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ANOTACIJA

Alcheimera slimiba (AD) ir pasaul€ visbiezak sastopama neirodegenerativa saslimsana,
ka ar1 biezakais demences izraisitajs, turklat §is slimibas izplatiba ar katru gadu pieaug. Lidz
Sim izmantota simptomatiska terapija un kops 2003. gada nav apstiprinats neviens jauns
medikaments AD arstéSanai, tade] arvien tiek mekleti jauni terapijas virzieni (Hung and Fu,
2017). Nemot vera, ka AD pacientu smadzen€s noverojami glikozes metabolisma traucgjumi
un paaugstinats cerebralais glikozes Itmenis (Campbell et al, 2017), m&s parbaudijam
antidiab€tiska preparata metformina devu (75 mg/kg un 100 mg/kg) ietekmi uz neiroieksumu
un neironalo plasticitati streptozocina (STZ) izraisitaAD tipa modela Zurkas.

Rezultati uzradija, ka metformins neietekmé ne specifiska astrocitu proteina GFAP, ne
neironalas plasticitates proteina GAP43 ekspresiju smadzenu garoza un hipokampa.

legiitie dati liecina, ka metformins (75 mg/kg un 100 mg/kg) nesp&j noverst STZ izraisitos
neironalas plasticitates trauc€jumus, ka arT nesamazina neiroiekaisumu. Tadgé] var secinat, ka
metformina darbibas mehanisms nav saistits ar neironalas plasticitates vai neiroiekaisuma

procesiem.

Atslégas vardi: Alcheimera slimiba, neiroiekaisums, neironala plasticitate, metformins,

streptozocins.



ABSTRACT

Alzheimer’s disease (AD) is the most common neurodegenerative disorder in the world,
as well as the most common cause of dementia, furthermore the prevalence of this disease is
increasing every year. Symptomatic treatment has been used so far and since 2003 no new
therapeutics have been approved to treat AD, therefore new therapeutic strategies are still being
sought (Hung and Fu, 2017). Given the fact that brain glucose metabolism of AD patients is
disturbed and cerebral glucose levels are elevated (Campbell et al,, 2017), we investigated
antidiabetic drug metformin dose (75mg/kg and 100 mg/kg) effects on neuroinflammation and
neuronal plasticity in STZ-induced AD model rats.

Results show that metformin does not affect the expression of astrocyte specific protein
GFAP or neuronal plasticity protein GAP43 in brain cortex and hippocampus.

Obtained data demonstrate that metformin (75 mg/kg and 100 mg/kg) is not able to
prevent STZ-induced neuronal plasticity impairement and can not reduce neuroinflammation.
Therefore, it can be concluded that metformin mechanism of action is not related to neuronal

plasticity or neuroinflammation processes.

Key words: Alzheimer’s disease, neuroinflammation, neuronal plasticity, metformin,

streptozocin.



APZIMEJUMU SARAKSTS

AP — amiloids beta

aCSF (artificial cerebospinal fluid) — maksligais cerebospinalais Skidums
AD — Alcheimera slimiba

AMPK - adenozina monofosfata aktivéta proteinu kinaze

APOE — apolipoproteins €

APP — amiloida prekursora proteins

ATF — adenozina trifosfosfats

BACE]1 — beta sekretaze 1

BDNF (brain-derived neurotrophic factor) — smadzenu neirotrofiskais faktors
CA1/2 - cornu ammonis 1/2 hipokampa regioni

CD (cluster of differentiation) — diferenciacijas sistema

ChE — holinesteraze

CSS — cerebrospinilais skidrums

CTFa/p — C-gala terminalie fragmenti alfa/beta

DAB - 3,3'-diaminobenzidins

DG — dentate gyrus hipokampa regions

GAP 43 (growth associated protein 43) — ar augSanu saistitais proteins 43
GFAP (glial fibrillary acidic protein) — glijas fibrillarais skabais proteins
GLAST (glutamate-aspartate transporter) — glutamata-aspartata transporters
GLT-1 (glutamate transporter-1) — glutamata transporters 1

GLUT - glikozes transporta molekula

GSK3p — glikogena sintazes kinaze 3 beta

HEB — hematoencefaliska barjera

Iba-1 (ionized calcium binding adapter molecule 1) — jonizéta kalciju saistoSa adaptera
molekula 1

Icv — intracerebroventrikulari

IL-1B — interleikins 1 beta

LNDSA — Latvijas Neirodegenerativo slimibu asociacija

MCI (mild cognitive impairment) — viegli kognitivi traucgjumi

MHC (major histocompatibility complex) — galvenais audu saderibas komplekss
MRI — magnétiskas rezonanses attéliegiiSana

NFT (neurofibrillary tangle) — neirofibrillarie mezgli

NMDA — N-metil-D-aspartats



NO —sslapekla (II) oksids

NPL — nesteroidie pretiekaisuma lidzekli

PARP — poli-adenozina difosfata ribozes polimeraze

PET — pozitronu emisijas tomografija

PSEN1/2 — presenelins 1/2

ROS — reaktivie skabekla savienojumi

S100B (calcium-binding protein B) — kalciju saistoSais proteins B
SAL (saline) — fiziologiskais $kidums

TBS-T — Tris-buffered saline — Tween 20 buferskidums

TLR (toll-like receptor) — svecveidigais receptors

TNFa — tumora nekrozes faktors alfa



IEVADS

Alcheimera slimiba (AD) ir biezaka neirogenerativa smadzenu saslims$ana pasaulg, ko
raksturo progres€josi atminas traucgjumi un kognitivo funkciju zudums. AD pacientu skaitam
ir tendece pieaugt. Saskana ar Pasaules Veselibas organizacijas datiem, tiek prognozets, ka
2050. gada pasaulé slimibas skarto skaits sasniegs 115 miljonus. Lai gan atklata vairak ka pirms
gadsimta, AD veljoprojam nav arst§jama (Hung and Fu, 2017).

Klasiski AD patogenézi raksturo neironu bojaeja ekstracelularu amiloida beta (Af) platnu
agregacijas un hiperfosforiléta tau proteina intracelularas akumulacijas ietekmeé (Murphy and
LeVine, 2010). Sobrid aizvien lielaka nozime tiek pievérsta hroniska neiroiekaisuma lomai AD
patogenézg (Knezevic and Mizrahi, 2018). Hronisks neiroiekaisums rada neatgriezeniskus
bojajumus, ievérojami samazinot neironalo plasticitati (Mufson et al, 2015). Patologiski
smadzenu plasticitates trauc€jumi, kas saistiti ar AD, sastopami jau 25 gadus pirms pirmo
simptomu paradiSanas (Bateman et al., 2012). Turklat AD raksturo ar1 glikozes metabolisma
un transporta trauc€jumi, kas izraisa cerebrala glikozes limena paaugstinasanos un insulina
rezistences attistiba smadzenés, tapéc AD tiek dévéta art par 3. tipa diabétu (Campbell ef al.,
2017; Koenig et al., 2017). Tiek mekletas zalu vielas, kas varétu ietekmét Sos procesus.
Pretdiab&ta medikaments metformins jau iepriekS pétits saistiba ar AD, izmantojot diab&ta
dzivnieku modelus. legiitie rezultati ir bijusi daudzsolosi, tacu nepiecieSams veikt plasakus un
specifiskakus pétjjumus, lai noskaidrotu metformina darbibas mehanismu AD terapija
(Markowicz-Piasecka et al., 2017).

Darba merkis:
Noskaidrot metformina devu (75 mg/kg un 100 mg/kg) ietekmi uz neironalai plasticitatei
(GAP43) un neiroiekaisumam (GFAP) specifisku proteinu ekspresiju STZ-izraisita Alcheimera

slimibas tipa modela Zurku smadzenu garoza un hipokampa.

Darba uzdevumi:
1. Ar imunohistokimiskas analizes metodém noteikt sekojoSu proteinu ekspresiju Zurku
smadzenu garoza un hipokampa regionos (CA1, CA2, DG), izmantojot biomarkierus:
a) neiroickaisuma — glijas fibrillara skaba proteina GFAP (glial fibrillary acidic
protein);
b) neironalas plasticitates — ar neironalo regeneraciju un sinaptogenézi saistita GAP43

(growth associated protein 43).



2. Ar att€lu apstrades programmu /mageJ apstradat un analiz€t iegttos datus, un veikt

statistisko analizi programma GraphPad Prism 6.0.

Darbs tika izstradats Latvijas Universitates Dabas maja (Jelgavas iela 1) un Zinatpu maja
(Jelgavas iela 3) Farmakologijas katedras laboratorijas no 2018. gada septembra lidz 2019. gada

aprilim.



1. ALCHEIMERA SLIMIBA

1.1. Epidemiologija

Alcheimera slimiba (AD) ir neirodegenerativa smadzenu saslim$ana un visbiezakais
demences izraisitajs pasaulé (Bateman et al., 2012). No visiem demences gadijjumiem 60 —70%
ir AD izraisiti (Mielke ef al., 2014). AD izplatibai un saslimstibai ir tendence pieaugt 1idz ar
vecumu (Niu et al., 2017). P&c Pasaules Veselibas organizacijas datiem 2015. gada 47,47
miljoni pasaules iedzivotaju slimoja ar demenci, turklat gaidams, ka 2030. gada Sis skaitlis bus
75,63 miljoni, bet 2050. gada jau triskarSojies (Prince et al, 2015). Meta-analizé (Fiest et al.,
2016) zinots, ka AD izplatiba pacientiem, kas vecaki par 60 gadiem, ir 40,2 uz katriem 1000
iedzivotajiem.

AD izplatiba Eiropa kopuma ir 4,66%, attiecigi Dienvideiropas valstis (Spanija, Griekija
un Italija) ta ir 6,88%, bet Ziemeleiropas valstis, ka Francija un Niderlande, 4,31%. Vidgji
saslimstiba Eiropa ir aptuveni 10,78 saslimSanas gadijumi uz 1000 iedzivotajiem. Saslimstiba
ir lielaka Ziemeleiropa — aptuveni 15,94 saslimuSie uz 1000 iedzivotajiem, kameér
Dienvideiropa ta ir 8,97 AD pacienti uz 1000 iedzivotajiem (Niu et al., 2017).

Amerikas Savienotajas Valstis 5,7 miljoni iedzivotaju slimo ar AD, tas ietver 5,5 miljonus
pacientu vecakus par 65 gadiem un 200 tikstoSus pacientu, kas ir jaunaki par 65 gadiem.
Respektivi 10% ASV iedzivotaju, kas ir vecaki par 65 gadiem, slimo ar AD (Alzheimer’s
Association Report, 2018).

P&c Slimibu profilakses un kontroles centra datiem Latvija 2017. gada demence pirmoreiz
konstatéta 1108 iedzivotajiem, savukart pacientu registra kopuma ar diagnosticétu demenci
2017. gada beigas bija 5469 iedzivotaji. Saja gada uzskaité eso$o demences pacientu skaits uz
100 000 iedzivotajiem bija 282,7. Laika posma no 2009. — 2017. gadam tendence demences
pacientu skaitam palielinaties novérojama ari Latvija (Slimibu profilakses un kontroles centrs,
2017).

Atskiribas AD izplatiba noverojamas arl dzimuma robezas — sievietem izplatiba ir
ieverojami lielaka. Saslimstiba virieSu un sievieSu vidi Eiropa ir attiecigi 3,31% jeb 7:1000 un
7,13% jeb 13:1000 (Niu et al., 2017). Sada nevienlidziga slimibas izplatiba dzimuma robezas
noverojama ar1 Latvija, gada laika sievietém demence tiek diagnosticéta aptuveni divreiz biezak
neka virieSiem (Slimibu profilakses un kontroles centrs, 2017). Izpétits, ka virieSiem ir lielaks
risks attistities viegliem kognitiviem trauc€jumiem (MCI — mild cognitive impairment), kas ir
stavoklis starp novecoSanas izraisitiem kognitiviem trauc€jumiem un demences attistibu. Ka

viens no iemesliem, kade] sievietem biezak attistas AD, tiek minéts vid€jais miiza garumes,



nemot vera, ka sievietem dzivildze ir garaka. P&tijjumos atklats, ka slimibas izplatiba virieSiem
un sievietém no 70-79 gadu vecumam ir lidzvertiga, bet péc 80 gadu vecuma AD ir izplatitaka
sievieSu vidu. Turklat sieviettm péc diagnozes uzstadiSanas kognitivo un funkcionalo
simptomu attistiba norit straujak. Demences biezaka attistiba sievietém saistita arT ar menopauzi
un hormonalo disbalansu, ka ari ar gen&tisko iedzimstibu — sievietém apolipoproteina € (APOE)
alele €4, kas saistita ar agrinas AD formas attistibu, genotipiski izpauzas vairak neka virieSiem
(Mielke et al., 2014). Slimnieku, kas ir vecaki par 65 gadiem, aptuvena dzivildze ir 4 lidz 8

gadi pec diagnozes uzstadiSanas (Alzheimer’s Association Report, 2018).
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1.2. Patogeneze

1.2.1. Amiloida beta teorija

Pastav divas galvenas AD etiologijas teorijas. Ekstracelulara amiloida beta (Af) peptida
platniSu akumulacija un intracelulara izmainitas formas tau proteina mezglu akumulacija
saistita ar smadzenu plasticitates izmainam AD gadijuma (/.2.1.1. attéls). AP plaksnu
agregacija izraisa nekrozi, traucg€jot sinapsu darbibu (Murphy and LeVine, 2010). Tau proteina
mezglu veidoSanas izjauc mikrotubulu citoskeletu, 11dz ar to traucgjot aksonalo signalparvadi

un neironu darbibu (Blennow et al., 2006).

AB plaksnes Tau (t) mezgli

1.2.1.1. attels. AB plaksnu un tau proteina mezglu akumuléSanas AD pacientu smadzenu

garoza. AP plak$nu akumuléSanas norisinas ekstracelulari, tas satur distrofiskas nervu Siinas,
aktivétas astroglijas un mikroglijas S$iinas. Mikrotubulu stabiliz€josa proteina tau

hiperfosforiletas formas mezglu agregati izvietoti intracelulari (Blennow et al., 2006).

