saistoSa adaptora molekula 1 (ionized calcium-binding adaptor
molecule 1)

[FNy — interferons gamma

IL-10 — interleikins 10

IL-1B — interleikins 1 beta

IL-4 — interleikins 4

L-DOPA — L-3,4-dihidroksifenilalanins

LRP — receptoru saistits lipoproteina proteins (lipoprotein receptor — related proteins)
MCI — viegli kognitivi bojajumi (mild cognitive impairment)
NGF — nervu augsanas faktors (nerve growth factor)

NKC — dabigas gal&tajstinas (natural killer cells)

NMDA — N-metil-D-aspartats

p75 — neirotrofina receptors

PrP — prionu proteins

PS1/2 — presenilina 1 un 2 géns

RAGE - dzilas glikésanas galaproduktu receptors (receptor for advanced glycation
endproducts)

ROS - reaktiva skabekla savienojumi

SAL - fiziologiskais $kidums (saline)

SAP — seruma amiloida P komponents

SEC — serpina enzima kompleksa receptors

STZ — streptozocins

TH — tirozina hidroksilaze (tyrozine hydroxylase)
TLR — toll-like receptors

TNF-o — tumora nekrozes faktors alfa

T — tau proteins



levads

Alcheimera slimiba ir biezaka neirodegenerativa slimiba cilvékiem péc
65 gadu vecuma, kas visbiezak ietekmé kognitivas funkcijas. Alcheimera pacientu
skaitam ar katru gadu ir tendence pieaugt un tiek prognozéts, ka 2050. gada ar So
slimibu sirgs aptuveni 110 miljoni pasaules iedzivotaju. Lidz §im vé&l nav izdevies
atklat efektivu terapiju pret Alcheimera slimibu.

Ir noskaidrota neiroiekaisuma, oksidativa stresa un dazadu hronisku
saslim$anu ietekme uz neirodegeneracijas attistibu. Ka veiksmigas diagnostikas
pamats varétu bt neiroiekaisuma biomarkieru ekspresijas noteikSana smadzengs un
cerebrospinalaja $kidruma, kas uzraditu mikroglijas, astroglijas, dopaminergiskas,
holinergiskas un citu sistému aktivitati un disbalansu. Tiek mekl&tas zalu vielas, kas
spétu uzlabot kognitivas funkcijas un samazinatu neirodegeneraciju Alcheimera
pacientiem. Ir atseviski pétijumi, kuros pierada GABAAa agonistu loti mazo devu
neiroprotektivo darbibu [Ding et al. 2015], [Jafari-Sabet M., et al. 2013].

Darba meérkis:

Noteikt muscimola loti mazo devu (0,01 un 0,05 mg/kg) efektu uz
iekaisuma markieriem: astroglija (glial fibrillary acid protein, GFAP), mikroglija
(ionized calcium binding adaptor molecule 1, Iba-1) un dopaminergiskas sistémas
tirozina hidroksilazes (TH) ekspresiju smadzenu struktiiras garoza un hipokampa

Alcheimera slimibas modeli Zurkam, kas radits ar toksinu streptozocinu.

Izvirzitie darba uzdevumi mérka sasniegSanai:

. Apkopot jaunako literatiiru par Alcheimera slimibu, neiroiekaisumu un ta
biomarkieriem;

. Optimizgjot metodes, ar imunohistokimijas palidzibu noteikt sekojoSu biomarkieru
ekspresiju zurku smadzenu garoza un hipokampa:
a) mikroglijas (jonizeta kalciju saistosa adaptora molekula 1, Iba-1)

b) astrocitu (glialais fibrillarais skabais proteins, GFAP)

¢) dopaminergiskas sistémas (tirozina hidroksilaze, TH)

Izmeklgjot un izméginot dazadus algoritmus, analiz&t iegiitos datus att€lapstrades

programma Image J.



4. Veikt statistiko analizi iegiitajiem rezultatiem.

Darbs tika izstradats Latvijas Universitates Dabas zinatgu centra

(Jelgavas iela 1, Riga) Farmakologijas katedras laboratorija.
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1. LITERATURAS APSKATS

1.1. Alcheimera slimiba un demence

Alcheimera slimiba ir biezaka neirodegenerativa slimiba geriatrijas
pacientu vidd, kas visbiezak raksturojas ar kognitivo funkciju (atmina, runa,
iemaciSanas un citas ikdienai nepiecieSamas darbibas) strauju pasliktinaSanos. P&c
2012. gada datiem, Latvija 2011. gada ar So slimibu tika diagnosticéti 2472 iedzivotaji
péc 65 gadu vecuma, ar tendenci katru gadu pacientu skaitam pieaugt. Nemot véra, ka
sabiedribas vid&jais miiza ilgums picaug, tiek prognozéts, ka 2050. gada ar
Alcheimera slimibu sirgs aptuveni 110 miljoni iedzivotaju visa pasaulé [Pavasare K.,
etal. 2012].

Izmantojot cerebrospinala Skidruma biomarkieru (amiloida-beta (Ap),
kopgja tau proteina un fosforileta tau proteina) un strukturalas/funkcionalas
magnétiskas rezonanses att€lveidoSanas (fMRI) testus, butu iesp&jams diagnosticét
vieglus kognitivus traucjumus (MCI) un pirms-kliniskas fazes Alcheimera slimibu.
Sie testi ir aprakstiti un apstiprinati ka ,,zelta standarts” Starptautiskaja Darba Grupa
(International Working Group), Nacionalaja Noveco$anas un Alcheimera Institiita
Asociacija (National Institute of Aging- Alzheimer's Association), Eiropas Zalu
Agentara (European Medicines Agency) un Partikas un Zalu Administracija ASV
(Food and Drug Administration). Tomér $adu agrinu diagnostiku padara sarezgitu tas,
ka ta ir invaziva - nepiecieSama lumbara punkcija cerebrospinala Skidruma parauga
iegiiSanai. Ka arT nepiemérots/nepilnigs laboratoriju aprikojums, pasaulé atzitu
standartu ievieSana un nepietiekams finans€jums ir pamatproblémas. CNS attlu
legliSanas metodei nepiecieSams: 1) specializ€ts, dargs magnétiskas rezonanses
att€liegiiSanas (MRI) un/vai pozitronu emisijas tomografijas (PET) aprikojums, kas ir
pieejams tikai Tpasi aprikotas mediciniskas iestadgs, 2) labilu reagentu izmantosana, 3)
ipasi apmacits personals, lai pareizi izpilditu nepiecieSamos testus un interpretétu
rezultatus, 4) finans€jums klinisko p&tijumu izpildei.

Latvija nav izstradata valsts méroga aktiva kampana cilvékiem péc 65
gadu vecuma veikt $adus vai Iidzigus testus pirms-kliniskai Alcheimera slimibas

diagnostikai, ka arT nav pieejama pilniga datu baze Alcheimera slimnieku apsekosanai

11



un uzskaitei. Pasaulg ir iesp&jams veikt arl vienkarSus genétiskos testus, lai noteiktu
apolipoproteina E (APOE €2, €3, €4) mutacijas [Lutz M., et.al. 2016], bet Latvija
Sadas iesp€jas vel nav.

Alcheimera slimibai vidgji prognozétais pacienta dzives ilgums péc
diagnozes noteiksanas ir 6 — 9 gadi. Lidz $im bridim nav izdevies noskaidrot precizu
Alcheimera slimibas etiopatogenézi, tomér pastav vairakas teorijas par slimibas

attistibas mehanismiem.

1.2. Amiloida beta teorija

Pastav divas galvenas Alcheimera izcelsmes teorijas: peptida amiloida-
B (AP) ekstracelularo platniSu nogulsnéSanas smadzenu $iinas un hiperfosforiléta tau
proteina (t) intracelularo neirofibrillaro mezglu veidoSanas. Neseni pétijumi pierada,
ka skistoSie AP oligoméri un intracelularais AB42, kas sastopami neironos slimibas
sakuma stadija, ir daudz toksiskaki par ekstracelularo platniSu izgulsnéSanos. Pie
normaliem apstakliem, tau proteins ir $kistoSs, nodroSina mikrotubulu stabilitati un
aksonalo transportu, bet hiperfosforiléts tas kliist neskisto§s un uzkrajas. Mutacijas
amiloida prekursora proteina (APP) un presenilina génos (PS1 un PS2) izsauc APP
hiperregulaciju, ka rezultata tiek sintezéts parak daudz AP. APP ir | tipa
transmembranas proteins ar lielu ekstracellularo doménu, kas sastav no N-gala un Tsas
C-citoplazmatiskas astes. APP degradacija notiek caur diviem mehanismiem: amiloido
celu un ne-amiloido celu. Sakotn&ji APP skel o-sekretaze, nelaujot veidoties
SkistoSiem APP savienojumiem un AP. Ja AP ir par daudz, tas tiek Skelts arT ar f3-
sekretazi (BACEI) un péc tam ar y-sekretazi, veidojot SkistoSu amiloida prekursora
proteinu B (sSAPPB) un AB42 fragmentu, kuri veido toksiskus oligomérus un platnites,
kas uzkrajas smadzenu s$tnas (1. attels). Neskistosie AP oligoméri tieSi pievienojas
neironu lipidu dubultslanim, veicinot membranas depolarizaciju, jonu kanalu
aktivaciju un izjaucot membranas homeostdzi. Palielinoties kalcija jonu (CaZ")
ieplusanai §tna caur N-metil-D-aspartata receptoru kanaliem (NMDA) un veidojoties
reaktiva skabekla savienojumiem (ROS), neironos tiek inducéta neirotoksicitate, kas

ierosina to bojaeju [Kaushik A., et al. 2016].
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1. artels. APP degradacijas mehanismi. A. APP vispirms tiek saskelts ar a-sekretazi Ap
ietvaros, ta veidojot $kistoSu APPa (sAPPa) ektodoménu. Talak y-sekretaze saSkel APP
atlikumu, atbrivojot P3 fragmentu, kas nepilda nekadu biologiski svarigu lomu. B. p-
sekretaze (BACE1) skel APP, veidojot SkistoSu APPP ektodoménu. Talak, y-sekretazei
Skelot APP, tiek atbrivots citotoksisks Ap [Frank M., et al. Intracellular amyloid-p in
Alzheimer’s disease. Nature Reviews Neuroscience 2007].

