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ANOTACIJA

Stresa izraisitie atminas bojajumi ir iemesls jaunu zalu vielu mekléjumiem, kas sp&tu
aizkavet smadzenu bojajumus.

Misu pétljjuma merkis bija noteikt jauna Latvijas Organiskas sint€zes institiita
sintez&tas zalu vielas AV-6-93, kas sastav no dihidropiridina un adamantana atvasinajumiem,
ietekmi uz neirotrofa faktora BDNF ekspresiju imobilizacijas stresétam zurkam hipokampa ar
Western blota metodi.

Petijuma rezultati rada, ka imobilizacijas stress ir palielinajis BDNF ekspresiju Zurku
hipokampa salidzinajuma ar kontroles hipokampa Zzurkam, un AV-6-93 piemit spgja
normalizét BDNF ekspresiju stres€to zurku hipokampa. Musu dati rada, ka nepiecieSams
turpinat pétit §1 savienojuma molekularos mehanismus, lai noskaidrotu ta neiroprotektivas

1pasibas.

Atslégvardi: imobilizacijas stress; zalu viela AV-6-93; zurkas; hipokamps; BDNF; Western
blots



ANNOTATION

The growing prevalence of stress related memory impairments continues to be the
main impetus behind the search for new drugs.

The aim of this work was to ascertain the new Latvian Institute of Organic Synthesis
dihydropyridine derivative AV-6-93 effect on the expression of the brain neurotrophic factor
(BDNF) in immobilization stress-induced rat hippocampus with Western blot method.

The study results show that immobilization stress has increased BDNF expression in
rats hippocampus compared to control rats, and AV-6-93 has the ability to normalize BDNF
expression in stress-induced rat hippocampus. Our findings indicate that it would be
necessary to further explore the molecular mechanisms of this compound in order to

determine its neuroprotective properties.

Key words: immobilization stress; drug compound AV-6-93; rats; hippocampus; BDNF;
Western blot
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APZIMEJUMU SARAKSTS

ACTH — adrenokortikotropais hormons
AMPA — a-amino-3-hidroksi-5-metil-4-izoksazolpropionskabe
AMPAR — AMPA receptori

AV-6-93 — 2,6-dimetil-3-(1-adamantiloksikarbonil)-4-(2-difluorometoksifenil)-5-[ (2-
propoksi)etoksikarbonil]-1,4-dihidropiridins

BDNF — smadzenu neirotrofiskais faktors

Ca’* - kalcija jons

CaMKII — kalcija-kalmodulina atkariga kinaze II (Calcium-Calmodulin-dependent kinase I1)
CAMP — cikliskais adenozina monofosfats

CB1 — kanabinoidie receptori

CREB - cAMP atbildes element-saistosais proteins (CAMP response element-binding
protein)

CRH - kortikotropina hormons
DHP - dihidropiridini
EAAT - kairinamais aminoskabju transportétajs (excitatory amino acid transporter)

ERK — ekstracelularo signalu saistita kinaze

GABA - gamma-amino sviestskabe

GC — glikokortikoidi

GFAP — glijas fibrillarais skabes proteins (glial fibrillary acidic protein)
GIn — glutamins

Glu — glutamats

GluAl, GIluA2, GIluN1, GIuN2B, GluR1 — glutamata receptori

GR — glikokortikoidu receptori

HPA — hipotalama-hipofizes-virsnieru ass

IP3 — inozitola trifosfats

LTD — ilgtermina nomakSanas process
LTP — ilgtermina stimulacijas process
MAPK — mitogén-aktivéta proteina kinaze (mitogen-activated protein kinases)

mMBDNF — nobriedis BDNF



MEPSCs — mazais kairinamibas postsinaptiskais 1adin$ (miniature excitatory postsynaptic
currents)