AP peptida produc€sanas organisma ir normals fiziologisks process. Pieradits, ka loti
mazas AP koncentracijas smadzends kavé cerebrospinala $kidruma (CSS) un plazmas
lipoproteinu oksidaciju. In vitro pétijumos atklats, ka AP antioksidativas ipaSibas mazas
koncentracijas spgj pasargat neironus no oksidativa stresa. Patologiskas parmainas rodas, ja §is

proteins veido agregatus un akumuléjas smadzenés (Sadigh-Eteghad et al., 2014).
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AP peptids rodas, Skeloties amiloida prekursora proteinam (APP) (Chen et al., 2017), kas
ir plaSi ekspreséts visa organisma. APP ir integréts membranas proteins ar vienu

transmembranas doménu, garu ekstracelularu N—galu un 1saku citoplazmatisku C-galu

(Mattson, 2004; Chen et al., 2017).
Ne-amiloidais cel§

|

A‘, y-sekretazes a-sekretazes

Amiloidais cel§
&
5 T

y-sekretazes

B-sekretazes ,

skelSana skelSana skelSana skelsana @
...r.. ane” ‘..*......'.... KON NNNNnee ae” WNe ..?....
\ y-sekretazes y-sekretizes At
v komplekss komplekss X%
9000 o9e. e O SO000000000GS Q000000000 0. L0068 S0000000
(" o )
AICD CTFa (C83) CTFB (C99) AICD

1.2.1.2. attels. APP degradacijas amiloidais un ne-amilotidais mehanisms. APP ne-amiloido
SkelSanu veic o-sekretazes, tas Skel] APP AP doména, producéjot CTFa (83 aminoskabes gar$
fragments) un sAPPo. CTFa SkelSanu talak veic y-sekretazes, ka rezultata rodas ekstracelularais
P3 un intracelularais AICD doméns. Amiloido APP skelSanu veic B- un y-sekretazes. p-sekretazes
saSkel APP divos fragmentos — SAPPP un CTFP (99 aminoskabes gars fragments). Talak CTFpB

Skel y-sekretazes par intraceluléru doménu AICD un AB (Chen et al., 2017).

APP degradacija iesp€jama caur diviem celiem — amiloido un ne-amiloido (/.2.1.2.
attéls). Caur amiloido celu, APP tiek paklauts secigai proteolizei ar - un y-sekretazém,
izveidojoties AP (Reddy and Beal, 2008). 3-sekretaze 1 (BACE1) skel APP par SkistoSu sAPPf3
un CTFB (99 aminoskabes gar§ fragments). CTFp ir saistits ar membranu, to talak skel y-
sekretaze par AB42 vai APao, kuri piedalas amiloido plaksniSu veidoSana (Murphy and LeVine,
2010; Folch et al., 2016). Caur ne-amiloido celu SkelSanu veic a-sekretaze Af doména un
novers ta producésanos. Genétiskas mutacijas APP, presenelina 1 (PSEN1) un presenelina 2
(PSEN2) génos aktivé - un y-sekretazes, kas stimulé APi.42 producéSanos un akumulaciju,

veidojot oligomérus un platnites. APBi42 uzkrasanas ierosina mikroglijas Stinu un astrocitu

aktivaciju (Hardy and Selkoe, 2002; Reddy and Beal, 2008).
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AP platniSu veidoSanas iesp€jama ne tikai - un y-sekretazeém Skelot APP, bet arT So
platniSu neefektivas degradacijas rezultata. Degrad€joSo enzimu neprilisina, insulina
degradgjosa enzima un angiotenzina konvert€josa enzima | samazinata aktivitate var radit
disbalansu starp AP produc€sanos un noardisanos (Folch et al., 2016).

Vairak izplatita AP} ekstracelulara akumulésanas (Reddy and Beal, 2008). Lielakoties A3
peptidu kédes, kas konstat€jamas gan neizmainitas cilvéka smadzenu struktiras, gan AD
pacientu AP} agregatos, satur 40 (APao) vai 42 (AB42) aminoskabes (Selkoe, 2008). ABi-42
piedalas fibrilogenéze un AP platnisu veidosana (Reddy and Beal, 2008). Lai gan akumul&tajas
proteinu platnés parsvara sastopams APao, lielaka toksicitate piemit AP42, kas ir nedaudz
hidrofobiskaks un ar lielaku tendenci uz agregaciju neka citas AP formas (Selkoe, 2001;
Murphy and LeVine, 2010). Laiks, kas nepiecieSams, lai AP platnes izveidotos, nav zinams,
bet uzskata, ka tas notiek vairaku desmitu gadu garuma (Selkoe, 2001).

Smadzenu rajonos, kas satur AP platnites, parasti ir samazinats sinapSu skaits un traucéti
neironalie procesi, kas norada, ka AP akumulé$anas boja sinapses un ietekme neironu darbibu.
Vairak tiek ietekméti neironi, kas ka neirotransmiterus izmanto glutamatu vai acetilholinu, tacu
tiek skarti arT serotoninu un norepinefrinu producgjosie neironi (Mattson, 2004). AP agregati
veicina slapekla (IT) oksida (NO) producé$anos un Ca*?jonu influksu, kas laika gaita noved pie
peroksinitritu radikalu veidoSanas un Stinu bojaejas (Sadigh-Eteghad ef al., 2014).

Oksidativajam stresam, kas rodas AP platniSu agregacijas rezultata, ir biitiska nozime AD
patogencgzé. AP agregati saistas ar metala joniem, pieméram, varu, dzelzi un cinku. Sada
saistiSanas veicina reaktivo skabekla savienojumu (ROS) veidoSanos, kuri izraisa oksidativus
bojajumus gan A platnit€m, gan apkartéjam Sunam (Cheignon et al., 2018). ROS reaggé ar
protetniem un lipidiem, veidojot toksisku oksidétu proteinu un peroksidetu lipidu formas.
Lipidu peroksidacijas rezultata rodas toksiski savienojumi, kas boja nervu Stinas. Proteinu
oksidacija boja membranas integritdti un var izmainit tas izturibu pret enzimu
glutaminsintetazes un kreatininkinazes darbibu, ietekm€jot neironu funkcijas. Turklat
oksidativais stress izraisa DNS oksidaciju un bojajumus. AP toksiska darbiba ietver arT Ca>*
homeostazes un signalcelu izjauk$anu, ATF-azes un glijas Stinu Na'-atkariga glutamata
transporta inhibiciju (Chen ef al., 2017). Salidzinot ar citiem organiem, smadzenes ir jutigakas
pret oksidativo stresu to augsta lipidu satura del, ka arT relativi augsta skabekla metabolisma un
zema antioksidantu Itmena del. Mitohondrials oksidativais stress manams agri AD attistiba
pirms A platniSu akumul&Sanas. Brivo radikalu izraisiti mitohondriju bojajumi sastopami gan
neironos, gan astrocitos. Smadzen&s novéroti arl tris mitohondrialo enzimu — piruvata
dehidrogenazes kompleksa, o- ketoglutarata dehidrogenazes kompleksa un citohroma
oksidazes — [imenu pazeminasanas (Reddy and Beal, 2008).
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AP oligom@riem ir augsta neirotoksicitate, tiem ir svariga loma AD patogengzg, turklat

SkistoSu AP oligoméru agregacijas limenis korel€ ar slimibas progresiju (Breydo et al., 2016).

1.2.2. Tau fosforilacijas teorija

Tau ir SkistoS§s proteins, kas piedalas mikrotubulu stabilizacija. Ekstracelularu
neirofibrillaru mezglu (NFT — neurofibrillary tangle) veidoSanos izraisa fau proteina parmeriga

fosforilesanas. Hiperfosforiléts fau proteins nespéj saistities ar mikrotubuliem un tos stabilizét
(1.2.2.1. attéls) (Obulesu et al., 2011).

Tau saistas ar mikrotubuli
un stabilize to

Q
Kinazes: Fosfatazes:
Cdk5 PP1
GSK3p PP2A
MARK PP2B
ERK2 PP2C

/\/M/

e Hiperfosforilacija
Tau ir atvienojies PP S
no mikrotubula. -
Mikl't.)tllbl.llis ir - ¢ ~: - Hiperfosforiléts
depolimerizéts S g dubultspirales
. O he OW pavediens
- (PHF - paired helical
a U8 filaments)

Neirofibrillari mezgli
(NFT- neurofibrillary
tangles)

Traucéts aksonalais transports
Sinaptiska disfunkcija
Neironu apoptoze

1.2.2.1. attéls. Tau proteina izraisita neirodegeneracija. Fiziologiski zau proteins saistas ar
neironu mikrotubuliem un stabilizé tos. Tau proteina un mikrotubulu saistiSanos regulé proteina
fosforilacijas Iimenis. Fiziologiski, ja fosforilesanu veic kinazes (Cdk5, GSK3[3, MARK un EKR?2),

iespéjama tau proteina atdaliSanas no mikrotubula un ta depolimerizacija. Turpreti fosfatazes
(PP1, PP2A, PP2B un PP2C) samazina tau fosforilacijas Iimeni un veicina ta saistiSanos ar

mikrotubuliem. Patologiskos procesos tiek izjaukts Ilidzsvars kinaZzu un fosfatazu darbiba,
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veicinot kinaZu un samazinot fosfatazu aktivitati, kas izraisa fau proteina hiperfosforilaciju.
Hiperfosforiléts tau proteins iegiist nepareizu konformaciju un veido [B-plaksnes saturoSus
dubultspirales pavedienus (PHF - paired helical filaments), kas savstarpéji savienojoties veido
agregatus un neirofibrillarus mezglus (NFT- neurofibrillary tangles) neironos. Neirofibrillarie
mezgli traucé aksonailo transportu un izjauc sinaptisko plasticitati, kas noved pie $iinas bojaejas
(Duan et al., 2012).

Tau proteinu producé neironi un tas lielakoties ir lokalizets neirona kerment un aksonos.
Normalos apstaklos nervu augsanas faktors palielina fau ekspresiju neironalas attistibas laika.
Patologiskos apstaklos tau proteinu producé ari glijas $tinas. Lai gan tau proteins parsvara tiek
ekspreséts smadzenu Stnas, ta mRNS molekulas atrodamas ar1 periférijas audos. Organisma
tau proteins veicina tubulina saistiSanos mikrotubulos un uztur to stabilitati. Tas mijiedarbojas
ar spektrina un aktina filamentiem, ka arT fau protetnam ir loma tropomiozina receptora kinazes
A receptora atkarigaja signala transdukcija. Tau proteina patologiskas izmainas rezult€jas
neirofibrillaru mezglu izsaukta neironu $tinu bojaeja un demences attistiba. Hiperfosforiléts tau
proteins akumulgjas neironu somatodendritiskajas dalas un kopa ar neirofilamentiem veido
neirofibrillarus mezglus. Neirofibrillaru mezglu veidoSanas tiek tieSi saistita ar neironalu
disfunkciju, un to apjoms saistits ar demences attistibas gaitu (Sadigh-Eteghad et al., 2014).

Daudzus gadus pirms pirmo simptomu attistiSanas smadzenu garoza, hipokampa un citos
ar kogniciju saistitos regionos uzkrajas tau proteina neirofibrillari mezgli un AP platnes.
(Sadigh-Eteghad et al., 2014). Turklat So abu proteinu akumulacija var norisinaties neatkarigi
vienam no otra (Selkoe, 2001).

Pacientiem ar AD viscaur smadzenu neokorteksam atrodami AP platniSu agregati,
savukart fau protetna mezgli parsvara skar smadzenu amigdalu, hipokampu, talamu, asociacijas
un kortikalos regionus (Dharmarajan and Gunturu, 2009).

AP platniSu un tau neirofibrillaru mezglu akumul€sanas teorijas ir visvairak pétitas, tacu
Sie petijumi nav rezultgjusies sekmigas terapijas atklasana. STiemesla dél aizvien vairak tiek
pétiti citi procesi, kas norisinas vél pirms So proteinu metabolisma mutacijam, pieméram,
vaskularo patologiju, mitohondrialas disfunkcijas, oksidativa stresas, insulina rezistence un

hronisks neiroiekaisuma procesi (Nazem et al., 2015).
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1.2.3. Génu mutacijas

AD izdala vairakas formas, atkariba no to izraisoSo mutaciju rakstura. Iesp&jamas
spontanas mutacijas, $ada gadijuma slimibu sauc par sporadisku vai idiopatisku. Sporadiska
forma tiek iedalita atkariba no vecuma, kura pacientam attistas pirmie simptomi — izdala
agrinu (3—5%) un vélinu (95-97%) sporadisku AD. Gadijuma, kad patologiskas parmainas
tiek parmantotas gené&tiski, simptomi var paradities pirms 65 gadu vecuma, citreiz jau tik agri
ka 40 gadu vecuma — §adu formu déve par agrinu familialu AD (Folch ef al., 2016). Agrina
familiala forma sastopama 5% gadijumu, bet 95% sastada velina familiala saslimSana (Bird,
2008). Sadu pacientu, kas mantojusi mutstus génus, Tpatsvars ir aptuveni 2% no visiem AD
skartajiem. Lielakoties izplatita ir sporadiska slimibas forma, kuru izraisa jaunas mutacijas.
Abu $o formu robezvecums ir 65 gadi (Folch et al., 2016).

Gengétiskas mutacijas var paradities jebkura no tris specifiskiem géniem — APP géna, kas
lokalizéts 21. hromosoma, PSEN1 un PSEN2 kodgjosos génos, kas atrodas attiecigi 14. un 1.
hromosoma (Selkoe, 2001). Gengétiska parmantojamiba ir otrs lielakais riska faktors saslimt ar
AD uzreiz péc novecosanas (Tanzi and Bertram, 2001).

Genétisko mutaciju iedzimSanas veids ir autosomali dominants. Aptuveni 14%
autosomali dominanti parmantotas agrinas AD gadijumu izraisa dominantas mutacijas APP
géna, zinami vairak ka 30 iesp&jamie mutaciju veidi §aja géna. Lielakoties mutacijas lokalizetas
tuvu AP doménam vai ieklautas taja. Savukart 80% no $adam mutacijam atrodas PSEN1 géna,
kam zinami aptuveni 185 mutaciju varianti. PSEN2 g€nam identific€ti 13 dominantu patogénu
mutaciju varianti, kas izraisa aptuveni 5% agrino AD formu. Dominanti parmantotas mutacijas
APP un PSEN1 génos ir novérojamas ar1 vélinu AD formu attistiba gadijumos, kad gimenes
anamné&ze bijusi saslimsana (Karch et al., 2014).