Cilvékiem, kas jaunaki par 20 gadiem, Alcheimera slimiba nav
diagnosticéta, bet vairak neka 30% pacientu virs 85 gadu vecuma, §I slimiba ir
sastopama, kas norada uz tendenci slimibai progresét, pieaugot pacienta vecumam.
Neironu un sinapSu zuduma d€] visas smadzenés, galvenokart hipokampa,
mande]veida kermeni (amigdala), prieksgja daiva un smadzenu garoza, tiek izjaukta
normala holinergiskas sistémas darbiba un cilvéks zaudé atminu, sp&u uztvert
apkartgjo vidi un kustibu funkcijas. Cilvéka smadzenés holinergiskais centrs atrodas
bazalajas prick§smadzenés (prosencephalon), bet holinergiskie neironi un to aksoni
stiepjas lidz smadzenu garozai un hipokampam. Holinergiska sistéma modulé dazadas
kognitivas funkcijas, to skaita: atminu, apzinatu uzmanibu un emociju izpausmes.

Specifiski holinergiskas sistémas enzimi, kuru ekspresija smadzenu
garoza un hipokampa Alcheimera slimibas gadijjuma samazinas, ir acetiltransferaze
(ChAT) un acetilholinesteraze (AchE). PlaSas holinergiskas sistémas degeneracijas
gadijuma (ka tas ir Alcheimera slimibas gadijuma), tiek trauc€ta nervu augSanas
faktora (nerve growth factor, NGF) signalizacija. Nervu augSanas faktors veicina

perifero un CNS neironu augSanu, attistibu un diferenciaciju [Karami et al. 2015],
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[Salazar-Orta et al. 2014]. Visizteiktakais neironu zudums novérojams tiesi hipokampa
[Esmaeilzade B., et al. 2012]. Ari dopaminergiskas sist€mas disbalanss ietekmé
cilvéka passajitu, uzvedibu (galvenokart mezokortikolimbiska sistéma), kognitivas un
motoras funkcijas (galvenokart nigrostriatala un tuberoinfundibulara sistéma).
Dopaminergiskas sistémas galvenais neirotransmiters ir dopamins. Samazinats
dopamina, dopamina transportera vai tirozina hidroksilazes (L-DOPA katalizgjosais
enzims smadzen€s) daudzums smadzen@s var izraisit kustibu traucgjumus, hipotensiju
(samazinatas adrenalina un noradrenalina sint€zes rezultata), atminas pasliktinaSanos
un citus simptomus [Wang et al. 2016], [Alcaro et al. 2008].

Interesanti , ka slimiba galvenokart skar deklarativo atminu, kas atbild
par notikumu un faktu atcer€Sanos. Tas nozimég, ka vecakiem cilvékiem vidg&ji gada
laika var tikt noverota 0,8% augsta hipokampa atrofija, tatu Alcheimera pacientiem Sis
raditajs var sasniegt pat 4,4% gada laika. Kad paradas deklarativas atminas
pasliktinasanas, slimiba var tikt kltniski diagnostic@ta, kur parasti hipokampa atrofija
ir sasniegusi maksimumu un jauna neirogenéze vairak nav nove€rojama. Pirmie
kliiskie simptomi, kuru d€] pacienti vai vinu tuvinieki vérsas péc palidzibas ir saistiti
ir pacienta nesp&ju atceréties dzivesvietu, nesenus notikumus, dazadas, ar ikdienas
notikumiem saistitas detalas [Avila J., et al. 2010].

Lai pilniba izprastu AP parprodukcijas nozimi smadzenés, ir svarigi
apzinaties, cik daudzi procesi smadzenés tiek izmainiti un kadi proteini ietekméti. Af
mijiedarbojas ar neskaitamiem proteiniem gan smadzenés, gan asins plazma, un $o
proteinu tuvaka izpratne varétu vest tuvak Alcheimera slimibas patogenézes
izpraSanai. Albumins ir 65 kDa liels proteins, kas galvenokart cirkulé asinis (aptuveni
640 uM), salidzinot ar cerebrospinalo Skidrumu, kur tas sastopams aptuveni 3 PM.
Albumina galvena funkcija ir saistit toksiskas molekulas, ieskaitot AP. Albumins
saista aptuveni 90 - 95% asinis cirkul&josa AP, ar ko var€tu izskaidrot kapéc AP
depongjas tieSi smadzenés, nevis periferajos audos [Costa, et al. 2012]. Ahn et al.,
2008 in vitro pilotpétijuma tika noskaidrots, ka smadzenu mikroglijas Stnas spgj
sintez€t albuminu smadzen&s, ka atbildes reakciju uz terapiju ar lipopolisaharidu vai
AP1-42 aktivaciju. Nenoliedzami svariga nozime ir ApoE proteinam, kas ietekm& Af
metabolismu. Lipidéts ApoE var izoleét AP un modulét ta degradaciju, caur receptoru-
medi€tu endocitozi. V&l viens bitisks proteins AP akumulacija smadzenés ir
transtiretins. Tas ir proteins, kas tiek sintez&ts asinsvadu pinuma (plexus choroideus)
un sastopams galvenokart cerebrospinalaja $kidruma (CSS) un asinis. Ta galvena loma

ir saistit un inhib&t A fibrillaciju un agregaciju smadzen€s normalos apstak]os, bet
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Alcheimera slimibas pacientiem transtiretina limenis CSS ir samazinats un ciesi
saistits ar Alcheimera demences smaguma pakapi, ka pieradits neskaitamos p&tijumos
[Castano et al. 2006; Han et al. 2011; Hansson et al. 2009]. Parmériga, patologiska AP
sintéze iedarbina proteinu un receptoru kaskadi, kas noved pie AP akumulacijas
smadzen€s, neirotoksicitates un demences izpausmém. Alcheimera slimibas
patogenézes gadijuma vairaku proteinu koncentracija CSS samazinas, pieméram apoJ,
prostaglandina D2 sintetazes, cistatina, ol-antitripsina un transtiretina limenis CSS
varétu kalpot ka specifiski biomarkieri slimibas diagnostikai. Cistatins, al-antitripsins
un transtiretins tieSi saista brivo AP. Vairaki plazmas proteini - augsta blivuma
lipoproteini (HDL), ApoA-l, ApoA-II, ApoE, klasterins, seruma amiloids A, tiesi
saistas pie AP un varétu noverst fibriliz€to platnisu veidoSanos vai tieSi pretgji -
ierosinat fibrilizaciju. Alcheimera slimibas patologijas gadijuma pieaug ari vairaku
metala jonu koncentracija smadzengs, kas ietekmé& A polimerizaciju, nukleaciju un
platnisu veidosanos (2. attéls). Sis kaskades izjauk8ana varétu kalpot ka jaunu zalu
vielu radiSanas mérkis, lai iedarbotos tieSi uz Alcheimera slimibas
patofiziologiskajiem c€loniem, bet lidz tam nepiecie$ams veikt vél p&tijumus [Han, et

al. 2016].
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2. attéels. Ar AP saistito molekulu mijiedarbibas daZados smadzenu regionos.
Saisinajumi: SAP (seruma amiloida P komponents), ApoE (apolipoproteins E), HDL
(augsta blivuma lipoproteins), RAGE (dzilas glikéSanas galaproduktu receptors), TLR2
(antigénu receptors 2), LRP (receptoru-saistits lipoproteina proteins), PrP (prionu
proteins), EphB2 (Efrina B-tipa receptors 2), APP (amiloida prekursora proteins),
ERAB (ar endoplazmatisko tiklu saistitais amiloids ), ApoJ (apolipoproteins J), LilB2
(leikocitu imunglobulinu tipa receptoru saime B), a7nAChR (alfa-7 nikotinreceptors),
SEC (serpina-enzima kompleksa receptors), p75 (neirotrofina receptors) [Han et al.
2016].

Neskaitot tau proteTna un A teoriju, svarigi pieminét, ka demences un
citu smadzenu bojajumu attisttba minami ne tikai iedzimti faktori, pieméram,
genétiska predispozicija (vistoksiskakais apolipoproteina E subtips ir APOE &4), bet
arl1 dazadas smadzenu traumas (ieskaitot oksidativo stresu péc insulta), dazadas
infekcijas (1. tabula), sinapSu degeneracija, hronisks iekaisums, ka arT citas hroniskas
saslimSanas, pieméram, cukura diab&ts un ateroskleroze [Lim S., et al. 2015]
[Alzheimer's Association Report, 2015]. Neironu un sinapSu zuduma dg], visas

smadzenés, galvenokart, hipokampa, mande]veida kermeni (amigdala), prieks¢ja daiva
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un smadzenu garoza, tiek izjaukta normala holinergiskas sistémas darbiba un cilvéks
zaud€ atminu, sp&ju uztvert apkart§jo vidi un kustibu funkcijas. Visizteiktakais

neironu zudums novérojams tiesi hipokampa [Esmaeilzade B., et al. 2012].

1. tabula. Lidz $im atklatie infekciju agenti, kas ietekmé Alcheimera slimibas attistibu

Infekciju agenti

Baktérijas Virusi Sénites Protozoji
Helicobacter Citomegaloviruss Candida Toxopasma
pylori glabrata gondii
Chlamydophila Herpes simplex
pneumoniae viruss 1. tips
Borellia Epsteina-Barra
burgdorferi Viruss
Porphyromonas Cilveka herpes
gingivalis viruss 6

Alcheimera slimibai raksturigie simptomi neizpauzas strauji, tie attistas
pakapeniski un nespecifiski, tapec izskiro$a nozime ir ar biomarkieru palidzibu noteikt
pre-demences posmu Alcheimera slimibas gadijuma riska pacientiem. Noskaidrot
atSkiribas starp normaliem novecoSanas faktoriem smadzenés un tau proteina
agregaciju, hroniska neiroiekaisuma nozimi un signaliem, un pacientiem ar

Alcheimera slimibu ir Joti baitiski [Hwag J., et al. 2015].
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Hovecosanas procesi samazina CNS
aizsargmehanismu aktivitati

Jauns cilvéks

" Dzives laika izslimotas slimibas ar virusu, MNeiroiekaisums _gf¥
baktériju, sénisu protozoju ierosinatijiem Alcheimera
Riska géni slimiba

1 |

Infekcijas un hronisks Hronisks iekaisums aktivé
iekaisums mikroglijas

. Vecumdienas

3. attels. Riska faktori, kas var ietekmét Alcheimera slimibas attistiSanos vecumdienas.
Genétiska predispozicija, saskare vai atkartota parslimosana ar infekcioziem
patogéniem un sistemisku iekaisumu visas dzives garuma, ka arl hronisks iekaisums

kombinacija ar vecumu [Lim S., et al. 2015].