Mg?* - magnija jons

MGIuR1, mGIuR2, mGIuR3 — glutamata receptori
MR — mineralkortikoidu receptori

Na" - natrija jons

NMDA — N-metil-D-aspartats

NMDAR — NMDA receptori

NTR v
5 " —nervu augSanas faktora receptors

p7
PI3K — fosfatidilinozitola 3-kinaze

PKA — proteina kinaze A

PKB — proteina kinaze B

PLCy — fosfolipaze C y

Ru486 — glikokortikoidu antagonists

SNARE - skistosais pievienojosais proteina receptors (soluble attachment protein receptor)

TrkB — tirozinkinazes receptors B

B-AR — B-adrenergiskais receptors



IEVADS

Ik dienu més tiekam paklauti stresa avotiem, kas sp&j izjaukt normalu organisma
lidzsvaru jeb homeostazi (Holsboer and Ising, 2010). Kad organisms tiek pak]auts
iesp&jamajiem stresa faktoriem, iesaistas galvenais stresa mérkorgans - smadzenes, izdalot
neirotransmiterus un hormonus miisu kermeni, kas censas tikt gala ar stresa situacijam un
atgiit organisma lidzsvaru (Joéls and Baram, 2009).

Gan akts, gan hronisks stress spgj ietekmét smadzenu struktiru un funkcijas, kas rada
ilgstosas izmainas organisma uzvediba (Cohen et al., 2012). Ilgstosa stresa iedarbiba rada
negativu ietekmi uz organismu un palielina risku psihopatologiju attistibai, jo sinaptiskas
plasticitates mehanismi, kas nodro$ina organisma normalu uzvedibu, klast nereguléjami,
savienojumi starp smadzenu regioniem zaudé lidzsvaru, ka rezultata rodas patologiskas
izmainas organisma (Zeltser et al., 2012). Stress spé&j ietekmét ari atminas un maciSanas
procesus. Sie procesi ir viens no bitiskakajiem procesu kompleksiem centralaja nervu
sistéma, ko raksturo informacijas glabasana, iegaumésana, atceréSanas un aizmirSana (Okano
et al., 2000). Atminas procesu veidoSanas disfunkciju galvenokart nosaka stresa veids, ilgums,
intensitate, ka ar individualie faktori, pieméram, dzimums un vecums (Roozendaal et al.,
2009).

Stresa negativa ietekme uz organismu palielina dazadu slimibu risku, piemé&ram,
neirodegenerativo slimibu attistibu vai progresiju (Cohen et al., 2012). Ir noteikts, ka gan
dihidropiridina atvasinajums cerebrokrasts, gan adamantana grupa petijumos ir uzradijusi gan
neiroprotektivas, gan atminas un kognitivo sp&ju uzlabojosas 1pasibas (Vicente et al., 2006).
Balstoties uz §im ipasibam, tika apvienotas abas struktiiras, iegiistot dihidropiridina derivatu —
AV-6-93, ko sintezé Latvijas Organiskas sintézes institita. Sis vielas struktiiru veido
adamantana gredzens, kas pievienots dihidropiridina gredzenam tresaja pozicija
(Klimaviciusa et al., 2012). Tiek uzskatits, ka adamantana grupa nosaka terapeitisko
efektivitati un tai ir butiska nozime neirodegenerativo slimibu arstéSana, jo tas ir
dopaminergisks Iidzeklis, un ir pieradits, ka dopaminergiska sistéma ir svariga atminas

procesu veidosana (Kraus et al., 2005).
Darba meérkis:

Izmantojot Western blota metodi, noteikt AV-6-93 iesp&jamo ietekmi uz BDNF

ekspresiju imobilizacijas stresétam Zurkam hipokampa.



Darba uzdevumi:

1) Izolét hipokampu un sagatavot hipokampa proteinus Western blota veiksanai;

2) Ar Western blota metodi hipokampa ex vivo noteikt, ka dihidropiridina un adamantana
atvasinajuma AV-6-93 ietekme izmainas BDNF ekspresija;

3) Salidzinat iegiitos datus ar imanhistokimiju BDNF ekspresijai striatuma;

4) Veikt iegiito datu statistisko apstradi un analizi.