Ar familialas formas AD attistibu saistits art APOE geéns, kas atrodas 19. hromosoma un
ir svarigs holesterina transporta. APOE visvairak produc€jas aknas, smadzengs un makrofagos.
Tas ir iesaistits nervu $tnu augS$ana un regeneracija, ka ari iminsistémas atbildes reakcijas.
Ikviens manto vienu no APOE géna tris alelem — €2, €3 vai €4 — no katra vecaka. Visizplatitaka
ir €3 forma, ta sastada aptuveni 72% no visam APOE alélém, tad seko €4 un €2. Palielinatu
risku saslimt ar AD izraisa €4 aléle — aptuveni 50% no AD pacientu ir APOE &4 aléle, kas
liecina par to, ka §is géna variants varétu bt saistits ar slimibu. Sadas formas APOE géna
mantoSana gan negarante, ka attistisies AD. APOE ¢4 palielina risku gan familialas, gan
sporadiskas agrinas un vélinas AD attistibai (Karch ef al., 2014). Pétijumos atklats, ka vienas

€4 aléles esamiba sievietem palielina saslimstibas risku 1idz pat ¢etram reizém, bet virieSiem

viena g4 aléle risku biitiski nemaina (Mielke et al., 2014). Interesanti, ka APOE &2 samazina
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risku saslimt ar vélinu AD formu un palielina vecumu, kada sak attistities slimiba (Karch et al.,
2014).

1.2.4. Neiroiekaisums

Neiroiekaisums uzskatams par vienu no svarigakajiem patologiskajiem procesiem AD
attistiba. Tas galvenokart saistits ar glijas Stinu parlieku aktivitati (Knezevic and Mizrahi, 2018).

Mikroglijas Siinas ir mononuklearas fagocitéjoSas Stnas, kas pirmas iedarbojas uz
organisma nonakusajiem patogéniem un kaitigiem savienojumiem — degradg toksiskus proteinu
agregatus un aizvac Sunu atlieckas no CNS (Knezevic and Mizrahi, 2018). Ka jau citas
makrofagiem lidzigas Siinas, mikroglijas nodroSina CNS imiino aizsardzibu, piedaloties
iekaisuma veidosana (Cherry et al, 2014). Turklat mikroglijam ir loma sinapSu struktiiru
uzturéSana, sinaptiskas plasticitates regulacija un neironalo kanalu veidosana (Heneka et al.,
2015). Kopuma tas ir multifunkcionalas Siinas, kas ne tikai nodroSina imiino aizsardzibu,
piedalas CNS attistiba, ir fagocit€joSas un antigénus prezent&josas, bet ar1 darbojas citotoksiski,
piedaloties autoimtinu slimibu, hronisku neiroiekaisumu un degenerativu slimibu patogenézeé
(Boche et al., 2013). STs §inas liela daudzuma atrodamas smadzeng@s un sastada aptuveni 10%
no visam CNS $iinam (Knezevic and Mizrahi, 2018).

Mikroglijas Siinas organisma sastopamas divos stavoklos —,,miera” un aktivéta. Ari miera
stavoklt mikroglijas Siinam piemit aktivitate — ar neskaitamiem sazarojumiem S$iinas “uzrauga”
apkartgjas vides izmainas un nodroSina smadzenu homeostazi. Tiklidz mikroglijas nonak
saskarsmé ar kadu organismam nepiederigu vai kaitigu substanci, tas no miera stavokla pariet
aktivéta stavokli. Mikroglijas Stinas aktivacija var notikt divos veidos, no ka izdala divus
aktiveétas mikroglijas fenotipus — klasisko aktivéSanos (M1), ko pavada citokinu un ROS
1zdaliSanas, un alternativo aktivéSanos (M2), kad mikroglija ieglist pretieckaisuma ipasibas, kas
saistitas ar dziSanas un patogé€nu aizvakSanas procesiem (Cherry et al., 2014). Aktivgjoties

mikroglijas Stinu skaits palielinas un mainas to forma (/.2.4.1. attels).
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1.2.4.1. attéls. Mikroglijas Siinu digitala mikroskopa attéli (palielinajums 600x). Redzama

mikroglijas $iina miera stavokli (A), aktivéta stavokli (B) un distrofiska (amébveida) mikroglija
(C, ar bultinu). (LN-3 imunohistokimiska metode) (Streit, 2005).

Aktivétas mikroglijas Siinas migré uz ievainojuma vietu, tur izdalot tadus iekaisuma
faktorus, ka tumora nekrozes faktors oo (TNFa), interleikins 1p (IL-1p), brivos radikalus — NO
un superoksidu, ka ari taukskabju metabolitus, pieméram, eikosanoidus (prostaglandinus,
tromboksanus un leikotrienus) un hinolinskabi. Lai gan mikroglijas §tinu iekaisuma faktoru
izdaliSana ir normals iminsist€mas aizsargmehanisms, tam var biit kaitiga iedarbiba uz
organismu, jo parak liela mikroglijas Stinu aktivacija ir neirotoksiska (Knezevic and Mizrahi,
2018).
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Hroniska iekaisuma izraisita neirodegeneracija ir viens no AD raksturojo§iem procesiem
(Cherry et al., 2014). AD gadijuma mikroglijas Stnas aktiv§jas, saistoties pie AP ar CD36
(cluster of differentiation 36), TLR (toll-like receptor) 4 un 6 receptoriem (Heneka et al., 2015).
Petijumos ar imunohistokimisko analizi post-mortem AD pacientu smadzenu griezumos var
noveérot, ka AP plaksnes aptver aktivétas mikroglijas Stinas (/.2.4.2. attéls). lekaisuma apmers
korel€ ar aktivéto mikroglijas Stinu skaitu. Uzskata, ka mikroglijas Siinas fagocité AP plaksnes
un izdala proteolitiskus enzimus, kas degrade AP, ta attirot smadzenes no AP} agregatiem
(Knezevic and Mizrahi, 2018). Nepartraukta AP veidoSanas parsniedz mikroglijas Siinu
fagocitozes sp&ju, veidojot hronisku iekaisumu (Heneka et al., 2015). Mikroglijas Siinu
sadalijums smadzen€s nav vienmeérigs, tas visvairak izplatitas substantia nigra, tadel Sis

smadzenu regions ir viens no visvairak skartajiem (Li et al., 2014).

. L ¢ o d . -;. ‘ Py l',.
1.2.4.2. artels. Mikroglijas Siinas vesela vecaka gadu gajuma cilveka un AD pacienta
smadzenés. A) Mikroglijas miera stavokll vecaka vesela cilveka smadzenu garoza. B) Dalgji

fragmentétas, distrofiskas mikroglijas Siinas AD pacienta smadzenu garozas audos (Iba-1

imunohistokimiska iekrasoSana, briina krasa) (Prokop et al., 2013).

Mikrogliju aktivitates noteikSanai AD slimnieku smadzenu audos iesp&jams izmantot
vairakus biomarkierus (/.1. tabula). Visizplatitakie ir CD45 antigéns, kas ir bieZi izmantots
limfocitu antigéns, jonizéta kalciju saistosa adaptera molekula Iba-1 (ionized calcium binding
adapter molecule 1), kas ir specifiska mikroglijas Stinu ekspreséta molekula (Boche ef al.,
2013), ka ar1 plasi izmantots tick CD11b antigéns, kura noteikSanai izmanto monoklonalo
antivielu OX-42 (Korzhevskii and Kirik, 2016).
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Mirkoglijas Stinu identifikacija izmantojamie markieri

1.1. tabula

Ekspresijas Markiera
Markieris Markiera funkcija organisma | izmainas AD | noteikSanas
gadijuma*® metode
Iba-1 (ionized Piedalas kalcija homeostazes o
. . o Antivielas
calcium binding uzturéSana. Mikroglijas aktivacijas ) ¢ Ibarl
. pret 1ba-
adapter molecule 1) pakapes markieris.
MHC II (major Mikroglijas membranas proteins. .
Antivielas
histocompatibility | HLA-DR homologs. Funkcioné ka )
) . pret MHC 11
complex class IT) antigénu prezent€josa molekula.
Mikroglialo lizosomu membranu o
' ‘ Antivielas
CD68 proteins ar nozimi fagocitoze. T
) ] pret CD68
Saista zema blivuma lipoproteinus.
Leikocitiem raksturigs antigéns. o
. Antivielas
CD45 Transmembranas proteins tirozina )
pret CD45
fosfataze.
' Antivielas
Komplementarais receptors 3, kas .
. pre
saistas ar komplementu C3b,
. CDI11b/CD18;
CD11b/CD18 plazmas un ekstracelulara matriksa T
. o monoklonala
protetniem. Ir fagocit€josas
0X-42
pasibas. .
antiviela
Epidermalajam augSanas faktoram
‘ F4/80
F4/80 antigéns lidziga molekula. Lektinu saistosa ) o
antivielas
molekula.

*ekspresija ¥ (samazinata), T (paaugstinata), 0 (nemainiga). (Kettenmann et al., 2011; Boche

et al., 2013; Hovens et al., 2014; Mandrekar-Colucci and Landreth, 2010; Korzhevskii and

Kirik, 2016).

Astrocitu darbiba organisma ir multifunkcionala, tie nodroSina neironiem labvéligu vidi,

uzrauga jonu un pH homeostazi, apgada neironus ar glikozi un citam metabolismam vajadzigam

vielam, ka arT aizvac neironu un neirotransmiteru atliekas.
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Iekaisuma procesu vai traumas gadijuma noveérojama astroglioze — process, kura reaktivi
astrociti veido sabiez€jumus ap bojajuma vietam, veidojot rétaudus. Astrogliozes veicinata
rétaudu veidoSanas traucé neironalo regeneraciju. Astrogliozi stimulé tadi stresa faktori, ka
glutamata limena izmainas, folskabes nepietickamiba, asins lipidu disbalanss, palielinats K*
transports no $tinas uz citoplazmu un oksidativais stress. Reaktivi astrociti ir hipertrofiski un
hiperplastiski, tie pastiprinati izdala glijas fibrillaro skabo proteinu (GFAP), veicina aktina
polimerizaciju un boja Stnu citoskleletu. Ir pieradits, ka AP veicina astrocitu reaktivéSanos
(1.2.4.3. attels) (Li et al., 2011). Astrocitu patologiska darbiba AD gadijuma ir lidziga
mikroglijas $tindm — lidzigi ka mikroglijas Stinas, astrociti aktivéjas un veic AP plaksnu
fagocitozi, veidojot sabiez€jumus pie AP plaksném, un, tapat ka mikroglijas Stnas, izdala
iekaisuma faktorus — interleikinus, prostaglandinus, leikotri€énus, tromboksanus, koagulacijas
faktorus, komplementa faktorus, proteazes un to inhibitorus, ka ar1 citokinus un hemokinus

(Tuppo and Arias, 2005).
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1.2.4.3. attels. Reaktivi astrociti ar izteiktu sazarojumu streptozocina (STZ) izraisita AD

tipa modela Zurku smadzenés (GFAP imunohistokimiska iekraso$ana, briina krasa).

Astrocttu noteikSanai audu parauga biezi izmanto glijas fibrillaro skabo proteinu (GFAP),
kura Iimenis CSS korelé ar demences atistibu (Fagan and Perrin, 2012). Tapat izmanto kalciju
saistoSo proteinu S100B, kas nodroSina sinaptisko plasticitati un neironu dzivotspeju —
patologijas gadijuma S100B limenis ir paaugstinats. lesp&jams izmantot ari citus biomarkierus
(Lietal, 2011) (1.2. tabula).
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1.2. tabula

Astroglijas Stina identifikacija izmantojamie markieri

Ekspresijas .
NoteikSanas
Markieris Markiera funkcija organisma izmainas AD
metode
gadijuma*®
Astrocitu citoskeleta struktiras
) elements, kas piedalas to
GFAP (glial ) i . .
funkcionalitates nodroSinasana. Ir Antivielas pret
fibrillary o N T
loma §tinu migracija, to motilitates GFAP
acidic protein) ]
uzturéSana un mitozes procesa.
Specifisks astrocitu markieris.
Vimentins Astrocitu citoskeleta struktiiras 2 Antivielas pret
(Vimentin) elements. Reaktivu astrocitu markieris. vimentinu
Astrocitu citoskeleta striikttras
elements, kas tiek ekspreséts o
Nestins ] ) Antivielas pret
) organisma attistibas perioda (ne ) _
(Nestin) ) 3 nestinu
pieaugusajiem) un astrocitu
reaktivéSanas gadijuma.
Na*-atkarigs glutamata aspartata
GLAST o .
transportieris, kas uztur optimalu o
(glutamate- 3 Antivielas pret
glutamata ekstracelularo koncentraciju \’
aspartate ) GLAST
sinapses un pasarga no
transporter) ) o
ekscitotoksicitates.
GLT-1 Na"-atkariga glutamata transporta o
Antivielas pret
(glutamate molekula, kas uztur ekstracelularo \’ GLT-1
transporter-1) glutamata Itmeni.
Kalciju saistoSs proteins. Neirotrofisks
S100B ) ]
faktors, kas piedalas neironu attistiba o
(calcium- ) Antivielas pret
Lo un dzivotspé€jas uzturésana, ka ar1 T
binding ) ) o S100B
] sinaptiskas plasticitates regulésana.
protein B)

Reaktivu astrocitu markieris.

*ekspresija V(samazinata), T (paaugstinata), 0 (nemainiga) (Hol and Penky, 2015; Li et al.,
2011; Pajarillo et al., 2019; Carter et al., 2019).
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1.2.5. Neironalas plasticitates izmainas

Smadzenes ir sp&jigas veikt neiroplastiskas izmainas ar€jas un ieks¢jas vides faktoru,
novecos$anas un slimibu ietekmée (Mufson ef al., 2015). Strukturala plasticitate iesaistita
atminas kapacitates un péctraumu bojajumu novérsana (Holtmaat and Svoboda, 2009). Sadas
smadzenu elasticitates mehanisms nav pilniba noskaidrots, tacu to saista ar kognitivajam
rezervém. Neiroplasticitate nodroSina patologijas skarto smadzenu regionu sp&ju reorganizet
sinaptiskas struktiiras, signalcelus un funkcijas kopuma (Mufson ef al., 2015).

Patofiziologiskas smadzenu plasticitates izmainas, kas saistitas ar AD, novérojamas jau
25 gadus pirms pirmo simptomu paradiSanas (Bateman et al, 2012). Rodoties sakotngjam
izmainam, smadzenes tas var kompens€t un netraucéti funkcion€t, smadzenu neironalas
plasticitates del. Palielinoties neironu bojajumu apméram, kompensacija nevar notikt, un rodas
nelieli kognitivi trauc€jumi, kas attistas Iidz nopietniem smadzenu darbibas trauc€jumiem
(Gregory et al., 2017). Neiroplasticitate ir viens no galvenajiem mehanismiem, kas nodroSina
sp&ju funkcionét ar minimaliem kognitiviem traucgjumiem individiem, kuriem ir nopietni AD
raksturigi smadzenu bojajumi, kas ir Iidzvertigi pacientiem ar smagu AD izraisitu demenci
(Mufson et al., 2015).