1.3. Dzivesveida ietekme slimibas izcelsmé un attistiba

Alcheimera slimiba ir multifaktoriala un heterogéna slimiba, un
demences attistibas risks vecumdienas, galvenokart ir saistits ar lielaku vecumu (p&c
65 g.v.), apolipoproteina E €4 (APOE4) aléles mutaciju un gimenes anamnézi. Tikali
aptuveni pédgjos piecus gadus pétniekiem ir pastiprinata interese par demences
attisttbu un nepareiza dzivesveida rezultata slimibu (piem&ram, ateroskleroze,
hipertensija, 2. tipa cukura diabéts u.c.) saistibu. Sobrid ir pieradita diabéta un
hipoglikémijas ietekme uz demences attistibu geriatrijas pacientu vidi.

Smadzenes pateéré aptuveni 20% no visas uzpemtas glikozes un
skabekla daudzuma organisma un pat paris miniites trauc€tas vai apturétas cerebralas
asinsrites var rezultéties ar smadzenu navi. To, lai smadzenes spétu sanemt un atdot
nepiecieSamas baribas vielas, un atturétu nevélamu molekulu un patogénu nokluvi
tajas, nodrosina smadzenu hematoencefaliska barjera (HEB). ST barjera ir selektivi
caurlaidiga, molekulu transportam izmantojot substratselektivo transportu, ta

nepielaujot nevajadzigu molekulu nokluvi un uzkraSanos smadzenu parenhima.
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Cerebralas asinsrites disfunkcijas rezultata smadzen€s var nokliit un uzkraties
neirotoksiskas molekulas, nevajadzigas baribas vielas un metaboliti, ka arT veidoties
nekontroléta augsanas faktoru ekspresija (4. attéls). Sis disfunkcijas rezultata var
attistities tadas neirodegenerativas saslimsSanas, ka Alcheimera slimiba, Parkinsona
slimiba un Hantingtona horeja.

Alcheimera slimibas skartajos smadzenu audos post mortem tika atrasts
samazinats daudzums glikozes transporta proteina 1 (GLUT1) daudzums uz smadzenu
asinsvadiem. Normalai HEB ir augsti ekspreséti glikozes transporta proteini (GLUT1),
vidgji ekspreséti zema blivuma lipoproteinu receptora saistits proteins 1 (LRP1) un
minimali ekspreséti dzilas glikésanas galaproduktu receptori (RAGE). GLUT1 ir
proteins, kas nodrosina glikozes transportu caur HEB no asinim smadzenés.
Respektivi, smadzenu glikozes limenis korele ar GLUTI ekspresiju uz smadzenu
asinsvadiem. GLUT1 nodroSina ne tikai glikozes transportu no asinim uz smadzeném,
bet ir vitali nozimigs cerebralo kapilaru, smadzenu apasinosanas un HEB veseluma
uzturésana [Nelson R. A., et al. 2015]. Perry T., et al. 2015 pétijuma, in vivo kulturétas
neironu $iinds, apstiprindja, ka GLUT1 normala ekspresija samazina apolipoproteina

prekursora (APP) un Ap daudzumu smadzengs.
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4. attels. A. Vesela individa kapilars ir ar neskartu hematoencefalisko barjeru (HEB),
kas sastav no cieSi piegulosam endotélija §inam, kuru balsta pericitu siena. Gar $o
barjeru ir vairakas molekulas un transporta proteini, kuri nodroSina molekulu
transportu no asinim uz smadzeném caur substratspecifiskam transporta sistemam, no
kuram vairakas ir  specifiskas  Alcheimera slimibas patofiziogenétikai.
B. Alcheimera slimibas skarts Kkapilars, ka bojajums var rezultéties ar
neirodegeneraciju. 1. Periciti degeneréjas un atvienojas. 2. HEB Kklist viegli Skérsojama.
3. Asinis eso$as molekulas, pieméram, fibrinogéns, trombins un plazminogéns, viegli
nokliist smadzenés, kliist tieSi neirotoksiski un spg&j ilgstosi bojat HEB. Eritrocitu
ekstravazacija ierosina dzelzs akumulaciju no hemoglobina, kas ierosina reaktiva
skabekla formu veidoSanos un oksidativo stresu. Albumins veicina lokalo audu tiasku. 4.
HEB transporta proteinu ekspresija ir izmainita (GLUT1 un LRP1 receptoru ekspresija
ir samazinata, bet RAGE ekspresija ir palielindjusies). So transporta proteinu
ekspresijas izmainas nodroSina paaugstinatu amiloida—p (Ap) ieklaSanu un akumulaciju
smadzenés. 5. Cerebrala amiloida angiopatija. 6. Bojata membrana. 7. Izveidojusas

kapilaru paliekas
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2. tipa cukura diabéts raksturojas ar insulina rezistenci periférajos
audos, kas rezultgjas ar hiperglikémiju un hiperinsulin€miju audos. Smadzengs
insulins tiek uzpemts smadzends caur insulina receptoriem HEB. Sie receptori
galvenokart ir izvietoti hipokampa, entorinalaja garoza un pieres dala, kuru galvenas
funkcijas ietver iemaciSanos un atminu. Insulins piedalas ari tadu nozimigu
neirotransmiteru  sintéz€, ka  acetilholins un  norepinefrins.  Hroniskas
hiperinsulinémijas gadijuma, kas izpauzas ka insulina rezistence, ka tas ir 2. tipa
cukura diab&ta gadijuma, insulina receptoru hiporegulacija uz HEB var samazinat
insulina transportu smadzenés. Longitudinala meta-analize apstipringja 2. tipa cukura
diabéta ietekmi vaskularas demences, Alcheimera slimibas un vieglas kognitivas
disfunkcijas attistiba, salidzinajuma ar individiem bez cukura diab&ta [Cheng G., et al.
2012]. 2. tipa cukura diabéts ir multifaktoriala saslim$ana un ta saistiba ar insulina
rezistenci smadzenés vél nav lidz galam izpétita, tomér cirkul&josas glikozes kontrole
sp&j paléninat atminas pasliktinaSanos geriatrijas pacientiem [Barbagallo M. et al.
2015].
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9)

2. NEIROIEKAISUMS

2.1. Mikroglijas aktivacija

Pirmo reizi ar jédzienu — mikroglija, pasauli iepazistinaja Spanu
zinatnieks Pio del Rio-Hortega (5. artéls) 1932. gada, kad tika publicéta vina
publikacija Cytology and Cellular Pathology of the Nervous System (Nervu sistémas
citologija un S§tnu patologija). Pio del Rio-Hortega mikroglijas un v&lak ari
oligodendritus atklaja, audos injic€jot sudraba nitratu, kas pieskira $§tinam loti precizi
skatamu izskatu un krasu. Sava publikacija par mikrogliju, zinatnieks par mikroglijas
Sunam secindja devinus sekojoSus postulatus, kas neapSaubami ari misdienas ir
patiesi:

Mikroglijas sastopamas smadzen€s to agrina attistibas stadija.

Sim $tnam ir amébveida forma un tam ir mezodermala izcelsme.

Tas izmanto asinsvadus un baltas vielas traktus, lai migrétu un nonaktu visos
smadzenu regionos.

Nobriedusas smadzenés tas parveidojas, izveidojot zarotus izaugumus (Sobrid zinamas
ka ,,snaudoSas” mikroglijas).

Nobriedusas smadzenés mikroglijas Siinas ir vienlidzigi izklied€tas pa visu centralo
nervu sisteému.

Katra mikroglijas $tina skietami ienem noteiktu smadzenu regionu.

P&c patologiskam parmainam smadzenés, mikroglijas §tinas transformgjas.
Transformétas Stinas iepem amébveida formu, [1dzigu ka to agrina attistibas stadija.

Sim $tnam piemit sp&ja migrét, proliferét un fagocitét.
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Lt

5. attels. Labaja pusé redzams zinatnieks — mikroglijas atklajéjs Pio del Rio-Hortega.
Ziméjuma blakus redzamas $i zinatnieka attélotas sazarojusas ,,snaudosas” mikroglijas

sunas [Kettenmann H. 2011].