1. LITERATURAS APSKATS

1.1. Stress

Ik dienu m&s tickam pak]auti stresa avotiem, pieméram, tadiem, kas saistiti ar apkartgjo
dabu (toksini, karstums, aukstums), ka ari tadiem, kam piemit psihologiskais (depresija) vai
sociologiskais raksturs (Joéls et al., 2011). Stress ir organisma atbildes reakcija uz vides
apstakliem vai emocionaliem kairinajumiem, kas izjauc normalu organisma lidzsvaru jeb
homeostazi. Organisma pielagosana stresam tiek panakta ar fiziologiskam reakcijam, kas
ierosina savu darbibu uzreiz péc saskares ar to (Holsboer and Ising, 2010). Kad organisms
tiek paklauts iesp&jamajiem stresa faktoriem, iesaistas smadzenes, izdalot neirotransmiterus,
peptidus un hormonus misu kermeni, kas cenSas tikt gala ar stresa situacijam un atgut
organisma lidzsvaru (Joé€ls and Baram, 2009).

Stresa ietekmé aktivizjas divas biologiskas sist€émas — simpatiska nervu sistéma un
hipotalama-hipofizes-virsnieru (HPA) ass. Viena no galvenajam neiroendokrinajam reakcijam
ir simpatiskas nervu sist€mas aktivizéSana, kuras rezultata notiek strauja kateholaminu
(noradrenalina, adrenalina) atbrivoSana no virsnieru serdes, kas izraisa, piemeéram, palielinatu
sirds ritmu vai uzlabo asins plismu uz skeleta muskuliem, tadéjadi sagatavojot organismu, lai
cinitos ar stresu. Noradrenergiska projekcija izriet no nervu kodola locus coeruleus, tadgjadi
reguléjot nervu funkcijas caur B-adrenergiskajiem receptoriem (B-AR), kas iesaistiti atminas
un maciSanas procesos (Nater and Rohleder, 2009). Ta ka stresa iedarbiba veicina atru
noradrenalina izdalisanos smadzengs, tad tas ietekmé organisma veselibas stavokli, emocijas
un kognitivas sp&jas (Joéls and Baram, 2009). ST strauja atbrivosana, aktivizgjoties caur B-AR
receptoriem, aktivizé proteinkinazi A (PKA), kalcija-kalmodulina atkarigo kinazi II (Calcium-
Calmodulin-dependent kinase IlI, CaMKII), un palielina a-amino-3-hidroksi-5-metil-4-
izoksazolpropionskabes (AMPA) receptora GluR1 fosforiléSanos pie serina 845 (S845) un
S831, kas ir nozimiga vieta AMPA receptoru sinapSu pavairo$anai gan hipokampa, gan
prefrontalaja garoza (Zhou et al., 2011).

Stress aktivizé ari HPA asi. AktivizéSanas rezultata notiek kortikotropina hormona
(CRH) atbrivosana, kas stimulé adrenokortikotropa hormona (ACTH) izdaliSanu no hipofizes,
un glikokortikoida (GC) hormona atbrivoSanu no virsnieru garozas (kortikosteronu
grauzgjiem, kortizolu cilvékiem) (Roozendaal et al., 2009). Ir pieradits, ka GC atbrivoSana
ievérojami palielinas péc stresa iedarbibas. GC var iekliit smadzen€s un saistities ar diviem
receptoriem — augstas afinitates mineralkortikoidu receptoriem (MR) un zemas afinitates