Smadzenu plasticitates izmainas nav vienmerigas, visvairak sinaptogenéze, dendritu un
aksonu remodeléSana notiek smadzenu regionos, kuros pirmajos notiek patologiskais
parmainas (Rowan et al., 2003). Hipokamps ir viens no pirmajiem AD skartajiem smadzenu
regioniem, taja vairak noveérojama neirofibrillaru mezglu akumulacija, neka amiloida proteina
agregatu uzkrasanas. AD pacientiem hipokampa redzams neironu bojaeja un sinapsu zudums,
kas korele ar kognitivo funkciju traucjumu apjomu (Mufson et al., 2015). Hipokampa un
entorinalas garozas plasticitates parmainas ietver ari dendritu izaugumu sazaroSanos un
pagarinasanos, turklat tiek vairak ekspres€ts ar augSanu saistitais proteins (GAP) 43 (growth
associated protein 43). GAP43 ir ar plasticitati saistits presinaptisks proteins, kura ekspresijas
lIimenis hipokampa un asociacijas regionos tiek ievérojami paaugstinats neironalas attistibas un
regeneracijas, sinaptogenézes, aksonalas regeneracijas, macisanas un atminas formesanas laika,
kas norada uz So procesu saistibu ar neironalas plasticitates veicinasanu. Visaugstaka GAP43
koncentracija atrodama hipokampa, smadzenu garoza un subkortikalajas struktiiras (Rahmati
and Kazemi, 2019). Post mortem AD pacientu smadzen€s noveérots samazinats GAP43 limenis
frontalaja garoza (Sandelius et al., 2019). Smadzengs ir palielinats arT smadzenu neirotrofiska
faktora (BDNF — brain-derived neurotrophic factor) un tirozina receptora kinazes B mRNS

ekspresijas Itmenis (Rowan ef al., 2003).
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1.2.6. Citas teorijas

Demences attistiba biitisks ir ar1 dzivesveids, kognitivo sp&ju samazinasanas faktori ir
sméekeSana, aptaukoSanas, paaugstinats asinsspiediens, mazkustigs dzivesveids, depresija,
sociala neaktivitate, zems izglitibas limenis, vienveidigs un nepilnvertigs uzturs, ka ar1 viens
no butiskakajiem faktoriem — 2. tipa diabéts (diabetes mellitus). Atkartoti traumatiski smadzenu
bojajumi var biit iemesls paaugstinatam demences, kognitivo trauc&jumu un neirodegenerativu
saslimSanu riskam (Baumgart et al., 2015).

Diabetes mellitus un insulina rezistence perifeérija ir AD riska faktori — meta-analizé
(Gudala et al., 2013) demonstréts, ka cilvékiem ar diab&tu ir par 76% lielaka iesp€ja attistities
demencei un par 56% AD, salidzinot ar kop&jo populaciju. AD ar diab&tu saistita arT tiesi, jo
papildus neiritisko platniSu un neirofibrillaro mezglu, ka ar1 neiroiekaisuma un oksidativa stresa
raditajiem bojajumiem, AD pacientu smadzen€s novérojama ar1 hiperinsulinémija, smadzenu
insulina rezistence un glikozes metabolisma trauc€jumi, kas izraisa paaugstinata cerebrala
glikozes Itmena veidoSanos (Campbell er al., 2017). Insulina rezistence saistita ar
cerebrospinalo insulina receptoru samazinatu aktivitati, traucétu AP oligomeéru klirensu un AP
plaksnu akumuléSanos smadzenés, ka ar1 samazinatu glikozes metabolismu, kas korele ar
atminas trauc€jumu attistibu (Koenig ef al., 2017).

AD gadijuma ir samazinats glikozes transports cauri smadzenu hematoencefaliskajai
barjerai (HEB) (Winkler et al., 2015). Glikozes transports cauri HEB tiek realizets ar glikozes
transporta molekulu (GLUT) palidzibu. Neironalajai glikozes transporta molekulai GLUT3 AD
pacientu smadzenés ir samazinata ekspresija (Cisternas and Inestrosa, 2017). P&tijumos miné&ta
ar1 endot€lija Stnu un astrocitu ekspreséto GLUT]1 transporta molekulu skaita samazinasanas
(Winkler ef al., 2015). AD pacientu smadzenu garoza un hipokampa raksturiga art GLUT4
ekspresijas [imena samazinasanas. GLUT4 ekspresiju hipokampa regul€ insulina un adenozina
monofosfata aktivétas proteinkinazes (AMPK) darbiba (Cisternas and Inestrosa, 2017).

Zinots, ka paaugstinats glikozes Iimenis smadzenés trauce epizodiskas 1stermina atminas
veidoSanos (Campbell ef al., 2017). AD pacientiem PET attélos redzams samazinats glikozes
metabolisms parietalaja un temporalaja regiona, muguréja cingularaja garoza un precuneus, ka
ar1 frontalajas daivas (/.3.1. attéls) (Gudreniece u.c., 2017). Izteiktak glikozes metabolisma
trauc€jumi noverojami agrinas AD gadijuma (Filippi et al., 2012).

Zinatnieki atkartoti diskuté par insulina rezistences saistibu ar AD, un, pamatojoties uz
to, ka insulina rezistence sastopama ne tikai periférija, bet art smadzenés, AD mé&dz devet par

3. tipa diab&tu (Koenig et al., 2017).
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1.3. Simptomatika un riska faktori

AD raksturigie simptomi un to attistibas gaita pacientu vidi varié, tie nav specifiski,
turklat gadu gaita var mainities. Simptomu izpausmes korelé ar smadzenu neironu bojajumu
Iimeni. Pacienti zaudé laika un vietas izjiitu, nesp€ orient€ties, rodas apjukums. Veidojas
sazinas trauc€jumi — griitibas sekot sarunai vai taja iesaistities, pacients var apstaties sarunas
vidii un aizmirst, kas teikts, ka arT var rasties griitibas izteikties, jo aizmirsti lietu un priekSmetu
apzim&jumi. Reiz€m noverojama izvairiSanas no sabiedribas, ka arT garstavokla un personibas
izmainas — paradas depresija, bailes un satraukums (4/zheimer’s Association Report, 2018).

Slimibas attistibas sakuma stadija vairakums pacientu ir sp€jigi patstavigi funkcionét,
kaut art rodas nelieli atminas trauc€jumi un apgrutinata jaunu faktu apguve (Dharmarajan and
Gunturu, 2009). MCI gadijuma, kas ir visilgaka slimibas attistibas stadija, pacientiem ir
traucétas ikdienas uzdevumu veiksanas sp€jas, tie apjiik jau pazistama vid€, paradas uzvedibas
un personibas izmainas (Albert ef al., 2011). Smagas attistibas stadija individiem ir pilniba
traucéta atmina, runas un Kognitivas sp&jas, novérojami psihologiski traucgjumi, ka ari
nepiecieSama palidziba ikdienas darbibu veikSana, pieméram, lai apgeérbtos, nomazgatos,
izmantotu labiericibas, tiek trauc€ta sp&ja dzert un norit &dienu (Dharmarajan and Gunturu,
2009). Ta ka smadzenu bojajumi aptver rajonus, kas atbild par motoro funkciju veikSanu
(frontala daiva), pacienti smagas saslimsanas stadija var palikt gulos$i (4/zheimer’s Association
Report, 2018).

Neiroiekaisuma izraisita $iinu bojaeja izraisa smadzenu masas zudumu un atrofiju (7.3.1.
attels). Vispirms patologiskas izmainas skar medialo temporalo daivu, vélak izplesoties Iidz
frontalajiem un parientalajiem smadzenu garozas regioniem (Scharre et al., 2016). Medialaja
temporalaja daiva atrodas entorinala garoza un hipokamps, atrofija $aja smadzenu regiona
ietekm@ atminu nostiprinaSanos smadzengs — veidojas progres€joSs atminas zudums, pasi
ieteikm@jot 1stermina atminu. Jau esoSu atminu atsaukSana jeb ilgtermina atmina, kas atkariga
no smadzenu frontalas daivas un subkortikalajam strukttiram, tiek ietekméta mazak (Hort et
al., 2010). Atrofija parientalaja un frontalaja dala izraisa orientacijas zudumu un sekojoSu

apatiju (Scharre et al., 2016).
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Smadzenes bez patologijas Alcheimera pacientu smadzenes

Smadzenes bez patologijas Alcheimera pacientu smadzenes

PET attels (glikozes utilizacija)

1.3.1. attéls. AD rezultata notiek par atminu un maciSanos atbildigo smadzenu regionu
tilpuma samazinasanas — to saista ar samazinatu Siinu energijas metabolismu. a) AD pacientu
smadzeném (pa labi) salidzinajuma ar veselu cilveku smadzeném (pa Kreisi) var novérot
temporalo un frontalo daivu atrofiju. b) Pozitronu emisijas tomografijas (PET) attela redzama
smadzenu glikozes uznemsana veselai kontrolei (pa kreisi) (sarkana un dzeltena krasa rada augstu
uznemsanas ITmeni). AD pacienta smadzenu (pa labi) PET attéla redzams zems glikozes

metabolisma Iimenis frontalaja garoza un temporalajas daivas (Mattson, 2004).

AD agrinas attistibas formas gadijuma smadzenu atrofija skar arT mugurgjos smadzenu
rajonus — precuneus un muguréjo cingularo garozu. Atipiskas AD formas gadijuma temporalas
medialas daivas atrofija paradas retak, tacu biezak manama atrofija parietalajos, lateralajos,
temporalajos un frontalajos regionos (Gudreniece u.c., 2017).

Epidemiologiskie pétijumi uzrada, ka fiziskam aktivitattm ir pozitiva ietekme uz
smadzenu veselibu, ko var€tu izskaidrot ar plasticitates uzlaboSanu, vaskularizacijas un
neirogenézes stimuléSanu, ka arl iekaisuma samazinasanos un pat amiloida plaksniSu
veidoSanas noveérSanu. Novérots, ka cilvékiem ar augstu fiziskas aktivitates limeni, risks
attistities AD tiek samazinats uz pusi, arT kustigs dzivesveids vecumdienas uzlabo kognitivas
funkcijas (Crous-Bou et al., 2017). Veseliga un sabalanséta diéta, kas ieklauj auglus, darzenus,
pilngraudu izstradajumus, zivis, vistas galu, riekstus un pakSaugus, varétu pasargat no

demences attistibas (Hardman et al., 2016).
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Sociala, intelektuala un kognitiva aktivitate, ka arT augsts izglitibas Iimenis samazina AD
un demences risku, izveidojot kognitivo rezervi. Kognitiva rezerve veicina smadzenu sp€ju
pretoties neiropatologiskiem bojajumiem, pielagojoties apstakliem, efektivi izmantojot
degeneracijas neskartos smadzenu neironu sakaru tiklus. Ta veicina sp&ju veikt ar domasanu
saistitus uzdevumus, neskatoties uz AP un fau proteina akumulaciju (Crous-Bou et al., 2017).
Interesanti, ka bilingualisms var atlikt slimibas sakumu par aptuveni 4,5 gadiem, salidzinot ar
cilvékiem, kas parvalda vienu valodu (Guzmén-V¢élez and Tranel, 2014). Kognitivas rezerves
veidoSanos ietekmé ne tikai izglitibas limenis, bet arT mentali stimul€&joSs darbs un aktivitates

(Stern, 2012).

27



1.4. Diagnostika

2011. gada Nacionalais NovecoSanas Institlits un Alcheimera asociacija atjaunoja
vadlinijas, lai bitu iespgjams atrak diagnosticét slimibu — jau prekliniskaja perioda. Sis
vadlinijas ietver iepriek§ neizmantotus biomarkieru testus (Sperling ef al., 2011). Biomarkieri
ir anatomiski, fiziologiski vai biologiski parametri, ko iesp&jams noteikt in vivo, un kas norada
uz specifiskiem slimibu raksturojosiem patologiskiem procesiem. Ar biomarkieru palidzibu var
noteikt slimibas klatesamibu vai saslim$anas risku (Jack et al, 2011). Sajas vadlinijas tika
izdalitas tris slimibas attistibas stadijas. Pirmkart, prekliniska AD stadija, kura ir sastopamas
izmainas smadzeng€s, bet simptomi vél nav novérojami. Otra stadija, kura sastopamas smadzenu
plasticitates izmainas un MIC, un tresa stadija, kura noveérojami smagi kognitivie traucgjumi,
kas bitiski ietekme atminu un uzvedibu (Sperling ef al., 2011).

Latvijas Neirodegenerativo slimibu asociacijas (LNDSA) 2017. gada izstradatajas AD,
vaskularas demences, Levi kermeniSu demences un frontotemporalas demences kliniskajas
vadlinijjas noteikti Latvija izmantojamie diagnostikas kriteriji. Diagnostika ietver
neiropsihologisko kognitivo sp&ju noteikSanu, tas izp&ta ar neiropsihologisko testu un kognitivo
sp&ju testu. Tiek parbauditi dazadi atminas aspekti, uzmaniba, izpildfunkcija, vizuali telpiska
uztvere, domasana, verbalas sp&jas, kognitivas rezerves.

Latvija veic arT laboratorisku izmekl&Sanu, tatu nepastav rutinas analizes, kas apstiprinatu
AD diagnozi. Tiek izmantoti biomarkieru testi, pieméram, A3 deponéSanas markieri galvas
smadzengs — zems CSS APi.4> limenis un paaugstinats ABi4> markiera limenis PET att&los

norada uz AD attistibu (/.4. 1. attéls).

B C
-
.