Mikroglija ir pastaviga centralas nervu sisttmas (CNS) imiinsiina, kas
pieder pie mononuklearo fagocitu izcelsmes. Mikroglija, [idzigi citiem makrofagiem,
pirma reagé uz dazadu patogénu invaziju tos fagocitgjot (tas aktivétaja faze), bet miera
fazé mikroglija pilda svarigas neirotropas funkcijas, izmantojot savus smalkos
izaugumus, mijiedarbojas ar citam glijas §Gnam un neironiem [Vilhardt F., 2005].
Mikroglija aiznem aptuveni 15% no visam neneironalajam S$tnam smadzen€s un
parasti ir miera fazé jeb neaktivas. Mikroglijas §linas miera fazé uztur homeostazi,
kontrolgjot citokinu, hemokinu un citu iekaisuma molekulu izdaliSanos smadzenés, ka
arT nodroS§inot jaunu sinapS$u veidoSanos jeb sinaptogenézi un neirogenézi. Dazadu
patogénu invazijas, traumas, infekcijas, insulta un neirodegenerativu slimibu rezultata,
mikroglijas Stinas var aktivéties, ka rezultata tiek atbrivots reaktivais skabeklis,
dazadas slapekli saturoSas molekulas, citokini un hemokini. Citokini ir proteini
(aptuveni 15 - 25 kDa), kas, galvenokart, tiek atbrivoti no iminajam S§Gnam -
monocitiem, makrofagiem un limfocitiem, ka arT no mikroglijas un astroglijas Stinam.
Neskatoties uz to saméra lielo molekulas izméru, tie brivi Skérso HEB caur HEB
transporta sistemu. Citokinu galvenais uzdevums ir nodro§inat bojato smadzenu audu
»salabosanu”, ta atjaunojot homeostazi. Pie normaliem apstakliem citokinu
koncentracija smadzenés ir zema, bet pie patologiskiem apstakliem citokinu

koncentracija var paaugstinaties pat simts reizes virs normas [Kim et al., 2016].
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Mikroglija izdala iekaisuma mediatorus, pieméram, prostaglandinus,
audzgja nekrozes faktoru alfa (TNF-a), interleikinu 1B (IL-1pB), proteazes un citas
molekulas, ka arT pretickaisuma molekulas, piem&ram, neirotrofinus, interleiktnu 10
(IL-10) un interleikinu 4 (IL-4). Sis izveidojies neiroiekaisums var biit gan pozitivs,
gan postoss ilgtermina, tieSi nekontroléta ickaisuma molekulu un pretiekaisuma
molekulu ltdzsvara dél.

Sakoties iekaisuma procesam un aktiv€joties mikroglijai, mainas ne

tikai tas funkcijas, bet art morfologija (6. attels).

G

6. attels. A: Siina ar smalkiem, izteiktiem sazarojumiem; B: palielinatas Sunas ar isiem

sazarojumiem; C: hipertrofiska Sina ar pseidopodijam (mankajipam); D un E:
amébveida un citas pseido formas; F: §iina ar fagocitétu leikocitu; G: Sina ar vairakiem

fagocitétiem eritrocitiem; H: graudaina §tina; I: §tina daliSanas (mitozes) faze.
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2)

3)

Iekaisuma mediatoru klatbtitng, pieméram IFNy vai TNFa, dabigas
galétajsunas (NKC) stimulé makrofaga Stinas ekspresét sekretétos iekaisuma citokinus
un izdalit reaktiva skabekla radikalus. So fazi dévé par MI jeb aktivéta makrofaga
fazi. ST faze ir loti bitisks aizsargmehanisms, tomér kaut neliela §s fazes kontroles
sist€mas novirze var izraisit smadzenu un nervu bojajumus.

IL-4 vai IL-13 mikroglijas stimulacija izsauc M2a fazi, ko médz dévét
ar par ,,briices dziSanas fazi”. Saja fazé ir ekspreséts liels daudzums IL-1 receptora
antagonista (IL-1Ra), arginazes, hitinazes ka ari citu mediatoru, kas nodroSina
ekstracelulara matriksa reorganizaciju. M2b makrofaga fazi iedarbina imiinie
kompleksi, tadi ka IgG antivielas-antigéna kompleksi, toll-like receptoru (TLRS)
aktivéSana vai IL-1 receptoru ligandi. Saja fazé ir augsts arginazes, IL-1p, IL-6 un
TNFa Iimenis, bet zems IL-12 [imenis. CD86 proteins ir specifisks §is fazes markieris.
M2c fazi aktivé IL-10. M2c faze tiek saukta par ,regulatoro” fazi, jo veic
pretiekaisuma aktivitati, un péc tam makrofags tiek deaktivéts [Latta et al., 2015].

Mikrogliju identifikacijai izmanto vairakas imunonistokimiskas
metodes un specifiskus markierus (2. tabula), bet visbiezak izmantojamie markieri uz
ex vivo §tnu linijam ir Iba-1 (joniz&ta calciju-saistoSa adaptora molekula-1) (7. attéls),
CDI11b/18 (omP2 integrins), CD45 (biezakais leikocitu antigéns) un CD68
(macrosialin). Dazado markieru pieméroSana konkrétai metodei tiek noteikta ar to

sp&ju:

Atskirt mikroglijas Stinas no citam CNS §inam (pieméram, neironiem, astrocitiem,
oligodendrocitiem vai endotélija Stinam);

Atskirt smadzenu parenhima eso$as mikroglijas no citiem monocitiem un
makrofagiem;

Uzradit visu mikroglijas Stnu ekspresiju vai konkrétas stadijas mikroglijas Stnu

ekspresiju.

Mikroglijas Siinas iesp&jams identificet ne tikai cilveéka $iinu linijas, bet

ar1 dzivnieku $tinu Itnijas.
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2. tabula. Mikroglijas identifikacijas markieri

Molekula/Antigéns

Noteiksanas
metode

Markiera
ipasibu un
nozimes
bdatiskums

Identifikacija

Iba-1

Antivielas pret
Ibal

Proteins ar nozimi
kalcija homeostazes
uzturésana

CD11b/18

Antivielas pret
CD11b/18

Komplementarais
receptors 3 (CR3) ar
Tpasibam papildu
saistit citas
molekulas,
pieméram,
fibrinogénu

CD45

Antivielas pret
CD45

Transmembranas
proteins tirozina
fosfataze, piedalas
ar T $Unu receptora
(TCR) un B Siinu
receptora (BCR)
aktivitates
signalizésana.

CD68

Antivielas pret
CD68

Loma fagocitozé un
darbojas ka oksidéta
leikocitu antigéna
(LCA) saistosais
proteins.

F4/80 antigéns

F4/80 antiviela

Epidermala augsanas
faktora (EGF)-
transmembranas 7
(TM7) saimes
loceklis. lespéjama
loma imunas
tolerances
uzturésana.

GDNF (glijas Sdnu
neirotrofiskais
faktors)

Antivielas pret
GDNF

Astrocitu sintezeéti ;
piedalas mikroglijas
aktivesana;
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7. artels. Ar diaminobenzidinu (DAB) iekrasota Iba-1 uzrada mikroglijas ekspresiju peles

smadzenes.

2.2. Astroglijas aktivacija

Astroctti ir neregularas formas zvaigznveida glijas Stnas, kuru
morfologija, fiziologiskas funkcijas un ekspresija atSkiras dazados smadzenu regionos.
Tiek iedaliti divi astrocitu subtipi: fibrozie jeb garastainie astrociti, kas, galvenokart,
lokaliz&jas baltaja viela, bet sastopami ari pelékaja viela, un protoplazmatiskie
astrociti jeb 1ssarainie, kas lokaliz&jas pelekaja viela. Smadzen@s astrocitu ir vismaz
piecas reizes vairak neka neironu.

Aktivétus astrocitus var imunohistokimiski identificét, izmantojot glijas
skaba fibrillara proteina (GFAP) markieri, tom& GFAP nav absoliits identifikacijas
markieris, jo pilnigi veselas smadzen@s tas nav ekspreséts vai ir ekspreséts loti mazos
daudzumos. Astrogliju iesp€jams identificét ari ar citiem markieriem, pieméram,
glutamina sintetazi un S100pB (3. tabula). Astrociti cilvéka smadzengs ir daudz lielaki,
strukturali sarezgitaki un ar lielaku dazadibu, neka astrociti grauzgju smadzenés. Lidz
Sim noskaidrotas svarigakas astrocitu funkcijas smadzenés ir sinapSu veidoSana, jonu
un Skidruma apmaina, sekretora funkcija, atbrivojot neirotransmiterus,
neiromodulatorus, hormonus, trofiskos un imiinfaktorus, ka ari astrocita reaktivaja
faze tas veic arT nozimigu aizsargfunkciju un spgj fagocitét (8. attels). Uz astrocitu

virsmas ekspres€jas kalija un natrija jonu kanali un tie sp&j regulét So jonu iek$€jo
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plusmu, bet, atskiriba no neironiem, astrociti tiek uzskatiti par neuzbudinamu atbalsta
sistému, jo nespgj radit darbibas potencialu. Tomer astrociti sev piesaista starpStinu
telpa esosos kalcija jonus, ta radot astrocits-astrocits un astrocits-neirons starpSiinu
komunikaciju. Kalcija jonu limena picaugums starpsiinu telpa izraisa glutamata un
citu neitrotransmiteru (adenozina trifosfata) atbrivosanu sinaptiskaja sprauga. So
sinaptiski aktivo molekulu atbrivosana izraisa neironu sinaptiskas aktivitates izmainas,
ka ar neironu uzbudinamibas izmainas. Parlieku paaugstinats kalcija jonu (Ca?* )
daudzums starpsiinu telpa, ka rezultats parmérigai NMDA receptoru stimulacijai,
rezultgjas ar mitohondrialo elektronu transporta sisteémas disfunkciju un ROS
veidoSanos. Mitohondriju disfunkcija un oksidativais stress rezult§jas ar
neirodegeneraciju un apoptozi [Rai et al. 2014].

Astrocitiem piemit sp&ja iedarboties ari tieSi uz sinaptisko aktivitati,

atbrivojot augSanas faktorus un citus gliotransmiterus [Tang J. et al. 2016].