glikokortikoidu receptoriem (GR), kas galvenokart atrodas atminas veidoSanas smadzenu
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regionos, pieméram, hipokampa, amigdala un prefrontalaja garoza (De Kloet et al., 2005).
Virsnieru steroidi var biit gan ar atru, gan aizkavétu efektu (1.attels). Efekts var veidoties ar -
1) ne-genomisko (non-genomic) mehanismu, kas tiek reguléts ar membranu receptoriem, 2)
netieSu genomisko (indirect genomic) mehanismu, kas tiek reguléts ar membranu receptoriem
un sekundarajiem mesendzeriem un 3) tieSu genomisko (direct genomic) mehanismu, kas tiek
reguléts ar citoplazmas receptoriem, kas pariet uz kodolu un darbojas ka transkripcijas faktori
(Haller et al.,, 2008). Netiess veids, ar kuru GC var ietekmét neirotransmisiju
(glutamatergisko, ka art GABAergisko, holinergisko, noradrenergisko un serotoninergisko) ir
mijiedarbiba jeb t.s. crosstalk ar endokanabinoido sistému. Ta strauji stimulé
endokanabionoidu razoSanu smadzengs, kas saistas ar kanabinoidajiem receptoriem (CB1) un
inhib€ neirotransmiteru atbrivosanu. Lai arT G-proteinu receptori ir iesaistiti endokanabinoidu
razoSana, ir pieradijumi, ka $is mehanisms bloké Ru486 — citoplazmas GC receptoru selektivo

antagonistu (Hill et al., 2010).

_ | [Tieds genomiskais
Ne-genomisks || Glikokortikoidi efekts
efekts s
/ \ Netiess genomiskais . e
efekts Postsinaptiskais

Mineralkortikoidu neirons

Glikokortikoidu

receptori k
\- I receptori
Y e i =
oo ¢ &8 \eNMDA :

B @ '
2 r=ceptory| o /
i Sekundarie
v N o ¥ ok
' . ° g':f ‘:‘:'P :x 1 mesendZeri
—— ccep { B
2 T w ()
Presinaptiskais / °0 Glutamats ¥
neirons ; 8.
T8 Mitohondrijs
CB1
O Membranas

glikokortikoidu

Endokanabinoidu
receptors

razosana

1.att. Virsnieru steroidu neirotransmisija (Popoli et al., 2012)

Ir pieradits, ka p&c stresa noradrenalina Iimenis strauji normaliz&jas, un AMPA
receptoru apaksvieniba GluAl vairs nepiedalas noradrenalina forsforiléSana (Hu et al., 2007).
Tomer taja bridi kortikosteroidu limenis var joprojam pieaugt un var bt par starpnieku ne-
genomiskam efektam caur MR un GR. Caur GR kortikosteroidi 1énam palielina virsmas
ekspresiju, sinap$u pavairoSanu un palielina mazo kairinamibas postsinaptisko ladina
(miniature excitatory postsynaptic currents, mEPSCs) amplittdu (Martin et al., 2009).

Kopuma kortikosteroidu hormoni un noradrenalins nosaka sinaptisko funkciju, tadejadi

Sie hormoni uzlabo mEPSCs biezumu un AMPA receptoru aktivéSanu. Svarigi, ka AMPA
10



receptoru regulésana ar noradrenalinu un kortikosteroidu hormoniem ir nozimiga, jo tie ir

iesaistiti atminas uzlabosana (Zhou et al., 2011).

1.1.1. AKits stress

Stresa hormoniem ir gan aizsardzibas, gan kaitigs efekts uz organismu (De Kloet et al.,
2005). Akits jeb Tslaicigs stress ir visbiezak sastopamais stresa veids, kas rada islaicigas
izmainas uzvediba un organisma, piem&ram, sirds un asinsvadu sist€mas trauc€jumus
(Holsboer and Ising, 2010). Salidzinot ar hronisku stresu, kas sp€&j radit neatgriezeniskus
kognitivo traucgjumus, akiits stress ir svarigs homeostazes pielagoSanai un saglabasanai
(McEwen and Gianaros, 2010).