1.4.1. attels. PET aksialie smadzenu attéli, izmantojot amiloidu saisto$o ar oglekli 11 [''C]

ieziméto Pitsburga savienojumu B (Pittsburgh Compound B). Dzeltenie un sarkanie rajoni iezZzimé
amiloida saisto§a markiera uzkrasanos, noradot uz amiloida deponésanos. Pacientam ar normalu
kogniciju (A) nav novérojama markiera uzkrasanas, pacientam ar MCI (B) ir novérojama vidéja
apméra markiera uzkrasanas, un pacientam ar AD (C) ir redzama izteikta amioloidu saistosa

markiera uzkrasanas (Petersen, 2011).
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Izmanto arT neirodegeneracijas markierus — palielinatu fosforiléta tau proteina limeni
CSS un samazinatu glikozes metabolismu, ko nosaka ar PET analizi, izmantojot
fluorodeoksiglikozi (FDG-PET). Tiek pielietotas magnétiskas rezonanses attéliegtiSanas (MRI)
metodes, lai noteiktu neirodegeneracijas un smadzenu temporalas un parietalas daivas atrofiju.
MRI ir izvéles atteldiagnostikas metode, ja pastav aizdomas par demenci (/.4.2. attéls).
Iesp&jams veikt arT genétisko testéSanu, lai noteiktu mutacijas APP, PSEN1 un PSEN2 génos.
APOE &4 algles noteikSana netiek uzskatita par lietderigu AD diagnostika (Gudreniece u.c.,

2017).

;
- . . ;"N
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1K =l
1.4.2. attels. Koronalie MRI attéli smadzeném ar normalu k

u ) Ay " -
ogniciju (A), ar MCI (B) un AD

(C). Bultinas norada hipokampa plasticitates izmainas un progreséjosu atrofiju. Progresiju var

noverot sakot no attéla A, talak B un visbeidzot C (Petersen, 2011).
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1.5. Terapija

1.5.1. Paslaik izmantota terapija

Neviens no farmakologiskiem risinajumiem Sobrid nevar apstadinat vai bremzét AD
demences attistibu un neironu bojaeju, kas izraisa specifiskos simptomus (Alzheimer’s
Association Report, 2018). Eiropas Medicinas agentiiras 2018. gada apstiprinatajas AD
arsteSanas vadlinijas galvenie terapijas virzieni ir simptomu izpausmju samazinasana,
neiropatologisko procesu progresijas bremzeéSana, funkcionalo un kognitivo funkciju
uzlaboSana, ka arT psihiatrisko un demences simptomu arstésana.

Latvijas Neirodegenerativo slimibu asociacijas (LNDSA) 2017. gada izstradatajas
Alcheimera slimibas, vaskularas demences, Levi kermeniSu demences un frontotemporalas
demences kliniskajas vadlinijas aprakstita gan farmakologiska, gan ne-farmakologiska AD
arsté$ana, tadu ieteikumi primarai AD profilaksei nav izstradati. Sajas vadlinijas ne-
farmakologiskai terapijai pieSkirta tikpat liela nozime ka medikamentozai arstéSanai
(Gudreniece u.c., 2017). Ne-farmakologiska terapija neieklauj medikamentu izmanto$anu.
Sadu terapiju pielieto, lai uzturétu vai uzlabotu smadzenu darbibu, ikdienas darbibu veik$anas
sp&ju un kopgjo dzives kvalitati. Tapat Sada terapija var tikt pielietota ar mérki samazinat
depresiju un apatiju (Alzheimer’s Association Report, 2018). Viens no ne-farmakologiskas
terapijas veidiem ir mehaniskas atminas un ieradumu izveidoSana, pieméram, izvietojot lietas
strikti noteiktas vietas un nemainot So kartibu. Tapat noderiga ir zinojumu delu lietoSana, kur
apkopota informacija par dienas planiem, izvietoti atgadinajumi un tuvinieku bildes —
izveidojot pacientam ieradumu apliikot So informaciju, ta tiek regulari atgadinata. Att€lus
pacienti biezi vien uztver labak neka mutiski izteiktu informaciju. Atminas zudumu palidz kavéet
ar1 socializ€Sanas, regulars kontakts un diskusijas (Gudreniece u.c., 2017), ka ar1 jaunibas dienu
milakas miuzikas klausiSanas (4lzheimer’s Association Report, 2018). Kognicijas sp&jas uzlabo
aerobikas vingrinajumi, pieméram, peldéSana un pastaigas, jo tiek stimuléta smadzenu
neogenéze (Gudreniece u.c., 2017).

Farmakologiskai arstéSanai LNDSA kliniskajas vadlinijas minétas galvenokart divas
medikamentu grupas — holinesterazes inhibitori un N-metil-D-aspartata (NMDA) receptoru
antagonisti. Holinesterazes inhibitori (Donepezili  hydrochloridum,  Rivastigminum,
Galantamini hydrochloridum) uzlabo pacientu kognitivas funkcijas pacientiem ar méreni un
vidgji izteiktu AD, pozitivi ietekmé atminas saglabaSanos, samazina neiropsihiatriskos
simptomus, pieméram, psihozes un apatiju, ka arf uzvedibas traucgjumus. Sos medikamentus

ieteicams nozimét uzreiz péc diagnozes uzstadiSanas vieglas un mérenas slimibas gadijuma,
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taCu smaga slimibas attistibas stadija holinesterazes inhibitoru lietoSana nav pamatota un nedod
pozitivu efektu.

NMDA receptoru antagonisti (Memantini hydrochloridum) pozitivi ietekmé kognitivas
funkcijas visas AD attistibas stadijas. So medikamentu lieto§ana samazina agresiju,
aizkaitinamibu un uzbudinamibu. Psihiatrisko un uzvedibas simptomu arstéSanai izmanto ari
antipsihotiskos medikamentus (Risperidonum), tos nozimé pacientiem ar izteiktiem un
smagiem psihiatriskiem un uzvedibas simptomiem, ja iepriek§ piemin€to medikamentu
lietoSana Sos simptomus nemazina. Antipsihotisko medikamentu lietoSana un noziméSana
javeic piesardzigi, jo tiem ir nopietnas blaknes, piem&ram, paaugstinats insulta risks,
parkinsonisms, ka ar1 kognitivo funkciju pasliktinaSanas. Depresijas arst€Sanai pacientiem
pielieto selektivos serotonina atpakalsaistiSanas inhibitorus (Sertralinum, Citalopramum,
Escitalopramum, Fluoxitinum) un citus antidepresantus (Gudreniece u.c., 2017).

Nemot véra, ka AD patogenéze saistita ar smadzenu neiroiekaisumu, tad terapija
ierosinats pielietot ar1 nesteroidos pretiekaisuma Iidzeklus (NPL), tomeér kliniskajos pe&tijumos
giitie rezultati uzrada, ka pat gadiem ilga NPL lietoSana nearsté AD, vienigi nedaudz samazina
tas risku. Turklat NPL lietoSana nav lietderiga klinisko simptomu izpausmju mazinasanai MCI

vai v€linas slimibas faze (Rojo et al., 2008).

1.5.2. Jaunu terapiju pétniecibas virzieni

Ka jau minéts, AD paslaik ir nearst€¢jama un medikamentoza terapija tiek lietota
simptomu izpausmju samazinasanai (Folch et al., 2016). Medikamentozas terapijas izstradei
pastav dazadi darbibas virzieni. PaSlaik vairak pétita AD terapija, kas mérkéta uz AP un fau
proteina izraisito patologisko procesu novérSanu. Anti-amiloidas terapijas izstrade mérkéta uz
vairakiem APP metabolisma posmiem — amiloida transportu, sekretazes enzimu modulaciju,
amiloidu agregaciju un noardiSanu. Izstradata ari AP oligomérus saturoSa monoklonala
antiviela, ko ievada pacientam, tada veida stimulgjot organisma imiino atbildi un kav&jot AP
oligoméru agregaciju, veicinot to noardiSanu. Uz tau proteinu balstita terapija ietver tau
proteina fosforilacijas noveérsanu, t€meéjot uz glikogéna sintazes kinazi 3 (GSK3), kas ir viens
no fosforilacija primari iesaistitajiem enzimiem. Tapat ir méginats ieviest mikrotubulu
stabiliz€joSus medikamentus, fau proteina oligoméru veidoSanos inhib&joSus medikamentus,
agregacijas kavetajus, ka arTt monoklonalas antivielas (Kumar ef al., 2015).

Lai gan daudzas AD arstéSanai paredzetas zalu vielas ir sasnieguSas klinisko pétijumu II

fazi, 11l fazeé visbiezak atklatas nopietnas blakusparadibas vai nepietickams terapeitiskais
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efekts, tadel kopS 2003. gada nav apstiprinata neviena jauna zalu viela AD arstéSanai (Hung
and Fu, 2017).

Metformins pieder pie biguanidiem (1,1-dimetilbiguanida hidrohlorids) un ir visbiezak
lietotais oralais pretdiabéta medikaments, kam papildus hipoglikémiskai aktivitatei, piemit ar1
seruma lipidu profilu uzlabojoSa darbiba, hemostazi veicinoSa darbiba, ka ar1 pretiekaisuma
1pasibas (Markowicz-Piasecka et al., 2017). Metformins darbojas ka insulina sensitiz€tajs un
samazina glikozes Itmeni asinis, palielinot tas uznemsanu muskulu §iinas. Tas samazina ari
aknu glikoneogenézi, stimul&jot AMPK darbibu (Campbell ef al., 2017). Ta iedarbiba ietver
1slaicigu svara zudumu un iek§€jo organu tauku slana samazinasanu (Asadbegi et al., 2016).

Metformina biopieejamiba individos atSkiras — pec oralas ievadiSanas ta var biit 50-60%.
Eliminacijas pusperiods ir no 1,5 — 4 stundam. Metformins nesaistas ar plazmas proteiniem un
difundg eritrocitos. Ta izplatibas tilpums svarstas no 63 lidz 276 L péc intravenozas ievadiSanas,
bet peéc oralas regularas metformina 2000 mg dienas devas uznemsanas tas ir apméram 600 L.
Metformins netiek metabolizéts, p&c perorali (po) devas 24 stundu laika 30-50% tiek izvaditi
ar urinu un aptuveni 30% ar féc€m neizmainita veida.

Pedéjo gadu laika zinatnieki pieversusies pétijumiem par metformina iesp&jamu
izmantoSanu tadu neirodegenerativu saslimSanu arstéSana, ka AD, amnistiski MCI un
Parkinsona slimiba. Vairaki zinatniskie pé€tijumi apliecina, ka AD varétu raksturot ka
metabolisma trauc€jumus smadzenés, kuriem raksturigs izjaukts glikozes metabolisms un
utilizacija, nav iesp&jama energijas producésana, ka ari rodas nespé&ja uztvert trofisko faktoru
signalus insulina rezistences deél. Daudzu klinisko pétijumu rezultati apstiprina, ka ilgstosa
metformina lietoSana diab&ta pacientiem uzlaboja to kognitivas funkcijas, salidzinajuma ar
dalibniekiem, kas lietoja citus pretdiabéta medikamentus. Detaliz€ts metformina pozitivas
iedarbibas mehanisms AD pacientu arstéSana nav pilniba skaidrs, tacu zinatnieki apgalvo, ka
AMPK -atkarigo signalcelu aktivacija cilvéka nervu cilmes $tinas varétu biit iemesls metformina
neiroprotektivajai aktivitatei. AMPK ir organismam nozimigs faktors, kas iesaistits lipidu
metabolisma, $tnu glikozes uznemsanas mehanisma un mitohodriju biogenézé. AMPK-
atkarigo signalcelu aktivacija cilvéka nervu cilmes Siinas ir viens no potencialajiem AD
terapijas mérkiem, jo energijas metabolisms ir saistits ar slimibas patogenézi. Turklat atklats,
ka metformins §tinu kulttiru modelos un in vivo izteikti samazina BACEI proteina ekspresiju
un aktivitati, tadejadi samazinot BACE1 S$kelSanas produktu apjomu un AP veidoSanos.
Metformins samazina ari acetilholinesterazes aktivitati un novérS acetilholina degradaciju.
Japiemin arT metformina pozitivas pretiekaisuma un antioksidativas pasibas — in vitro un in
vivo metformins noveér§ oksidativus bojajumus. Tas samazina iekaisuma S§tnu endotélija

adheéziju, IL-1p izraisito proteinkinazes B un mitog€na aktiveétas proteinkinazes (p38) aktivitati.
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Turklat metformins regulé smadzenu Stinu glikozes metabolismu (Markowicz-Piasecka ef al.,
2017).

Vairaki pétijumi liecina, ka metformins noveér§ kognitivos trauc€umus un atminas
zudumu, ka arf palielina neironu dzivotsp&ju un veicina neirogenézi. Pieméram, Alzoubi ef al.
2014. gada pétijjuma ar hronisku L—metionina atminas trauc€jumu modeli, metformins
samazindja kognitivos bojajumus, iesp&jams, samazinot oksidativo stresu hipokampa. Cita
petijuma ar divus gadus vecam zurkam metformins uzlaboja to telpisko atminu Morisa tidens
labirinta testa (Ashrostaghi et al., 2015). Ng et al. veiktaja p&tijuma metformina ilgstosa
lietoSana samazinaja kognitivo trauc€jumu rasanas risku vecakiem diabéta pacientiem, tadel ar1
zinatnieki atbalsta hipot€zi par metformina pielietoSanas pozitivo ietekmi uz kognitivo

simptomu samazinasanu AD terapija (Ng et al., 2014).
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2. STREPTOZOCINA ALCHEIMERA SLIMIBAS MODELIS

Streptozocins (STZ) ir glukozamina-nitrosurea savienojuma atvasinajums, kas iegtits no
augsnes bakterijam Streptomyces achromogenes. Sakotngji tas izstradats ka antibiotikas un
velak ka pretveéza preperats. STZ 1pasibu eksperimentalajiem dzivniekiem inducét diabéta
veidoSanos atklaja 1963. gada, tapéc misdienas to lieto eksperimentalos pétijumos.
Laboratorijja cilveku slimibu izpétei tiek plasi izmantoti grauz&ju modeli, pamatojoties uz
noteiktu lidzibu patologisku procesu attistiba. Kaut gan slimibas modeli netiek uzskatiti par
preciziem un identiskiem slimibas attistibas procesam, kas norisinas cilvékos, pastav
savstarpéjas analogijas. Lai izveidotu slimibas modeli, ir japarzina patologijas attistibas
mehanismi.

STZ ir selektivi toksisks insulinu producgjosajam aizkunga dziedzera B Stnam, tas
iedarbojas saistoties ar zemas afinitates glikozes transporta 2 proteinu (GLUT?2), kas atrodas
Stnu membranas. STZ selektivo iedarbibu uz aizkuga dziedzera [ $tnam var izskaidrot ar to,
ka, atSkirigi citiem nitrosurea savienojumiem, kas ir lipofili un tiek atri uznemti $iinas, STZ ir
mazak lipofils un tas $tinu membranas Skérso ar GLUT?2 transportiera palidzibu.