3. tabula. Astroglijas identifikacijas markieri

Molekula/Antigéns NoteikSanas Markiera 1pasibu un
metode nozimes butiskums
GFAP (glial fibrillary GFAP antivielas Astrocita citoskeleta
. g . nozimiga sastavdala.
acidic prote/n) Piedalas citoskeleta
reorganizacija,
mielinacijas saglabasana
un Sanu adhézija.
$100 B (kalciju $100 B antivielas Kalciju saistoSs proteins;
saistoSs proteins B) p'eda_la?c'.funas cikla
regulacija.
GLAST GLAST antivielas Na*atkarigs glutamata
= transportproteins.
(QIUtam_ata Galvena funkcija ir aizvakt
aspartata lieko glutamatu no
transporters) arpussunu telpas,
pasargajot Stnas no
arpussinas toksicitates.
GAD65/67 GADG65 un GAD67 Piedalas GABA sintézé;
(glutamdta antivielas noszTga_Ioma CNS_V )
dekarboksildzes homeostazes uzturésana.
izoformas)

Gan post mortem Alcheimera slimnicku smadzenés, gan Alcheimera

dzivnieku modelos, ap AP senilajam platném tika atklati neskaitami reaktivie astrociti.
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Nicoll J. A. R. pétijuma tika pieradits, ka, in vitro kultivéta astrocitu $tunu linija,
astrociti sp&j pievienoties APi-42 platném, tas imobilizet un degradet 24h laika. Svarigi
pieminét, ka §1 p@tijuma ietvaros tika pieradits, ka astrocitu aktivitate un spgja
degradét AP krietni atSkiras jaunu astrocitu un pieaugusSu astrocitu Stnu Iinijas, kur

pieaugusi astrociti $o funkciju pildit vairs nespéj [Nicoll J. A. R. et al. 2003].

a Astrocitu funkciias vesela CNS

Synapse
Uptake 6 Release
Energy substrates (lactate)
H,0 Transmitter precursors (glutamine etc.)
Transmitters: Transmitters (glutamate etc.)
Glutamate Purines (ATP, adenosine)
GABA Growth factors (BDNF, TNF« etc.)
s Glycine Neurosteroids
é (others ?)
©  Energy substrates j i
® ay Astrocyte Ga;ljunctlon
8 Other functions? K*
=S Ca<¢
(o]
= PGE, NO — dilation
Glucose AA — contraction
H.0 BBB inducing factors ?
Uptake Release

Blood vessel

b Reaktiva astrocita palaidéjmehanismi un regulatori

Synapse

Microglia D Cell damage
Leukocytes % Cell death

Astrocytes IL6 Ischemia
CNTF ATP ;

LIF Neuronal
Qj ROS
INFy gp130 PZYO NO @ hyperactivity

ol CA“STAT:’ Sh O Glumrlzllg::drenalin
TGFBR Hypertrophy GIuR
& smad (‘Molecular changes Y
NExB Function changes TLR
TNFa @ cAMP Nurrl  ca+ &) LPS etc.

o SOCs3
& :t-:g O et . AP Q? Infection
GFs & NH,
i i cytokines Neurodegenerative
MCraan etc. % disease (AD, PD etc.)

Leukocytes @ Metabolic
Astrocytes disorders

Node of Ranvier

Blood vessel

8. attels. Shematisks attels, kur attelots a: veselas CNS astrocttu funkcijas un b: reaktiva

astrocita palaidéjmehanismi un regulatori.

Astrocitiem ir nozimiga loma sinapSu veidoSana, atbrivojot
signalmolekulas (trombospondinu) un augSanas faktorus, un sinapSu transmisija,
atbrivojot aktivas molekulas, pieméram, glutamatu, adenozintrifosfatu (ATF),

adenozinu, GABA un D-serinu. Astrociti ir nozimiga glikogéna rezervju kratuve CNS.
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Visvairak glikogéna rezerves sastopamas vietas, kur ir vislielakais sinaptiskais
blivums. Tas var€tu liecinat par to, ka tiesi astrociti pilda nozimigu lomu smadzenu
hipoglikémijas gadijuma, atbrivojot glikogénu (to talak saskelot Iidz laktatam).
Pateicoties tam, ka astrocTtu garie izaugumi veido kontaktus gan ar asinsvadiem, nerva
perikarionu (nerva kermeni), gan aksoniem (Ranvjé mezgla vieta) un sinapsém, tiem
piemit arT metabola funkcija - nogadat glikozi no asinim un apgadat smadzenu Siinas
ar energijas metabolitiem gan baltaja, gan pelékaja viela.

lekaisuma, CNS traumas un infekcijas gadijuma aktivétas astroglijas
aizsargda CNS Siinas un audus no iesp&ami toksiska arpusSiinas glutamata
uznems$anas, un no oksidativa stresa, izdalot glutationu (GSH), no NH4" toksicitates,
no neirodegeneracijas degradéjot amiloidu beta, ka arT atvieglo HEB atjaunoSanu un
limité iekaisuma molekulu, un infekcijas agentu nokltsanu vesela CNS parenhima,
veidojot glialas rétas.

Aktivétas astroglijas funkcionalas, celularas un molekularas izmainas
CNS iekaisuma un traumas gadijuma tiek dévetas par reaktivo astrogliozi. Vidgji
smagas un smagas reaktivas astrogliozes gadijuma novérojama GFAP proteina
pastiprinata izdalisanas, ka ari glialo rétu veidoSanas (9. attéls) [Sofraniew M. W. et
al. 2010].

30



TP e \ B2
ARy, LY 2
= L

) £ Sh LR
b 2. P RO s A
U ;";4-,"'. e
' > N33

L

8 ,

.\}‘
'7{”‘
a8

=y

9. attels. Ar GFAP detektétas dazadas morfologijas astroglijas Siinas cilvéka smadzenés.
A. Astroglijas loti viegla iekaisuma gadijuma; B. Aktivétas astroglijas vidéji smaga
iekaisuma gadijuma, manami parekspreséts GFAP uz astrocitu virsmas, ka arl

novérojama §iinu hipertrofija.
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3. STREPTOZOCINA NEIROIEKAISUMA MODELIS

Streptozocins  (2-deoxy-D-glikozes  derivats no  N-methyl-N-
nitrosylurea) ir glukozamina-nitrosurea savienojums, kas iegiits no Streptomyces
achromogenes baktérijam. Streptozocinam (STZ) metaboliz&joties tiek izdaliti
citotoksiski savienojumi, kas, galvenokart, iznicina aizkunga dziedzera [ S$unas,
izraisot hipoinsulin€miju un hiperglikémiju. STZ metabolitu alkilgjosas ipasibas
izpauzas ar sp&ju radit ROS un izraisit oksidativo stresu. Nemot véra streptozocina
DNS alkilgjosas ipasibas, tas klinika tiek izmantots ka kimijterapijas agents aizkunga
dziedzera P Sinu karcinomas arstéSana, bet izteikto un smago blakpu de] -
hepatotoksicitate un nefrotoksicitate, to §im nolikam izmanto loti reti [Murtishaw A.
S. 2016].

Perifrija intravenozi (i.v.) ievadits STZ tiek izmantots 2. tipa cukura
diabéta modeléSanai grauz€jos. Atkariba no devas, STZ spgj izraisit diab&tisko stadiju
divos veidos. Nemot véra STZ kimiskas struktiiras lidzibu insulinam, tas spgj
piesaistities pie GLUT2 receptoriem, ieklht B §tinas un tajas uzkraties, ierosinot $iinas
navi. GLUT2 receptori, galvenokart, atrodas aizkunga dziedzera 3 §tinas, bet nelielas
devas sastopami ar1 smadzengs. Lielas devas STZ ievadits periferi intravenozi,
iznicina B $tinas, pateicoties nitrosurea savienojumu citotoksiskajam un alkilgjosajam
1pasibam. Mazas devas STZ ierosina imiinas un ieckaisuma reakcijas, iesp&jams,
glutaminskabes dekarboksilazes autoantigénu atbrivoSanas rezultata [Graham M. L.
2011].

Intracerebroventrikulari (i.c.v.) ievadits STZ kalpo ka sporadiskas
Alcheimera slimibas modelis grauzgjos. 1.c.v.-STZ izraisa smadzenu insulina
rezistenci, kas talak rezult&jas ar glikogéna sinazes kinazes beta (GSK3p) regulacijas
trauc€jumiem, un Alcheimera slimibai raksturigiem kliniskiem simptomiem, ieskaitot
atminas pasliktinaSanos, dezorientaciju, oksidativo stresu, ka ar1 molekulara Iiment -
AP platniSu izgulsnésanos, glikozes metabolisma disfunkciju un tau proteina
hiperfosforilaciju (10. attels).

l.c.v. ievadits STZ izraisa insulina rezistentu stavokli smadzengs, kas

raksturojas ar atminas trauc€jumiem, holinergiskas sistémas disbalansu, glikozes
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hipermetabolismu un neirodegeneraciju. Ir pieradits, ka periféri ievadits STZ izsauc
smadzenu insulina degradaciju [Rai S. et al. 2014].

Neskatoties uz STZ absolutu atbilstibu Alcheimera slimibas
moduléSanai grauzgjos, nekorekta STZ devas izvéle (LDso = 200mg/kg), dzivnieka
svara un dzimuma izv€le, ka ar1 izteikta toksicitate rezult€jas ar modela dzivnieku navi

un ciesanam [Gojal S. N. 2016].

STZ
v
GLUT-2 receptor
A
dziedzera beta o e
P = ) L
111311].1‘.11;1¢ / GSK3p
nepietiekamiba 1
¢ l 1
i Af akumulicija tau proteina
o= . ;:ﬁﬂh ! ,l, fosforilicija 1
l Senilis platnites T Neirofibrillirie
Hmn-nxin*i-zﬂ-ﬂ

10. attels STZ (i.c.v.) neiroiekaisuma modelis smadzenés. Periféri ievadits STZ izraisa
aizkunga dziedzera f Stnu bojaeju un insulina nepietiekamibu, ka ari izraisa smadzenu
insulina rezistenci un AP akumulaciju un tau proteina fosforileanu. So kaskaZu
rezultata, tiek radits neiroiekaisums, neironu un sinapSu zudums, kas raksturigs

sporadiskai Alcheimera slimibai.

STZ modela bitiba ir pétit patofiziologiskos mehanismus, Iidzigus
Alcheimera slimibai, un pétit dazadu zalu vielu iedarbibu [Kumat P. K. 2015].