Akiits stress caur GR palielina dazadu NMDA receptoru apakSvienibu un AMPA
receptoru apak$vienibu (GluA1/GluA2) virsmas ekspresiju postsinaptiskaja membrana. Sie
efekti realiz€jas caur seruma un GC inducgjoSo kinazes (serum and glucocorticoid-inducible
kinase) signala transdukciju (Yuen et al., 2011).

Akdts stress (2.attéls) izraisa palielinatu glutamata (Glu) atbrivoSanu no pre-sinaptiskas
terminales prefrontalaja garoza (Musazzi et al., 2010). ST reakcija ietver strauju kortikosterona
cirkulara Iimena palielinaSanos, kas saistas ar membrana izvietotajiem GR. Tas izraisa strauju
GR palielinasanos pre-sinaptiskaja S$kisto$aja pievienoSanas proteina receptora (soluble
attachment protein receptor, SNARE) proteinu kompleksa, kas ir ka starpnieks sinaptisko
vezikulu sapludinasanai pre-sinaptiskaja membrana. SNARE kompleksu skaits uz vezikulam

ir nemainigs, tas nozimé, ka akits stress inducé Glu vezikulu picaugSanu (Treccani et al.,
2014).
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2.att. Akiita stresa izraisita palielinata glutamata izdaliSanas prefrontalaja garoza

(Popoli et al., 2012)

1.1.2. Hronisks stress

Ilgstosa stresa iedarbiba rada negativu ietekmi uz organismu un palielina risku
psihopatologiju attistibai (Cohen et al., 2012). Jaunakie pé&tijumi liecina, ka ilgstoSs stress
ietekmé sinaptiskas kairinamibas funkcijas un rada palielinatu GC sekréciju caur HPA asi un
kateholaminu izdaliSanos caur adrenergisko neirotransmisiju (Finsterwald and Alberini,
2014). GC ir steroidie hormoni, kas regulé diennakts procesus, lai saglabatu organisma
izdzivosanai nepiecieS$amas homeostatiskas funkcijas. To izdaliSanas rada neironu signalu
veidoSanos paraventrikularaja kodola (paraventricular nucleus), tapéc stresa ictekmé GC
saistas ar GR vairakas kermena dalas, arT smadzengs. ST iemesla dé] GC darbojas ka negativa
reakcija, nomacot savu sekréciju (Herman et al., 2012). Ir pieradits, ka smadzenes ir galvenais
stresa mérkorgans, jo tas uztver to, kas ir potenciali bistams, un nosaka uzvedibas un
fiziologiskas reakcijas. Hronisks stress sp&j mainit smadzenu struktiiru, izmantojot iek§&jos
neirobiologiskos mehanismus, kuros liela nozime ir cirkulgjosiem hormoniem (Cohen et al.,
2012). Galvenokart hronisks stress izraisa neironu sarau$anos, dendritu garuma un dendritu
dzeloniSu (dendritic spines) samazinaSanos @an prefrontalaja garoza, gan hipokampa
(3.attels). Lidzigas izmainas notiek arl amigdala (Hunter et al., 2013). P&tijumos ir pieradits,
ka veseliem jauniem pieaugusiem dzivniekiem dendritu garuma un zaroSanas, ka ar1 dzelonisu

blivuma izmainas ir atgriezeniskas. Iznémums ir amigdala, jo stresa izraisitas izmainas taja
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saglabajas vismaz 30 dienas péc ta (Vyas et al., 2004). Savukart jaunakie p&tijumi liecina, ka

smadzenu strukturalas izmainas atskiras starp virieSiem un sievietém (McEwen et al., 2015).