STZ citotoksicitate lielakoties skaidrojama ar ta DNS alkil€joSo darbibu, kas izraisa Stinu
bojaeju. STZ intracerebroventrikularas (icv) injekcijas izraisa smadzenu masas samazinasanos,
nozimigu AP proteina limena palielinasanos hipokampa, ka ari hipokampa un smadzenu
garozas hiperfosforiléta tau proteina Iimena palielinasanos. Tapat smadzenu audos tiek izraisits
oksidativais stress un trauc€ta mitohondriju darbiba, veicinot Stinu apoptozi. Mitohondriju
bojajumi un oksidativais stress var biit saistiti ar ar glijas Stinu aktivaciju, TNF-o un brivo
radikalu generaciju. Tapat STZ radita hiperglikémija rada oksidativo stresu, veicinot brivo
radikalu veidoSanos. STZ toksicitate ir atkariga no poli (ADP-ribozes) polimerazes (PARP)
klatbiitnes, grauz€ji bez §1 proteina ir rezistenti pret toksinu. Uzskata, ka palielinata ROS
veidosanas organisma patologisku procesu rezultata aktivé PARP. Péc icv STZ injekcijam
smadzen@s tiek noveroti insulina transporta bojajumi, ka ari glikogéna sintazes kinazes-3f3
(GSK3p) paraktivacija, samazinati glikozes transportieru Iimeni un palielinata tau proteina
fosforilacija (Grieb, 2015). Péc icv injekcijas STZ mijiedarbojas ar enzimiem, kas iesaistiti
glikozes metabolisma smadzenés, samazinot glikolizi, un izjauc insulina/IGF (insulinam-
lidzigais augSanas faktors) kaskadi, izraisot insulina rezistenci smadzenés, kas veicina AD
lidzigu simptomu attistibu (Kraska et al., 2012).

Ietekme uz smadzen€m nav tiesa, jo HEB $o transporta proteinu nav. Icv STZ injekcijas
hroniski samazina cerebralo glikozes uznemSanu un izraisa vairakus citus efektus, kas

molekulari, patologiski un uzvedibas zina lidzinas AD. Icv STZ injekcijas tiek izmantotas ka
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ne-transgéns sporadiskas AD modelis un ir pielietots farmakologija pre-kliniskos p&tijumos
jaunu AD terapiju izpéete.

Galvenie AD modela attistibas mehanismi ir saistiti ar insulina rezistences veidoSanos,
kas izraisa neirofribrillaru degeneraciju, samazinot PI3K-AKT signalcela aktivizéSanu un
veicinot GSK3[ paraktivaciju, ka ar traucgjot GLUT1/3 ekspresiju, kas izraisa samazinatu

intraneironalu glikozes metabolismu (Grieb, 2015).
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3. MATERIALI UN METODES

3.1. Dzivnieki

Petijuma tika izmantoti 70 Wistar Zurku tévini svara robezas 280 + 20 g, kas piegadati no
Tartu Universitates laboratorijas dzivnieku centra audz€tavas. Dzivnieki tika turéti Latvijas
Universitates Dabaszinatnu Akadémiska centra eksperimentalajas telpas, speciali aprikotos
individuali ventilg§jamos btros (Scanbur, GM900) — katra bur1 tika turéti 4-5 dzivnieki.
Eksperimentalaja telpa tika ieveérots 12 stundu gaismas—tumsas cikls un uzturéti nemainigi
vides apstakli — gaisa temperatira 21-24°C, gaisa mitrums 55-60%. Dzivniekiem tika
nodroSinata briva pieeja standarta granul€tai laboratorijas baribai (SSriff, V1534-300) un
tdenim ad libitum. Visas eksperimentalas procediiras un dzivnieku apriipe tika veikta saskana
ar Eiropas Savienibas direktivu 2010/63/EU “European Convention for the Protection of
Vertebrate Animals Used for Experimental and other Scientific Purposes” (2010), un
saskanotas ar Partikas un Veterinara dienesta Dzivnieku aizsardzibas €tikas padomi (Riga,

Latvija).

3.2. Eksperimenta dizains

P&c dzivnieku sanemSanas, tiem 7 dienas lava pielagoties jaunajiem apstakliem.
Dzivnieki randomizéti tika iedaliti seSas grupas:

e Citrata buferis (icv) + 0,9% NaCl (per os) (kontroles grupa);

e STZ (icv) + 0,9% NaCl (per os);

e Citrata buferis (icv) + 75 mg/kg Metformins (per os);

e Citrata buferis (icv) + 100 mg/kg Metformins (per 0s);

e STZ (icv) + 75 mg/kg Metformins (per os);

e STZ (icv) + 100 mg/kg Metformins (per os).

Eksperimenta 1. diena tika veiktas operacijas, icv ievadot STZ vai citrata buferi.
Visparigajai anestézijai tika izmantots izoflurans (iemidzinaSanai 3-3.5% un anest€zijas
uzturéSanai 2%) kopa ar N>O un O; maisijumu (70%:30% iemidzinasanai un 50%:50%
uzturéSanai). P€c iemidzinaSanas dzivnieki tika fikseti, izmantojot stereotakses ierici (Stoelting

Inc., ASV). Visu operacijas laiku tika kontroléta dzivnieku kermena temperatira (37 °C).
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Dzivnieku galvaskausa tika izurbti divi caurumi péc $adam koordinatam: +0.72 mm
anterioposteriori, £1.7 mm mediolaterali un -4.0 mm dorsoventrali no bregmas (Paxinos and
Watson, 2007). Ar Hamilton mikroinjekcijas §lirci smadzenés bilaterali tika veikta icv STZ
injekcija (750 pg/10 pL katram dzivniekam) ar atrumu 1 pl./min, katra ventrikult ievadot 5 pL.
Kontroles grupai tika veikta bilaterala icv citrata bufera injekcija, viena ventrikuli ievadot 5 pl.
Adata injekcijas vieta tika atstata vél Smin, lai nodroSinatu vielu absorbciju smadzenu audos.
Operacijas tika veiktas pamatojoties uz Latvijas Universitates Farmakologijas katedra
1zstradatajam standarta operaciju procediiram (SOP nr. 2018/12/11) dzivnieku operacijas laika.

P&c-operacijas perioda dzivnieki tika apraudziti divas reizes diena, péc nepiecieSamibas
nodroSinot atsapinasanu.

No 3. —23. dienai zurkam tika ievadits metformins (per os) 100 mg/kg vai 75 mg/kg, vai
0,9% NaCl skidumsm (per os) (kontroles grupam).

Ik 7 dienas no pirmas metformina ievadiSanas dienas zurkam tika noteikts pre-prandialas
glikozes Iimenis asinis. Test€Sana tika veikta, lai parliecinatos, ka metformins neietekmé zurku
asins glikozes Itmeni. Glikozes ltmena meériSana tika veikta ar Accu Check active (Roche
Diabetes Care, Inc., Vacija) glikometru un testa strémelém. Zurkas tika ievietotas imobilizatora
un zem astes novietots siltuma elements, lai paplasinatu astes vénu un var€tu iegilit asins
paraugu. No astes tika panems 1 piliens asinu (testam vajadzigi 1-2 pL) un uzlikts uz testa
strémeles, ko ievietoja glikometra. Péc literattras datiem veselu zurku pre-prandialais glikozes
ltmenis ir 3,95 + 1,31 mmol/L un post-prandialais glikozes limenis — 5,65 + 1,63 mmol/L
(Wang et al, 2010). Testesanas rezultati uzradija, ka ne metformina 75 mg/kg deva, ne 100
mg/kg deva periféro glikozes Iimeni zurkam neietekméja (dati nav uzraditi).

P&c vielu ievadisanas sekoja socialas atpaziSanas testi (social recognition tests), ko veica
2 dienas (rezultati redzami Ievas Laubes bakalaura darba).

26. — 29. diena norisinajas Morisa tidens labirinta (Morris water maze) testi — vienai zurkai
diena tika veikti cetri Morisa tidens labirinta testi (rezultati redzami Aleksandras Gzibovskas
magistra darba)

31. eksperimenta diena tika veikta perfuzija, smadzenu izdaliSana, un uzglabasana -80°C

gradu temperatiira l1dz nakamajai eksperimenta dalai (3.2.1. attéls).
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3.2.1. attéls. Eksperimenta dizaina shema.

3.3. Metformina ievadi§ana

Metformina ievadiSana eksperimenta dzivniekiem tika veikta perorali (po) ar gastralo
zondi. Sada vielu ievadi$anas metode laboratorijas dzivniekiem ir plasi izmantota (Turner et
al., 2011). Tika izmantota piemérota izméra neriis§josa t€rauda gastrala zonde (3.3.1. attéls),
kas pirms proceduras tika steriliz€ta. Ta ka metode var izraisit dzivniekiem stresu, pirms
procediiras Zurkas tika paturtas rokas un nomierinatas. Dzivniekus pirms vielas vadiSanas
maigi satvéra aiz skausta, lai ierobezotu to galvas kustigumu, bet saglabajot iesp&ju paust
tilpumu iepildija §lirce, kuras gala pievienota gastrala zonde. Turot zZurku vertikala stavokli,
gastralas zondes galu maigi virzija riklé gar mutes kaktinu, lai Zurka to noritu (3.3.1. attéls).
Kad zonde sasniedza kungi, ievadija vielu.

Ja sastopama rezistence un Zurka izrada redzamu diskomfortu, iesp&jams, ka gastrala
zonde iekluvusi traheja un ta ir nekavgjoties jaiznem, vielu nedrikst ievadit, ja ir aizdomas, ka
zonde skarusi traheju. Sadam vielas ievadiSanas veidam nav ieteicams izmantot anestéziju, jo
tada gadijuma nav iesp&jams noverot dzivnieka atbildi uz ievadiSanu, jo pareiza gastralas

zondes izmantoSana neizraisa bojajumus.
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3.3.1. attéls. Vielu ievadiSana ar gastralo zondi. A) Gastralas zondes garums tiek izvéléts, lai

sniegtos no Zurkas mutes lidz péd€jai ribai. B) Gastralo zondi ievada Zurkai esot vertikala

stavokli, maigi virzot zondi gar mutes kaktinu, lai Zurka to norij.

3.4. Paraugu sagatavosana

Pirms smadzenu paraugu sagatavoSanas, smadzenes iznem no antiftiza (antifreeze)
Skiduma, kas pagatavots no sukrozes, etilénglikola un natrija fosfata Skiduma, péc tam tas
vismaz diennakti notur 30% sukrozes Skiduma 4°C, lai nodroS$inatu krioprotekciju. GrieSanai
izveletos smadzenu audus pielimé pie platformas ar Jung Tissue Freezing Medium audu limi
un sagaida, kamer ievakta smadzenu dala nekustigi turas pie platformas. Smadzenes griez
kriostata aptuveni -25°C temperatira 30 pum biezuma, ievacot smadzenu hipokampa un
frontalas garozas griezumus, koordinatas tika izvéletas balstoties uz atlasu “’The Rat Brain in
Stereotaxic Coordinates’’ (Paxinos and Watson, 2007). Sagrieztos paraugus uzglaba 24 bedrisu
(4 x 6) platite antifriza Skiduma pie -20 °C, katra bedrite liekot 5 secigus paraugus (3.4. 1. attéls).
Paraugu ievakSanas seciba (mm no Bregmas):

e +2.16 mm frontalas garozas griezumi;

e -3,0 mm hipokampa paraugi.
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3.4.1. attels. Smadzenu grieSana Kriostata (-25°C) un secigu frontalas garozas un hipokampa

paraugu ievaksana.

3.5. Reagenti

Imunohistokimiskaja analize ka primaras antivielas tika izmantota monoklonala peles
antiviela pret glijas fibrilaro skabo protetnu GFAP (G3893, Sigma Aldrich, ASV) un ar
neironu augsanu saistita proteina GAP43 (B-5) monoklonala peles IgG antiviela (sc17790,
Santa Cruz Biotechnology, ASV). Tika izmantots kazas producétais peles antivielu
ExtrAvidin ® peroksidazes krasosanas komplekts (EXTRA2-1KT, Sigma Aldrich, ASV), kura
sastava ir sekundara antiviela — kazas producetais pret-pelu Ig biotina konjugats (B6398) un
peroksidazes konjugats (E8386). Paraugu krasoSana tika veikta ar 3,3'-diaminobenzidinu
(DAB Chromogen Kit) (06522, Sigma Aldrich, ASV), izmantots 3% tidenraza peroksids
(31642, Sigma Aldrich, ASV), nikela amonija sulfats (11341849, Alfa Aesar, ASV).

Izmantots streptozocins (S0130, Sigma Aldrich, ASV).
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3.6. Imunohistokimiska analize

Izmantojot imunohistokimisko analizi iesp&jams noteikt plasa spektra Stinu vai audu
antigénus, sakot ar aminoskab&m un proteiniem, [idz pat infekciju izraisitajiem un specifiskam
Stinu kultiram. Metode ietver audu parauga sagatavoSanu un apstradi, piemeéram, nespecifisko
antivielu saistiSanas vietu blokéSanu, endogéno peroksidazu blokéSanu, specifisko saistiSanas
vietu atsegSanu, parauga inkub&Sanu ar primarajam un sekundarajam antivielam, ka ari
iekrasoSanu. Apstradei seko audu paraugu mikroskopéSana un att€lu iegtSana, datu
interpret€Sana un analize. Kopuma imunohistokimija ietver daudzas metodes, kas
izmantojamas audu parauga satura noteikSanai ar specifiskdm antivielam, ko iesp&jams

vizualizet iekrasojot (3.6.1. attéls) (De Matos et al., 2010).

Brins krasojums

g \tff‘ AL DAB 7 ™
SO ST
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i a : = st & cheimera slimibas skartu
Sunas audu parauga Antigéns PaVaVSy GRPVSN mikroskopa redzamas briina krasa smadzequ audos

3.6.1. attéls. Imunohistokimiskas analizes pamatprincips. Audu paraugs tiek apstradats ar
meérkproteiniem specifisku primaro un sekundaro antivielu, tad tiek inkub@ts ar peroksidazes
konjugatu un iekrasots ar DAB hromogeénu, iegiistot briinu krasojumu. Iekrasotus paraugus

apskata mikroskopa un uznem attélus (The Human Protein Atlas, 2018).

3.6.1. Antivielu imunohistokimiska analize

Smadzenu audu koronaros griezumus skalo 1x TBS-T (#ris-buffered saline — Tween 20)
bufert 3 x Smin. Audu skaloSanai parasti izmanto aptuveni 20 mL bufera.