Gamma-aminosviestskabe (gamma-aminobutyric acid, GABA) ir
galvenais inhib&josais neirotransmiters CNS. Tas kontrolé uzbudinamibas un
inhibitoros procesus smadzenu garoza un hipokampa, un ir iesaistits informacijas
parneses procesos hipokampa. GABA receptori péc to saistiSanas veida iedala divas

grupas: jonotropie receptori - GABAA/GABAc un metabotropie jeb ar G-proteinu
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saistitie receptori - GABAg. Galvenokart GABAA receptori spgj samazinat
paaugstinata Ca®* jonu koncentraciju starp$iinu telpa, ta samazinot arpussiinas
toksicitati. Ir pieradits, ka GABAa receptoru agonisti sp& uzlabot iemaciSanas
funkciju un samazinat Stnu apoptozi. Jafari-Sabet et al. un Ding et al. p&tijumos
apstiprinats, ka mazas devas selektiva GABAAa agonista muscimola ievadiSana
grauzgjiem uzlabo stavokla atkarigo (state-dependent) atminu pasivas izvairiSanas
testos. Sajos pétijumos tika izmantotas muscimola 0,025; 0,05; 0,1 mg/kg devas.
Devas pie kuram tika pieradita telpiskas atminas uzlaboSanas, samazinata parmériga
apoptoze un hipokampa disfunkcija bija 0,1 mg/kg un 0,5 mg/kg [Ding et.al. 2015]
[Jafari-Sabet M., et al. 2013].
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4, MATERIALI UN METODES

Dzivnieki: Petijuma izmantoti Rigas Stradina Universitates dzivnieku
audzetavas Wistar zurku tevini ar vidgjo svaru 280 + 20 g. Dzivnieki tika turéti
Latvijas Universitates Dabaszinatnu centra eksperimentalaja telpa, specialos
ventilacijas bairos. Saja telpa bija 12 stundu gaismas/tumsas cikls un uzturéta
konstanta temperatiira 21 — 23 °C. P&tjjuma izmantotiem dzivniekiem bija pieejama
standarta granuléta laboratorijas bariba un dzeramais tGdens ad libitum. Visas
eksperimentalas procediiras veiktas saskana ar direktivam 2010/63/EU “European
Convention for the Protection of Vertebrate Animals Used for Experimental and other
Scientific Purposes” (2010), un tas apstiprinatas Partikas un veterinara dienesta
Dzivnieku aizsardzibas &tikas padome (Riga, Latvija).

Vielas: Streptozocins (STZ) un muscimols tika iegadati no Sigma

(artificial cerebrospinal fluid, aCSF). Muscimols tika izskidinats fiziologiskaja
Skiduma. STZ un aCSF tika vaditi i.C.v., muscimols un fiziologiskais Skidums —
intraperitoneali (i.p.).

Imiinhistokimija izmantotas antivielas: Primaras antivielas: pelu pret
cilvéka jonu kalcija-pievienojoSo adaptera molekulu Iba-1 (ionized calcium-binding
adapter molecule) (sc-32725, Santa Cruz Biotechnology, ASV), pelu monoklonala
pret tirozina hidroksilazes antiviela (72928, Sigma Aldrich, ASV), monoklonala
antiviela pret glijas fibrilaro skabo proteinu GFAP (G3893, Sigma Aldrich, ASV).
Sekundaras antivielas: anti-pelu producéta kaza (B6398-3ML, Sigma Aldrich, ASV),
biotiniléta kazas anti-pelu imunoglobulins (B6398, Sigma Aldrich, ASV). Terciara
antiviela — ekstra avidina proksidazes konjugats (E8386-3ML, Sigma Aldrich, ASV).
Krasvielas - DAB buffer (3,3 -diaminobenzidine) (957D-32, Cell Marque, ASV),
DAB hromogéns (957D-31, Cell Marque, ASV), hematoksilins (SLBM9178V, Sigma
Aldrich, ASV). Vérsa seruma albumins (BSA; Bovine albumin serum).

Western blota izmantotie reagenti: RIPA buferis (R0278, Sigma
Aldrich, ASV), proteazu inhibitoru kokteilis (P8340, Sigma Aldrich, ASV),
nitrocelulozes membrana ar poru izméru 0,45 pum (N8267-5EA, Sigma Aldrich, ASV),
TBS pagatavoSanas pulveris (Tris-Bufered Saline Powder, T903, Takara Bio).
Proteinu denaturéSanai izmantots Laemmli buferis. Elektroforézei izmantotais

sadalosais ggls: gatavais géls (Bolt 10% Bis-Tris Plus, NW00102BOX, Thermo Fisher
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Scientific, ASV). Bloké&sanai izmantoja 5% beztauku sauso pienu (sc-2325, Santa
Cruz Biotechnology, ASV).

Izmantotas antivielas: pelu monoklonala GFAP (G3893, Sigma
Aldrich, ASV). Sekundaras antivielas: peroksidazes konjugéto kazas anti-trusa IgG
(A9169, Sigma Aldrich, ASV) un peroksidazes konjugéto trusa anti-pelu IgG (A9044,
Sigma Aldrich, ASV), goat anti-mouse 1gG (sc 2005, Santa Cruz biotechnology,
ASV). DetektéSanai izmantoja luminola un Gidenraza persoksida reagentu (1:1) (Pierce

Ecl Western Blotting Substrate).
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5. EKSPERIMENTA DIZAINS

Kopa eksperimenta tika ieklauti 60 dzivnieki, kuri tika sadaliti vairakas
grupas (6-7 dzivnieki katra).

No 1. - 3. dienai zurkam intraperitoneali (i.p.) ievadija fiziologisko
skidumu vai muscimolu 0,01 un 0,05 mg/kg attiecigi.

4. diena dzivniekam veica maksliga cerebrospinala skidruma (artificial
cerebralspinal fluid jeb aCSF) vai streptozocina intracerebrovaskularu (i.c.v.)
injekciju 100 pg/ml.

18. - 21. diena tika veikti Gdens labirinta (Morris water maze) testi (4
testi diena) un fiziologiska skiduma vai muscimola i.p. injekcijas 0,01 un 0,05 mg/kg
attiecigi.

22. diena Smadzenu izdaliSana un sasaldésana pie -80°C (11. attels).
Eksperimenta bija $adas grupas:
fiziologiskais skidums - aCSF (kontroles grupa);
fiziologiskais $kidums - STZ (bojajuma grupa);
muscimols 0,01 mg/kg - aCSF (M0,01-aCSF);
muscimols 0,01 mg/kg - STZ (M0,01-STZ);
muscimols 0,05 mg/kg - aCSF (M0,05-aCSF);
muscimols 0,05 mg/kg - STZ (M0,05-ST2).

(<o C-BD
e “._‘1 i e
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D1-D3 D4 D18-21 D22
‘ ‘ ‘ ‘ ‘Water maze (4 trials/day) ‘ ‘
Saline or muscimol aCSFE Saline or muscimol Probe trial
(0.01 and 0.05 mg/kg) or (0.01 and 0.05 mg/kg) Perfusion
IP STZ (100 pg/ml) \ P
ICV

11. artels. Eksperimenta dizains
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5.1. Udens labirina tests (Morris Water maze)

Divas ned€las péc intracerebroventrikularas (i.c.v.) vielu ievadiSanas
zurkas trengja Gidens labirinta testa piecas dienas, katru dienu pa 2 minutém. Udens
baseins (Ugo Basile; IT) sastavéja no vannas (d = 180 cm un augstums 75 cm) ar taja
ievietotu caurspidigu apalu plastmasas platformu (d = 10 cm un augstums 30 cm) un
savienotu ar idens pievades/izvades sisteému.

Visi trenini tika registréti ar videokameru, izmantojot EthoVision XT9
novéro$anas sisttmu (Noldus Information Technology, NL). Udens baseins tika
uzpildits ar tideni (21 £+ 3°C) aptuveni 32 cm augstuma jeb ta, lai platforma atrastos 1 -
2 cm zem Udens limena. Izmantojot tumsi brinu partikas krasvielu (Gemoss, LV),
tdens tika iekrasots, lai dzivnieks kontrastetu ar ideni p&c iespgjas vairak un tadejadi
videonovéroSanas iekarta péc iesp&jas labak noteiktu ta kustibas. Udens baseins tika
sadalits cCetros kvadrantos (I-IV), un platforma ielikta viena no tiem. Katram
dzivnickam tika doti Cetri mé&ginajumi diend; katra no tiem dzivnieks uzsaka
meéginajumu no cita kvadranta randomizéta seciba ar seju pret baseina sienu.

Zurkam vajadzgja atrast platformu un uzrapties uz tas 2 miniisu laika,
paliekot tur vismaz 15 sekundes. Ja dzivnieks nespgja to izdarit, vinu maigi novirzija
platformas virziena un lava uz tas atrasties nepiecieSamo laika periodu. Ar
videonov&rosanas programmu tika registréts laiks 1idz platformas atraSanai un kustibu
dinamika. Trenini notika Cetras dienas péc kartas laika posma no 09:00 Iidz 15:00.

Piektaja diena tika veikts gala tests, kura platforma tika iznemta no
baseina un dzivniekam bija iesp&ja peldét 2 minttes, registréjot, cik reizes tika

Skersota zona, kur ieprieks tika iegremdeta platforma.

5.2. Western blot analize
Tika parbaudita Iba-1, GFAP proteinu ekspresija.

5.2.1. Smadzenu audu sagatavosana Western blot analizei

No sasaldéta hipokampa izdalija proteinu, homogenizgjot 1su bridi

homogenizatora kopa ar ekstrakcijas buferi RIPA ar proteazu inhibitoru kokteili
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atSkaidijuma 1:10. Izdalitajam proteinam nomérija koncentraciju ar BCA metodi, lai
aprékinatu katram paraugam nepiecieSamo tilpumu, lai gg€la ievadita parauga
koncentracija butu 50 pg. Paraugus sajauca 1:1 ar Laemmli buferi, un termiski

denaturgja 95 C 5 miniites. P&c tam tos atdzesg€ja, turot uz ledus.

5.2.2. Géla elektroforéze un pussausa parnese

No totala protetna paraugos, sadalija péc to izmériem 15%
poliakrilamida g¢la elektroforézé pie sprieguma 100 - 140 V aptuveni 2h. Lai
detektetu petamo proteinu, pievienoja proteinu molekulara svara standartu viena no
g€la bedritém. Proteinus no géla talak parnesa uz nitrocelulozes membranas pussausas
parneses aparata 1lh, izmantojot v&lreiz elektroforézes principu. Iestatija stravas

stiprumu, kas ir vienads ar membranas laukumu.