Kontrole Kontrole

Hronisks
stress

Hronisk
stress

Prefrontalaja garoza
un hipokampa

Amigdala

3.att. Hroniska stresa izraisitas strukturalas izmainas neironos (Popoli et al., 2012)

Visos hipokampa rajonos sinapsu aktivitate ir ievérojami samazinajusies péc hroniska
stresa vai ilgstosas kortikosteroidu iedarbibas (Alfarez et al., 2003). P&tjjumi $tinu Iimeni
liecina, ka ilgstosa stresa iedarbiba caur kortikosteroidu darbibu nomac glutamatergisko
sinaptisko parraidi prefrontalaja garoza, tadejadi ilgstoSs stress un paaugstinats
kortikosteroidu hormonu Iimenis samazina glutamata receptoru (GluN1 un GIluAl) virsmas
ekspresiju. Sie efekti realizgjas ar pastiprinatu ubikvitina degradesanos un NMDA un AMPA
receptoru sinaptisko degradaciju (Yuen et al., 2012). Ir konstatéts, ka prefrontalaja garoza péc
hroniska stresa ir pazeminats GluN2B un GluA2 ekspresijas limenis (Gourley et al., 2009).

Ir publicéti vairaki p&tijumi par gliju $tnu patologiju, uzsverot, ka tam ir saistiba ar
tadiem psihiskiem traucéjumiem ka depresiju un bipolariem trauc€jumiem. Pieméram,
prefrontalas garozas regionos Konstatéja ievérojamu gliju S$tnu skaita un blivuma
samazinasanos, kas tika iegiits no pécnaves smadzenu paraugiem personam, Kuras ieprieks
cieta no garastavokla traucéjumiem (Rajkowska and Miguel-Hidalgo, 2007). Konstatéts, ka
hronisks stress butiski ietekmé glijas Stinas funkcijas (4.attels). Vairaki pétijumi ir pieradijusi
samazinatu glijas fibrillaro skabes proteinu (GFAP) ekspresiju un glijas $tnu skaitu
hipokampa un prefrontalaja garoza peéc hroniska stresa (Banasr and Duman, 2008). Tas ir
iemesls, kapéc hronisks stress pavajina efektivu Glu atbrivoSanos caur glijas kairinamo
aminoskabju transportétaju (EAAT). Tas var novest pie Glu parpilnibas un palielinatas
ekstrasinaptiska Glu receptoru aktivitates, ka rezultata veidojas ekscitotoksicitate

(excitotoxicity) — patologisks process, kura nervu $tinas tiek bojatas ar parmérigu stimulésanu,

13



lidz ar to - ir ierosinatajs vairakos neirodegenerativos trauc€jumos. Hronisks stress samazina
plismu caur glutamata-glutamina (Gln) ciklu, ka rezultata samazinas Glu metabolisms (Yuen
etal., 2012).
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4.att. Hroniska stresa ietekme glijas $iinas un glutamata metabolisma (Popoli et al., 2012)

Sinaptiskas transmisijas izjaukSana p&c hroniska stresa ir saistita ar biitiskiem atminas
un macisanas procesu traucg€jumiem, kas sp€j ietekmét sinaptiskas transmisijas kairinajumu

un sinaptisko plastiskumu (Yuen et al., 2012).

1.1.3. Stresa ietekme uz atminu

Atmina ir viens no biitiskakajiem procesu kompleksiem centralaja nervu sistéma, ko
raksturo informacijas glabasana, iegaumésana, atceréSanas un aizmirsana (Okano et al., 2000).
Tas ir process, kura informacija tiek saglabata ka zinasanas turpmakai lietoSanai (Joéls et al.,
2011). Ir pieradits, ka stress butiski ietekmé atminas un maciSanas procesus, ko sp&j ictekmét
stresa veids, ilgums, intensitate, ka ar1 individualie faktori, pieméram, dzimums un vecums
(Roozendaal et al., 2009).