Lai paraugs kvalitativak iekrasotos, veic specifisko antivielu saistiSanas vietu atsegSanu,
karsgjot tos idens vanna 95°C temperatiira citrata bufera Skiduma (pH=6) 10 min, tad paraugus
atdzese istabas temperatiira un atkartoti skalo ar 1x TBS-T buferi 3x5min.

Veic inkubgSanu ar primaro antivielu (atSkaidijuma 1:1000), tumsa vieta temperatiira 20

h. P&c inkubé&Sanas paraugus skalo ar 1x TBS-T buferi 3 x 5 min.
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Paraugus inkubé ar sekundaro antivielu (atSkaidijuma 1:500), uz kratitaja istabas
temperatiira 90 min. P&c inkubéSanas skalo ar 1x TBS-T buferi 3 x 5 min.

Veic inkub&sanu ar peroksidazes konjugatu (atSkaidijums 1:1000) istabas temperatiira uz
kratitaja 90 min. Paraugus skalo ar TBS-T buferi 3x10 min.

Veic paraugu krasoSanu ar 3,3'-diaminobenzidinu (DAB), izmantojot 14 mL DAB bufera,
kam pievieno 7 pilienus DAB hromogéna. Ties1 pirms krasoSanas pievieno 28uL 30% tidenraza
peroksida un 600 pL 20x 1% nikela amonija sulfata Skiduma. Nemot veéra, ka DAB ir
kancerogeéns, procediru veic loti uzmanigi, izmantojot sejas aizsargmasku un cimdus. Paraugus
ar DAB kraso ~1-2 min un tad 2x10 min skalo ar 20 mL 0.05 M natrija fosfata bufera Skidumu.

Paraugus liek uz priekSmetstikliniem — uz viena priekSmetstiklina novieto 2 secigus
paraugus — un liek diennakti Zavéties inkubatora pie 37°C. NoZuvuSus paraugus parklaj ar
segstiklinu, izmantojot audu Iimi (DPX Mounting Media).

Katram biomarkierim tika izmantots visatbilstosakais imunohistokimiskas analizes
protokola veids, lai iegttu iesp&jami kvalitativakus un precizakus datus. Lai noteiktu, vai
katram markierim izmantota specifiska antiviela un vai eksperiments veikts precizi, tika
izmantota negativa kontrole (paraugi netika apstradati ar primaro antivielu).

Visu paraugu imunohistokimiska analize tika veikta vienlaicigi.

3.7. Mikroskopésana un atteélu uznemsana

MikroskopéSanai un att€lu uzpemSanai tika izmantots sken&joSais mikroskops
Pannoramic Midi 1l (3HISTECH, ASV) (ar 20x sakotngjo palielinajumu). Uznemot att€lus,
priekSmetstiklini tika Sifréti. Visiem paraugiem tika izmantots vienads apgaismojums, ka ari
vienadi kameras iestatijumi. Hipokampa un smadzenu garozas paraugu atteli tika uznemti ar

kopgjo palielinajumu 40x Pannoramic Viewer programma (3.7.1. attéls).
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3.7.1. attéls. Farahgﬁ “attéla ;(kopéjais palielindjums 40x) uznemsSanas piemérs ar

Pannoramic Viewer programmu.
3.8. Attelu apstrade un statistiska analize

Paraugos tika analiz€ta smadzenu garoza un hipokampa cornu ammonis (CA1, CA2) un

dentate gyrus (DG) regioni. Att€lu analizei izmantota Image.J attélapstrades programma (3.8. 1.

attels).
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3.8.1. attéls. Parauga attcla apstrades piemérs ar ImageJ attélapstrﬁdes progrémmil. Analizétie

smadzenu regioni: CA1l - cornu ammonis 1, CA2 - cornu ammonis 2, DG - dentate gyrus.
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Visiem paraugu attéliem tika pieméroti 32 biti un krasas intensitates slieksnis (¢treshhold)
— starp att€liem bija pielaujamas svarstibas 10 iedalu diapazona, visus att€lus invert€ja. Tika
lestatiti mérfjumu parametri — laukums (area), laukuma procenti (area fraction),
standartnovirze (standard deviation), minimalas (min) un maksimalas (max) vertibas un vidgja
vertiba (3.8.2. attéls). leglitie merijumi tika sagrup€ti un dati apvienoti tabulas izklajprogramma

Microsoft Office Excel 2016.

[Mean [StaDev [Min_ |max -
1872 69454 21.712 6667 252333

3.8.2. attels. Parauga attéla apstrades piemérs ar ImageJ attelapstrades programmu.

Datu statistiska analize veikta izmantojot statistiskas datu apstrades programmu
GraphPad Prism 6.0 (GraphPad Software Inc, ASV). Rezultati tika analizéti, izmantojot
vienvirziena ANOVA testu un Sidaka post-testu. Par statistiski ticamiem tika uzskatiti dati,

kuru p vértiba bija mazaka par 0,05 (p < 0,05).
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4. REZULTATI

Saja pétijuma STZ-izraisita AD tipa modela zurkam tika perorali ievadits pretdiab&ta
medikaments metformins 75 mg/kg vai 100 mg/kg deva. Zurku smadzenu griezumos noteicam
specifisku neiroiekaisuma un neironalas plasticitates proteinu ekspresijas izmainas hipokampa
un smadzenu garoza. Analiz€jam iekaisuma apmeru ar astrocitu paraktivacijas markieri GFAP
un smadzenu plasticitates izmainas, izmantojot GAP43 biomarkieri. Proteinu ekspresijas
izmainas tika noteiktas ar imunohistokimiskas analizes metodi.

Imunohistokimiska analize tika veikta ieveérojot gan telpu, gan personigas higi€nas
nosacijumus, lietojot aizsarglidzeklus darba ar kancerogéniem, kairinosam un gaistoSam
vielam. Tika ieveroti buferSkidumu pagatavoSanas un uzglabaSanas noteikumi un antivielu
uzglabasanas nosacijumi. Lai noverstu nespecifiska signala analiz€Sanu, visam antivielam tika
veikta negativa kontrole (paraugi netika inkubgti ar primaro antivielu).

Pienemto apzim&jumu saraksts:

SAL - 0,9 % NaCl skidums

aCSF — citrata buferis

STZ — streptozocins

M75 — metformins 75 mg/kg

M100 — metformins 100 mg/kg

CA1/2 — cornu ammonis 1/2

DG — dentate gyrus

4.1. Metformina ietekme uz astrocitu aktivitati STZ- izraisita AD tipa modela Zurku

hipokampa un smadzenu garoza

STZ palielinagja GFAP ekspresiju smadzenu hipokampa (CA1 un DG regionos), kas
norada uz ta neiroiekaisuma veicinoSajam 1pasSibam. Péc imunohistokimiskas analizes datiem
metformins kopuma neuzradija tendenci samazinat astrocitu aktivitati arst€Sanas grupas (M75
+ STZ un M100 +STZ). Statistiski nozimigas GFAP ekspresijas izmainas noveérojamas tikai

viena grupa (M75 + STZ) hipokampa DG regiona.
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4.1.1. attels. GFAP ekspresijas izmainas Zurku modelu smadzenu garoza. A) Attéla redzama

GFAP ekspresija grupam: SAL + aCSF, SAL + STZ, M75 + aCSF, M100 + aCSF, M75 + STZ,
M100 + STZ. Atteli iegiiti, izmantojot 40x palielinajumu, attélu mérogs — 100 um (mazajam
attelam izmantots 60x palielinajums un merogs ir 50 pum). B) Nav noverojama statiski nozimiga

atSkiriba starp kontroles (SAL + aCSF), modela kontroles (SAL + STZ) un metformina abu devu
kontroles (M75 + aCSF, M100 + aCSF), ka ari arstéeSanas (M75 + STZ, M100 + STZ) grupam.
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4.1.2. attels. GFAP ekspresijas izmainas Zurku modelu hipokampa CAl regiona. A)
Redzams, ka astrocttu aktivacijas markiera GFAP ekspresija kontroles grupa (SAL + aCSF) ir
mazaka neka modela kontroles grupa (SAL + STZ), kas apstiprina, ka STZ veicina
neiroiekaisuma veidoSanos. Audu iekrasoSana veikta ar DAB. Atteli uznemti ar 40x
palielinajumu, mérogs 100 um. B) Novérojama statistiski nozimiga atSkiriba starp kontroles (SAL
+ aCSF) un modela (SAL + STZ) grupu (**p<0,01). Metformina 75 mg/kg deva uzrada tendenci

samazinat GFAP ekspresiju.
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4.1.3. attels. GFAP ekspresijas izmainas Zurku modelu hipokampa CA2 regiona. A) Attela
redzams, ka modela kontroles grupa (SAL + STZ) GFAP ekspresija ir lielaka un krasojums
intensivaks, neka kontroles grupa (SAL + aCSF) vai metformina kontroles grupas (M75 + aCSF,
M100 + aCSF). Smadzenu audu paraugi iekrasoti ar DAB. Attéli uznemti ar 40x lielu

palielinajumu, attélu mérogs ir 100 pm. B) Nav novérojama statistiski nozimiga atsSkiriba grupu

starpa.
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4.1.4. attels. GFAP ekspresijas izmainas Zurku modelu hipokampa DG regiona. A)
Novérojama atskiriba starp astrocitu aktivitati kontroles grupa (SAL + aCSF) un modela grupai
(SAL + STZ), kas norada uz izdevuSos modeli. Attélos redzams intensivaks Kkrasojums ari
arstéSanas grupas (M75 + STZ, M100 +100). Atteli iegiiti, izmantojot 40x lielu palielinajumu,
mérogs ir 100 um. B) Pastav statistiski nozimiga atSkiriba starp kontroles (SAL + aCSF) un
modela (SAL + STZ) grupu (**p<0,01), modela kontroles grupa GFAP ekspresija ir lielaka.
Statistiski ticama atSkiriba novérojama ari metformina 75 mg/mg arstéSanas grupa (M75 + STZ)

salidzinot ar bojajuma kontroli (SAL+STZ) (#p<0,05).

4.2. Smadzenu neironalas plasticitates izmainas STZ-izraisita AD tipa modela Zurku

hipokampa un smadzenu garoza

Tika novérota neironalas plasticitates markiera GAP43 samazinata ekspresija STZ
ietekmé smadzenu garoza un hipokampa, kas norada uz to, ka STZ ietekmé neironalo
plasticitati un modelis ir izdevies. Metformina (M100 + STZ) tendence samazinat STZ
izraisitos neironalas plasticitates trauc€jumus novérojama tikai smadzenu hipokampa CA2
regiona. Pargjos hipokampa regionos un garoza metformina devas (75 mg/kg un 100 mg/kg)

nenoveérsa STZ izraisito neironalas plasticitates samazinajumu.
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4.2.1. attels. GAP43 ekspresijas izmainas Zurku modelu smadzenu garoza. A) Attela
redzama GAP43 neironalas plasticitates markiera ekspresijas izmainas starp grupam — SAL +
aCSF (kontrole), SAL + STZ (modela kontrole), M75 + aCSF, M100 + aCSF (metformina
kontroles grupas) M75 + STZ, M100 + STZ (arstéSanas grupas). Imunohistokimiska iekrasoSana
veikta ar DAB, izmantots 40x liels palielinajums, attéla meérogs ir 100 pm. B) Novérojama
statistiski nozimiga atSkiriba starp kontroles grupu (SAL + aCSF) un bojajuma kontroles grupu
(SAL + STZ), GAP43 vairak ekspresets kontroles grupa, kas norada, ka STZ samazina neironalo

plasticitati smadzenu garoza (**p<0,01).
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4.2.2. attels. GAP43 optiskas ekspresijas izmainas Zurku modelu hipokampa CA1 regiona.
A) Paraugiem veikta imunohistokimiska analize, tie iekrasoti ar DAB, izmantots 40x
palielinajums. Attéla mérogs ir 100 pm. B) Starp grupam nepastav statistiski nozimiga atSkiriba

GAP43 ekspresija.
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4.2.3. attels. GAP43 optiskas ekspresijas izmainas hipokampa CA2 regiona. A) Paraugiem

veikta imunohistokimiska analize. Attélu iekrasoSanai pielietots DAB, izmantots 40x liels
palienajums, attelu merogs ir 100 pm. B) Redzama statistiski nozimiga atSkiriba metformina 100

mg/kg devas arstéSanas grupai (M100 + STZ) salidzinot ar bojajuma kontroles grupu (SAL +
STZ) (#p<0,05).
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4.2.4. artels. GAP43 optiskas ekspresijas izmainas hipokampa DG regiona. A) Audu
paraugu krasosana veikta ar DAB, izmantots 40x palielinajums, mérogs 100 pm. B) Starp

kontroles grupu (SAL + aCSF) un modela kontroles grupu (SAL +STZ), kur ta ir samazinata,

kas liecina, ka STZ trauce neironalo plasticitati un modelis ir izdevies (**p<0,01).
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5. DISKUSIJA

Lai gan pirmo reizi AD diagnostic€ta jau pagajusa gadsimta sakuma, 1906. gada, kad So
slimibu identific§ja vacu psihiatrs Alois Alzheimers, ta joprojam ir nearst€jama
neirodegenerativa saslimsana un c€lonis Iidz pat 60 — 70% visu demences gadijumu. Turklat,
nemot vera, ka populacijas vid€jais vecums pedeja gadsimta laika ir pieaudzis, ar1 slimibas
izplatiba strauji augusi, palielinajusas arst€Sanas izmaksas un socialais slogs (Hung and Fu,
2017).

Paslaik medikamentoza terapija paredz€ta simptomatiskai arsteéSanai, galvenokart
pielietoti acetilholinesterazes inhibitori (rivastigmins, galantamins un donepezils) un
memantins (NMDA receptoru antagonists). Sie medikamenti nearsteé AD, ka ari neapstadina
demences attistibu — to lietoSana pamatojas uz kognitivo funkciju veicinaSanu un uzturéSanu,
ka ar acetilholina Itmena regulaciju (Hung and Fu, 2017). Jau vairak neka 15 gadus nav
registréti jauni medikamenti, kuru indikacija batu AD arstéSana — vairakums zalu vielu klinisko
petijumu izradas neveiksmigi II vai III kliniskaja fazé (Hung and Fu, 2017). Nemot véra, ka
jaunu medikamentu ievie$ana kliniskaja praksg ir laikietilpigs un sarezgits process, tapec biezi
vien tiek pétits jau esoSu medikamentu pielietojums vél neapstiprinatam indikacijam.