5.2.3. Inkub@S§ana ar primaro antivielu

Pirms inkub&Sanas ar primaro antivielu, membranu bloké ar 5%
beztauku sauso pienu ar 0,05% Tween-20 TBS bufera 4°C uz diennakti, lai izvairitos
no nespecifisku antivielu piesaistisanas.

Primaro antivielu atSkaida ar 5% beztauku sauso pienu TBS-T (Tris-
Buffered Saline and Tween 20) skiduma. Lauj membranam inkubé&ties 24h 4°C
temperatira. Péc 24h membranas skalo 3x 5min ar TBS-T buferi. Membranas liek
inkubéties sekundaraja antiviela 1h istabas temperatiira. Péc tam mazga membranas 3x

5min ar TBS-T buferi.

5.2.4. DetektéSana un attélu analizéSana

Detektgja izmantojot luminola un fidenraza persoksida reagentu (istabas
temperattira). Uz membranas uzpilingja detektéSanas reagentu (luminola un tdenraza
peroksida $kidumu attieciba 1:1) un membranu ievietoja UVP, un uzstadija laiku 15
sek, 1 min, 2 min un pie vaja signala 10 min.

Péc UVP instruktazas iestatija kameru. Attélus analiz&ja ar ImageJ
programmu, tika aprékinata relativa intensitate, un parbaudita statistika, izmantojot

GraphPad Prism programmu.
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5.3. Imunofluorescence

Imunohistokimiski tika parbauditi Ibal (ionized calcium- binding
adapter molecule 1), GFAP (glial fibrillary acid protein), un TH (tyrosine

hydroxylase) markieri.

5.3.1. Paraugu sagatavoSana

Pirms smadzenu grieSanas, tas iznem no antifriza Skiduma (sukroze,
etiléna glikols, natrija fosfata $kidums) un vismaz 24h notur 30% sukrozes Skiduma
4°C. GrieSanai nepiecieSamos smadzenu audus, pielimé uz platforminas, izmantojot
Jung Tissue Freezing Medium audu Iimi. Smadzenes griez kriostata aptuveni -22°C
30um biezuma. Paraugus uzglaba 6 x 4 platités antifriza Skiduma, katra bedrité

uzglabajot 3 secigus griezumus.

5.3.2. Antivielu imunohistokimiska analize

Audus skalo ar PBS-T buferi (aptuveni 20 ml uz vienu traucinu) 3X
Smin. Audus balina ar 0,5% tidenraza peroksidu 30 min istabas t° uz kratitaja.

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

Lai atsegtu specifiskas antivielu saistiSanas vietas un uzlabotu paraugu
iekrasosanas kvalitati, paraugus karsé 85°C tidens vanna citrata bufera Skiduma (pH 6)
20 - 30min. Tad istabas temperatira 20 min atdzesé (attiecas tikai uz lba-1 antivielu).

Inkubg ar primaro antivielu, ar atskaidijumu 1:500, uz kratitaja (Biosan
PSU-10i) istabas temperatara 90 min.

Skalo ar 0,1% PBS-Triton buferi (aptuveni 20 ml) 3 x 5min.
Inkubg ar sekundaro antivielu, attieciba 1:500, uz kratitaja istabas temperatiira 90 min.

Skalo ar 0,1% PBS-Triton buferi (aptuveni 20 ml) 3 x 5min. Inkubg ar
terciaro antivielu, attieciba 1:1000, uz kratitaja istabas temperattira 90 min.

Skalo ar 0,1% PBS-Triton buferi (aptuveni 20 ml) 3 x 5min.

Veic paraugu krasosanu vispirms ar 3,3 -diaminobenzidinu (DAB),
nemot 15 ml DAB bufera, kam pievieno 15 pilienus DAB hromogéna maisijuma. To

dara Joti uzmanigi, izmantojot cimdus un sejas masku, jo DAB ir kancerogéns.
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Paraugu krasoSanu ar DAB veic 3 minites, tad paraugus skalo 20 ml 0,05 M natrija
fosfata buferi.

Veic paraugu krasoSanu ar hemotoksilinu 1 min, kas iekrasos parauga
esosos stinu kodolus viegli violeta krasa.

Paraugus vairakkartigi skalo 0,05 M natrija fosfata buferi.

Paraugus liek uz priekSmetstikliniem un liek zaveties 37°C uz diennakti
(uz katra priekSmetsliklina novieto 3 paraugus).

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

eksperiments tika veikts precizi un primara antiviela ir specifiska.

5.4. Mikroskopésana un attelu uznemsana

Atteli tika uzpemti, izmantojot mikroskopu Nikon Eclipse Ti NIS-
Elements programmas versiju 13.0. PriekSmetstiklini tika $ifréti pie bildéSanas un
visiem tika izmantots vienads apgaismojums un kameras iestatijumi. Garozas attéli
tika uznemti ar 100x palielinajumu, bet hipokampa attéli ar 200x palielinajumu. Atteli

tika analiz&ti, izmantojot Image J programmu.
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6. DATU ANALIZE

Imiinhistokimija iegiitie att€li tika analizeti, izmantojot bezmaksas brivi
pieejamu un plasi izmantotu programmu Image J. Visi attéli tika parveidoti uz 32-bit,
tika piemérots krasas intensitates slicksnis (treshold) , kas starp attéliem drikst&ja tikt
mainits 10 iedalu robezas. Tika uzstaditi mérjjumu parametri: laukums (area),
standartnovirze (standard deviation), laukuma procenti (area fraction), min & max
vertibas un vid€ja vertiba (12. atréls). legiitie merjjumi tika saskiroti pa grupam
programma MS Office Excel 2010. Dati tika analiz&ti, izmantojot ANOVA (GraphPad
Prism 5.0, GraphPad Software Inc, ASV) Bartleta testu. Par statistiski ticamiem tika
uzskatiti dati, kuru p vértiba bija mazaka par 0,05 (p < 0,05).
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7. REZULTATI

Saja darba STZ izraisitaja Alcheimera modeli Zurkam un ar IP ievaditu
selektivu GABAA agonistu muscimola terapiju loti mazas devas 0,05 un 0,01 mg/kg
devas mius interes€ja noteikt ex vivo Zurku smadzenés vairaku proteinu ekspresijas
hipokampa un garoza. lekaisuma reakcijas noteikSanai tika noteikts astroglijas GFAP
un mikroglijas Iba-1, savukart, lai noskaidrotu par dopaminergiskas sist€émas
aktivaciju, més noteicam dopamina produc€Sana noteicoSo enzimu tirozina
hidroksilazes (TH) ekspresiju. Izmantotas metodes: imiinhistokimija un Western blot
GFAP gadijuma.

Imunohistokimijas analizes laika tika ievéroti visi precizitates
priekSnosacijumi - tika iev€rota personiga un virsmu higi€na, buferSkidumu
uzglabaSanas nosacijumi, antivielu uzglabaSanas nosacijumi, tika veikta negativa
kontrole visam antivielam, lai noverstu nespecifisku antivielu saistiSanos ar proteinu.
Eksperimenti ar paraugiem tika veikti vairakkart, lai parliecinatos par rezultatu
patiesumu.

Iba-1 rezultati tika publicéti un aizstavéti RSU Starptautiskaja studentu

Konferencé 2016. gada 16. marta.

7.1. Muscimola efekts uz astrogliju un uz mikrogliju Alcheimera STZ
modell Zurkam garoza un hipokampa

STZ manami palielindja astrocitu aktivaciju, ko var€ja noverot ar
izteiktu GFAP ekspresijas pieaugumu hipokampa. Imunohistokimiska analize
uzradija, ka muscimols mazas devas (0,01 un 0,05 mg/kg) samazinaja GFAP

ekspresiju hipokampa, salidzinot ar STZ grupu, kur bija aktivéta astroglija.
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13. attels. GFAP biomarkiera ekspresijas izmainas hipokampa starp grupam (SAL-STZ vs.
SAL-aCSF *** p< 0,001, MO0,01-STZ, M0,05-STZ vs. SAL-STZ ### p< 0,001)

14. attels. GFAP ekspresijas izmainas hipokampa. Redzams, ka kontroles grupa (Sal-aCSF)
astroglijas ekspresija ir mazak izteikta neka modela grupa (Sal-STZ), kas norada uz
streptozocina spéju radit neiroiekaisumu hipokampa. Muscimola protektiva darbiba

novérojama pie 0,01 mg/kg devas. Izmantotais palielinajums attéliem 200x
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15. artels. GFAP ekspresijas izmainas garoza. Nav novérojamas statistiski nozimigas izmainas

starp grupam.
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16. artels. GFAP ekspresija garoza no grupam: Sal-aCSF, Sal-S

-~

Attéli iegiti, izmantojot palielinajumu 100x

Western Blot analizei paraugu hipokampi tika homogenizéti un
izmantoti 50 pg/10 pL no katra parauga. GFAP biomarkiera ekspresijas izmainas
hipokampa starp grupam netika novérotas (17. attéls). Lai precizi noteiktu §1 markiera
ekspresijas izmainas hipokampa lokali, precizak tomer izradijas imunohistokimiska
analize. Western blota, homogenizgjot visu struktiiru, mana atskiribas, ja tas ir tieSam

loti izteiktas.

o !

17. artels. GFAP biomarkiera ekspresija hipokampa, izmantojot Western Blot metodi. Tika
izmantoti sekojosi smadzenu paraugi: 1) Sal-aCSF; 2) M0,01-aCSF; 3) M0,05-aCSF; 4) Sal-

STZ; 5) M0,01-STZ; 6) M0,05-STZ; 7) Sal-aCSF; 8) M0,01-aCSF

TZ, M0,01-STZ, M0,05-STZ.
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7.2. Iba-1 ekspresijas izmainas Zurku smadzenu garoza un hipokampa

Iba-1 rezultati tika iegiiti, izmantojot arT vienkarSu Stnu skaitiSanas
metodi — randomizé&ti izve€loties 5 regionus struktiira un uzskaitot iekrasotas Stnas. Ar
ImageJ programmu neizdevas iegiit atSkiribas starp grupam, jo iesp&jams tumsais fons

nelava datorprogrammai atpazit precizi mikroglijas Stinas.
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18. attéls. I1ba-1 ekspresijas izmainas garoza. Nav novérojama statistiski nozimiga atSkiriba starp

grupam
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19. artéls. 1ba-1 ekspresijas izmainas garoza no grupam: Sal-aCSF, Sal-STZ, M0,01-STZ, M0,05-
STZ. Atteli iegiiti, izmantojot palielinajumu 100x
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20. artels. |ba-1 ekspresijas izmainas hipokampa. Nav novérojamas statistiski nozimigas

izmainas starp grupam
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21. attéls. 1ba-1 ekspresijas izmainas hipokampa no grupam: Sal-aCSF, Sal-STZ, M0,5-STZ,
MO0,01-STZ. Attéli iegiiti, izmantojot palielinajumu 200x
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SAL-aCSF SAL-STZ

MO0.01-STZ

22. attéls. 1ba-1 ekspresijas izmainas hipokampa. Ar melnajam bultinam apziméti intereséjosas
Siinas. Novérojama izteikta Iba-1 ekspresija slimibas kontroles grupa, kas liecina par izdevusos
modeli.. Iekraso$ana veikta ar DAB un hematoksolinu. Atteli iegiiti, izmantojot palielinajumu
200x
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7.3. TH ekspresijas izmainas

T 1.0;
;;D HH
w 0.8
§ T
= 0.6
2 T T
‘7 0.47
&
oy
s 0.2 1
=
0.0 H— . . .

$ $ $
‘bcj ¥ xé{‘) ‘b;) ? xé{\) ‘b‘cj% xé{‘)
Yy P S ¢

% N

23. artels. TH ekspresijas izmainas garoza. Redzams, ka kontroles grupa un modela kontroles
grupa tirozina hidroksilaze ir maz ekspreséta, kas liecina par dopaminergiskas sistémas
disbalansu. Statistiski nozimigas izmainas novérojamas M0,01-STZ grupa (M0,01-STZ vs. SAL-
STZ p £0,001), kas norada uz loti mazas muscimola devas (0,01 mg/kg) sp€ju atjaunot

dopaminergiskas sistémas aktivitati
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24. antels. TH ekspresijas izmainas garoza no grupam: Sal-aCSF, Sal-STZ, M0,01-STZ, M0,05-

STZ. Atteli iegiiti, izmantojot palielinajumu 100x
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25. attéls. TH ekspresijas izmainas hipokampa. Novérojama augosa tendence muscimola grupas,

ar statistiski nozimigu izmainu M0,05-aCSF grupa (MO0,05-aCSF vs. SAL-STZ un SAL-aCSF p

<0,001)
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26. artels. TH ekspresijas izmainas hipokampa no grupam: Sal-aCSF, Sal-STZ, M0,01-STZ,
MO0,05-STZ. Atteli iegiiti, izmantojot palielinajumu 200x
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8. DISKUSIJA

Sobrid klinika pieejamie medikamenti pret Alcheimera slimibu nevar
apturét slimibas attistibu, ka arT ne visiem pacientiem Sie medikamenti ir pieméroti.
Pieméram, NMDA receptoru antagonists memantins tiek izmantots vid€jas un smagas
Alcheimera slimibas simptomatiskai terapijai, bet ilgtermina tas neuzrada atminas
uzlabo$anos, izraisa nopietnas blaknes un dazadus uzvedibas trauc&jumus, ieskaitot
psihozi [Schneider L.S., et al. 2013].

Iepriek$jos pétijumos ir pieradits, ka GABA receptoru aktivacija
varétu noverst neiroiekaisuma sekas smadzen&s uzlabot Alcheimera pacientu dzives
kvalitati un dzivildzi kopuma [Lima-Paula A., et al. 2005]. Viens no GABA receptoru
agonistiem, kas tiek izmantots $ada veida p&tijjumiem, ir GABA a agonists muscimols.
Ieprieks€jos pétijumos muscimols ir ticis ievadits i.p., Broca diagonalaja josla
(diagnol band of Broca), retrosplenialaja garoza (retrosplenial cortex, RSC), ka ari uz
smadzenu Stnam in vitro [Farber et al. 2003], [Ding et al. 2015]. Neatkarigi no
injekcijas veida un slimibas modela, butiski ir noskaidrot neiroiekaisuma molekulu
ekspresiju dazados smadzenu regionos, kas varétu liecinat par bojajumiem kada no
sisttmam un, kas talak varétu kalpot ka diagnostikas metode.

Tika analiz&tas 6 grupas: Sal-aCSF, Sal-STZ, MO0,01-aCSF, M0,01-
STZ, M0,05-aCSF, M0,05-STZ. GFAP ekspresija garoza (SAL-STZ vs. SAL-aCSF
**% p< 0,001; MO0,01-STZ, M0,05-STZ vs. SAL-STZ ### p< 0,001), kur M0,01-STZ
grupa ieverojami samazinajusies astroglioze, salidzinot ar Sal-STZ grupu. Jau ieprieks
ir zinots par GABA-agonistu sp&ju dalgji atjaunot neironalo funkciju. Intraventrikulari
ievadits muscimols spgj atjaunot melnas vielas (Substantia nigra) neironu funkciju un
samazinat astrocitu hiperfunkciju (izmantojot GFAP markieri) péc bazalo gangliju
bojajumiem [Dihne M. 2001]. GFAP markiera analize tika veikta, izmantojot ari
Western Blot metodi. GFAP markiera ekspresija hipokampa starp grupam (Sal-aCSF;
MO0,01-aCSF; MO0,05-aCSF; Sal-STZ; M0,01-STZ; MO0,05-STZ; Sal-aCSF; MO0,01-
aCSF) netika noverota, jo visi paraugi ieprieks tika homogeniz&ti un tapéc, iesp&jams,
nesp€ja uzradit izmainas.

Iba-1 markiera ekspresijas noteikSana pieprasija veikt paraugu sildisanu
80-95 «:C udens pelde. Iba-1 protokols tika uzlabots un pilnveidots visa eksperimenta

laika un secinajam, ka precizakai proteinu iekrasoSanai nepiecieSams veikt paraugu
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kars€Sanu tidens vanna, audiem atrodoties citrata buferskiduma (pH 6), ka ar1 veikt
audu balinasanu ar 0,5% H20> un blokésanu ar 5% BSA PBS bufert ar Tritonu-100 .

Ar1 hronisks stress dzivniekiem izraisa mikroglijas $iinu aktivaciju un
ickaisuma Stnu atbrivo$anos [Ghosh S., et al. 2015], tapéc janodrosina eksperimenta
dzivnieku maksimala labsajiita visu eksperimenta laiku (pareiza 12h apgaismojuma
kontrole, gaisa temperatiira, nomierinasana cilvéka rokas pirms procedram utt.), lai
izvairitos no hroniska stresa izraisita neiroiekaisuma.

TH markiera M0,01-STZ grupa (M0,01-STZ vs. SAL-STZ p <0,001),
kas norada uz Joti mazas muscimola devas (0,01 mgkg) sp&u atjaunot
dopaminergiskas sistémas aktivitati smadzenu garoza, statistiski nozimigas izmainas
starp grupam netika novérotas hipokampa. Dopaminergiskas sistémas neironu
projekcijas stiepjas Iidz amigdalai, nucleus accumbens, medialajai pieres garozai un
hipokampam, un zinams, ka S§is smadzenu dalas atbild par emocionalo atminu,
uzvedibu, bailém un kompensatoro funkciju. Dopaminergiskas sistémas
neiromediatoru disbalansa gadijuma, ir novérojama neadekvata, agresiva uzvediba,
atminas trauc€jumi un pastiprinata bailu sajita [Alvarsson A. 2016]. Dzivniekam no
muscimola-STZ pétijuma tika novéroti uzvedibas trauc€jumi un pastiprinata agresija
pret citiem dzivniekiem, kas rezult€jas ar eksperimenta iesaistita dzivnieka navi. TH
ekspresijas izmainas noteikti vajadzetu salidzinat ar eksperimenta dzivnieku uzvedibas
testiem, lai parliecinosi noraditu uz izmainam dopaminergiskaja sisteéma.

Kopuma rezultati uzradija, ka loti mazas devas (0,05 un 0,01 mg/kg)
GABAA agonista muscimola, samazina neiroiekaisuma pazimes smadzenu garoza un
hipokampa, samazinot astrogliozi un muscimols mazas devas spg atjaunot

dopaminergiskas sistémas aktivitati.
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2)

3)

4)

5)

9. SECINAJUMI

Streptozocinam piemit sp&ja izraisit neiroiekaisumu, kas pierada, ka §1 metode
der ka Alcheimera slimibas modelis dztvniekiem.

Muscimols loti mazas devas (0,01 un 0,05 mg/kg) spé&j samazinat GFAP
ekspresiju (astrocitu hiperaktivaciju) hipokampa.

Iba-1 markiera ckspresijas noteikSanai precizakais protokols ir ieklaujot
paraugu karsésanu tidens peldé 80-95 «:C, paraugiem esot citrata bufert (pH 6),
ieklaujot paraugu balinasanu ar 0,5 % H202 un blok&Sanu 5 % BSA-PBS-T.
Muscimols normaliz€ja TH ekspresijas Itmeni M0,01-STZ grupa garoza, kas
liecina par ta sp&ju atjaunot dopaminergiskas sist€émas balansu.

Pétijums kopuma norada uz GABAa agonista muscimola sp&ju loti mazas
devas uzlabot rezultatus telpiskas atminas testos un samazinat STZ ierosinato

neiroiekaisumu.
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Pateicibas

Vislielaka pateiciba manai darba vaditajai Dr. pharm. Ulrikai Beitnerei
par patieso atbalstu darba tapSana, par imunohistokimijas un Western Blot metozu
apgusanu un iedvesmosSanu. Patiess paldies Mag. pharm. Vladimiram Pilipenko par

palidzibu rezultatu sagatavosana un imunohistokimiskas analizes veiksana.
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