P&tijuma analiz€jam pret-diab&ta medikamenta metformina efektus uz neiroieksisumu un
smadzenu neironalo plasticitati smadzenu garoza un hipokampa regionos. Hipokamps ir viens
no pirmajiem smadzenu regioniem, ko skar AD, tas atrodas smadzenu medialaja temporalaja
daiva. Sis daivas atrofija izraisa AD raksturigu progresgjosu atminas zudumu, jo Tpasi traucgjot
Istermina atminas veidoSanos. Bojajums $aja smadzenu regiona ietekmé atminu nostiprinasanos
smadzenés (Hort et al., 2010). AD pacientiem hipokampa noverojams sinapsu zudums, turklat
§1s plasticitates izmainas korel€ ar kognitivo funkciju traucgjumu apjomu (Mufson ef al., 2015).
Patologiskas izmainas hipokampa ir c€lonis atminas trauc€jumiem, bet smadzenu garozas
izmainas saistitas ar orientacijas zudumu un apatiju (Scharre et al, 2016). Saja pétijuma
izmantojam STZ-izraisita AD tipa modela zurkas. STZ icv injekcijas izraisa AD raksturigu
smadzenu atrofiju (Grieb, 2015).

Saja darba tika analizétas 6 grupas: SAL + aCSF, SAL + STZ, M75 + aCSF, M100 +
aCSF, M75 + STZ, M100 + STZ. Ka neiroiekaisuma markieri izmantojam specifiska astrocitu
proteina GFAP ekspresijas izmainas. STZ bojajuma modela kontroles grupa (SAL + STZ)
uzradija tendenci palielinat GFAP ekspresiju hipokampa, ipasi CA1l un DG regionos. Ir
pieradits, ka neiroiekaisuma, kas attistas AD pacientu smadzenés, iesaistas glijas Siinas.
Astrogliozes rezultata, kas rodas astrocitu paraktivacijas gadijuma, tiek neatgriezeniski bojati

smadzenu audi (Li ef al., 2011). GFAP ir viens no plasak izmantotajiem markieriem astrocitu
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reaktivacijas noteikSanai (Fagan and Perrin, 2012). Rezultati liecina, ka STZ izraisa
neiroiekaisumu, tapéc bojajuma modelis ir izdevies. Metformina (75 mg/kg) ietekme uz
astrocitu aktivitati noveérojama tikai hipokampa DG regiona, bet metformina 100 mg/kg
arstéSanas grupa nav noverojama astrogliozes samazinasanas neviena no apskatitajiem
smadzenu regioniem.

Lai noskaidrotu metformina ietekmi uz neironalas plasticitates izmainadm STZ-izraisita
AD tipa modela Zurkas, izmantojam GAP43 — ar neironalo plasticitati saistitu protetnu, kura
ekspresija tiek palielinata neironalas attistibas un sinapSu veidoSanas laika, tapat ar1 atminu
nostiprina§anas un macisanas procesos. Sis proteins lielaka koncentracija atrodams ar atminu
un kogniciju saistitos regionos — hipokampa, smadzenu garoza un subkortikalajas strukttiras
(Rahmati and Kazemi, 2019). Rezultati liecina, ka STZ trauce neironalo plasticitati smadzenu
garoza un hipokampa, samazinot GAP43 Iimeni. Metformina 100 mg/kg deva uzradija tendenci
uzlabot neironalo plasticitati hipokampa, palielinot GAP43 ekspresiju. Garoza §1 proteina
ekspresijas izmainas grupu starpa netika noveérotas.

Lai parbauditu metformina devu (75mg/kg un 100 mg/kg) iesp&jamo toksicitati, petijjuma
tika ieklautas ta kontroles grupas (M75 + aCSF, M100 + aCSF). Metformins kontroles grupas
neuzradija nozimigu statistisku atSkiribu salidzinajuma ar kontroles grupu (SAL + aCSF). Tas
pierada, ka metformins 75 mg/kg un 100 mg/mg deva neveicina astrocitu aktivéSanos un
neiroiekaisuma attistibu, ka art negativi neietekmé smadzenu neironalo plasticitati.

Jau ieprieks veikti petijumi, kuros ar dazadu markieru palidzibu noskaidrota metformina
ietekme uz kognitivajam funkcijam. Bhutada ef al. pétijuma 2011. gada tika noteikts oksidativa
stresa apjoms, vadoties péc glutationa limena un lipidu peroksidacijas pakapes, ka art apskatitas
holinergiskas sistémas funkcijas, izmantojot holinesterazes (ChE) aktivitati ka markieri. Saja
pasa petijuma STZ diabéta zurku modelim tika noveéroti atminas un macisanas traucgjumi, kas
saistiti ar lipidu peroksidaciju un ChE aktivitati. Hroniska arstéSana (30 dienas) ar metformina
devu 500 mg/kg ieveérojami uzlaboja kognitivas funkcijas, samazinaja oksidativo stresu un ChE
aktivitati. Statistiski nozimigs efekts uz ChE aktivitates samazinasanu, ievadot metformina
devu 500 mg/kg slaicigi (5 dienas), netika noverots. Misu petijuma metformins tika ievadits
21 dienu, izmantojot devas 75 mg/kg vai 100 mg/kg, kas ir daudz mazakas neka izmantoja
Bhutada et al.

Nemot vera, ka hroniska neiroiekaisuma veidoSanas ir ilgstoss process, iespgjams, ka tris
nedélu metformina terapija, ka tas bija misu petijuma, varétu biit parak isa, lai spetu ietekmét
neiroiekaisuma procesus. Turklat ta, ka neiroiekaisums traucé neironalas regeneracijas
procesus (Li ef al., 2011) un pastav korelacija starp neiroiekaisumu un neironalas plasticitates

izmainam, metformins, lidzigi ka neiroiekaisumu, nesp€ja ietekmét ar1 neironalo plasticitati.
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Sis darbs ir dala no plasaka pétijuma, kura apskatiti arf citi markieri un veikti uzvedibas
testi. Veikti Morisa tidens labirinta (Morris water maze) testi un socialas atpaziSanas testi
(social recognition tests), ka ar1 noteikta glikozes homeostaze iesaistitu proteinu ekspresija
(GLUT3 un GSK3) ar Western blot metodi. GLUT3 un GSK3 ekspresijas analize uzradija, ka
metformins pozitivi ietekmé glikozes metabolismu un transportu smadzenu audos (rezultatus
skatit Aleksandras Gzibovskas magistra darba). Tadé] domajams, ka metformina pozitiva
iedarbiba uz AD simptomu samazinaSanu var€tu biit saistita ar glikozes metabolisma
normaliz&$anu un transporta kontroli. Sie nav pétijuma gala rezultati, iegiito audu paraugu
analize turpinas. Lai preciz€tu imunohistokimiskas analizes datus, tiks veikta papildus paraugu
analize, palielinot biologisko atkartojumu skaitu (n skaitu).

Literatiiras dati par metformina ietekmi uz CNS un ta potencialo darbibu AD arsteéSana ir
ierobezoti. Parsvara veikti in vitro petijumi, tacu in vivo petijumi lielakoties ir istermina un tajos
izmantoti relativi jauni dzivnieki (Markowicz-Piasecka et al., 2017). Sis ir pirmais p&tijums,
kura metformina iedarbiba parbaudita AD tipa dzivnieku modelr.

Kopuma péc iegiitajiem datiem tiecamies domat, ka metformins neietekmé GFAP un
GAP43 ekspresiju, jo ta neiroprotektivas darbibas mehanisms nav versts uz neiroiekaisuma vai
neironalas plasticitates procesiem. Tadeé] pétijums jaturpina, lai noskaidrotu caur kadu

mehanismu metformins realiz€ ta neiroprotektivo efektu.
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1.

6. SECINAJUMI

Metformina devu (75 mg/kg un 100 mg/kg) ietekme uz GFAP un GAP43 ekspresiju
smadzengs ir minimala. Tas nesamazina astrocitu paraktivaciju (neietekmé GFAP
ekspresiju) un neatjauno neironalo plasticitati (neizmaina GAP43 ekspresiju).

Petijums kopuma liecina, ka pretdiabéta medikaments metformins neietekmé STZ-
izraisitos smadzenu neironalas plasticitates trauc€jumus un nesamazina astrocitu
hiperaktivaciju AD tipa modela Zzurkas.

Petfjums jaturpina, lai noskaidrotu metformina neiroprotektivas darbibas mehanismu,
pieméram, parbaudot ietekmi uz smadzenu neirotrofisko faktoru BDNF (brain-derived
neurotrophic factor), sinaptisko plasticitati (sinaptofizinu 1), mikroglijas paraktivacijas
markieri Iba-1 (ionized calcium binding adapter molecule 1) un citiem specifiskiem

biomarkieriem.
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PIELIKUMI



1. pielikums
GFAP imunohistokimijas protokols

1. Paraugus skalo ar 1x TBS-T buferi 3x10 min, katram traucinam izmantojot aptuveni 20
mL bufera.

2. Paraugus karsé 95°C citrata bufert 10 min, izmantojot Gidens termostata vannu. Audus
neliek auksta citrata buferi, bet pirms tam to pasilda.

Atdzesg€ istabas temperatiira TBS-T buferi.

4. Paraugus skalo TBS-T buferi 3x5 min.

Pagatavo primaras antivielas (Monoclonal mouse-anti GFAP, G3893) atSkaidijumu
1:1000. Vienam traucinam izmanto 12 — 15 mL antivielas Skiduma (uz 10 mL TBS-T
bufera nem 10 uL antivielas).

6. Inkubé ar primaro antivielu (Monoclonal mouse-anti GFAP, G3893) at$kaidijuma
1:1000 istabas temperatiira 20 h tumsa vieta.

7. Paraugus skalo TBS-T bufert 3x5 min, katram traucinam izmantojot aptuveni 20 mL
bufera.

8. Pagatavo sekundaras antivielas (Anti-mouse Ig Biotin Conjugate, B6398) atSkaidijumu
1:500. Vienam traucinam izmanto 12 — 15 mL antivielas $kiduma (uz 10 mL TBS-T
bufera nem 20 uL antivielas).

9. Inkubg paraugus ar sekundaro antivielu 1:500 istabas temperattira 1,5 h.

10. Paraugus skalo ar TBS-T buferi 3x5 min (izmanto aptuveni 20 mL katram traucinam).

11. Pagatavo peroksidazes konjugata (ExtrAvidin® Peroxidase Conjugate, E8386)
atSkaidijumu 1:1000. Katram traucinam izmanto 12 — 15 mL antivielas $kiduma (uz 10
mL TBS-T bufera nem 10 uL antivielas).

12. Paraugus skalo ar TBS-T buferi 3x10 min.

13. Pagatavo DAB Chromogen $kidumu — vienam traucinam nem 14 mL DAB buferi, 7
pilienus DAB Chromogen krasvielu, Skidumu filtré. Pedg€jo tieSi pirms krasoSanas
pievieno 28 pL 30% H»0,. Skidumu jaizmanto tiilitgji pec 30% H»0: pievienosanas!

14. Veic paraugu krasoSanu ar pagatavoto DAB Chromogen Skidumu lidz ieglts
vajadzigais krasojums 1-2 min. Krasojot obligati izmanto aizsargcimdus un masku, jo
DAB krasviela ir kancerogéna.

15. Paraugus skalo 2x10 min ar 0,05 M natrijas fosfara buferi.

16. Audu paraugus liek uz priekSmetstikliniem un zave 37°C.

NB! Paraugiem inkub&Sanas un krasoSanas laika nedrikst laut izzit! Uzrauga, lai audi bitu

pilniba iemeérceti Skiduma un nav salipusi!



2. pielikums
GAP43 imunohistokimijas protokols

1. Paraugus skalo ar 1x TBS-T buferi 3x10 min, katram traucinam izmantojot aptuveni 20
mL bufera.

2. Paraugus karsé 95°C citrata bufert 10 min, izmantojot tidens termostata vannu. Audus
neliek auksta citrata buferi, bet pirms tam to pasilda.

Atdzesg€ istabas temperatiira TBS-T buferi.

4. Paraugus skalo TBS-T buferi 3x5 min.

Pagatavo primaras antivielas (monoclonal mouse-anti IgG antibody (B-5), sc17790)
atSkaidijumu 1:1000. Vienam traucinam izmanto 12 — 15 mL antivielas $kiduma (uz 10
mL TBS-T bufera nem 10 uL antivielas).

6. Inkub@ ar primaro antivielu (monoclonal mouse-anti IgG antibody (B-5), sc17790)
atSkaidijuma 1:1000 istabas temperattra 20 h tumsa vieta.

7. Paraugus skalo TBS-T bufert 3x5 min, katram traucinam izmantojot aptuveni 20 mL
bufera.

8. Pagatavo sekundaras antivielas (Anti-mouse Ig Biotin Conjugate, B6398) atSkaidijumu
1:500. Vienam traucinam izmanto 12 — 15 mL antivielas $kiduma (uz 10 mL TBS-T
bufera nem 20 uL antivielas).

9. Inkubg paraugus ar sekundaro antivielu 1:500 istabas temperattira 1,5 h.

10. Paraugus skalo ar TBS-T buferi 3x5 min (izmanto aptuveni 20 mL katram traucinam).

11. Pagatavo peroksidazes konjugata (ExtrAvidin® Peroxidase Conjugate, E8386)
antivielas atSkaidijumu 1:1000. Katram traucinam izmanto 12 — 15 mL antivielas
Skiduma (uz 10 mL TBS-T bufera nem 10 pL antivielas).

12. Paraugus skalo ar TBS-T buferi 3x10 min.

13. Pagatavo DAB Chromogen $kidumu — vienam traucinam nem 14 mL DAB buferi, 7
pilienus DAB Chromogen krasvielu, Skidumu filtré. Pedg€jo tieSi pirms krasoSanas
pievieno 28 pL 30% H>0,. Skidumu jaizmanto tiilitgji pec 30% H»0: pievienosanas!

14. Veic paraugu krasoSanu ar pagatavoto DAB Chromogen Skidumu lidz iegits
vajadzigais krasojums 1-2 min. Krasojot obligati izmanto aizsargcimdus un masku, jo
DAB hromogens ir kancerogéna viela.

15. Paraugus skalo 2x10 min ar 0,05 M natrijas fosfara buferi.

16. Audu paraugus liek uz priekSmetstikliniem un zave 37°C.

NB! Paraugiem inkub&Sanas un krasoSanas laika nedrikst laut izziit! Uzrauga, lai audi bitu

pilniba iemérceti Skiduma un nav salipusi!
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