Stresa negativa ietekme uz organismu palielina dazadu slimibu risku, pieméram, sirds
un asinsvadu neirodegenerativas slimibas (Cohen et al., 2012). Viena no galvenajam
smadzenu struktiiram, ko ietekmé stress, ir hipokamps. Hipokamps ir sarezgita un organizéta

smadzenu struktiira, kas iesaistita informacijas kodeSanas, glabaSanas, atjaunoS$anas un
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atceréSanas procesos (Fedulov et al., 2007). Ta bojajumus nosaka stresa intensitates pakape,
tomer kopuma hipokamps ir loti jutigs pret jebkada stresa ietekmi, tadgjadi pasliktinas
maciSanas un atminas procesi (Calabrese et al., 2007). Stresa ietekmé izmainas hipokampa
neironu struktiiru. STs stresa izraisitas izmainas notiek vairakos Iimenos, sakot no straujam
izmainam sinap$u struktiira, 1idz pat iesp&jamam dendritu sazarojumu parveidoSanam. Viena
no visvairak sastopamajam hroniska stresa izmainam hipokampa ir dendritisko piramidveida
Stnu sazarojuma samazinasanas (Alfarez et al., 2003). Dendriti regulé kairinoSo sinapsu
funkcijas, kas atrodas uz specifiskajam strukttiram, ko sauc par dendritu dzeloniSiem. Stresa
izraisita dendritu dzeloniSu zaudéSana hipokampa izraisa dendritisko atrofiju. Ir pieradits, ka
dzeloni$i regulé vairakus faktorus, pieméram, neirotransmiterus, augSanas faktorus,
hormonus, kas savukart regulé stresu. Dendritu dzeloniSu trauc€jumi var nodroSinat stresa
izraisitas izmainas sinaptiskajas funkcijas, kas izraisa dendritu zudumu un kognitivos
trauc&jumus (Fedulov et al., 2007).

Stresa iedarbiba uz hipokampu sakas ar HPA ass aktivizéSanu, ka rezultata notieck GC
atbrivosana no virsnieru dziedzera. Steroidais hormons $k&rso hematoencefalisko barjeru un
sasniedz hipokampu. Sis darbibas specifiku neironos nosaka receptori un to afinitate - augstas
afinitates MR un zemas afinitates GR (Nater and Rohleder, 2009). Aktivizgjoties caur MR,
GC modul€ novertésanas un reakcijas izveéli maciSanas procesos, ka ar1 petijumi liecina, ka
MR 1r iesaistiti informacijas kodésana, kas iesp&jams saistita ar reakcijas izveéli (Zhou et al.,
2011). Savukart kortikosteroidu hormonu aktiviz€sana caur GR receptoriem veicina
ilgtermina atminas nostiprinasanu (Hui et al., 2004).

Papildus kortikosteroidiem, stress izraisa arl monoaminu izdaliSanos, piemé&ram,
neirotransmiteru un neiropeptidu. Sis molekulas ietekmé hipokampu caur to receptoriem,
pieméram, serotonina un Glu receptoru aktivacija veicina stresa ietekmi uz hipokampa
neironu struktdru un ilgtermina stimulacijas procesu (LTP) (Fedulov et al., 2007).

Ar1 noradrenalins modulé atminas veidoSanas procesus, kas saistiti ar emocijam (Joéls
et al., 2011). Dazados macibu uzdevumos konstatéts, ka tie$i noradrenalins veicina atminas
veidosanos, izmantojot smadzenu B-AR (Hu et al., 2007). Turklat noradrenalins darbojas
saskanoti ar citiem hormoniem, pieméram, GC, CRH, kas sp&j nodro§inat optimalu atminas
sniegumu gan cilvékiem, gan grauz&jiem (Roozendaal et al., 2009). Ir konstatéts, ka GC
mijiedarbojas ar noradrenalinu bazolateralaja amigdala, kas p&c tam modulé atminas procesus
prefrontalaja garoza, hipokampa, astainaja kodola un citos galvas smadzenu apvidos (Joéls et
al., 2011).

Ir pieradits, ka stress var gan uzlabot, gan pasliktinat atminu. Stress uzlabo atminu, ja
tas ir noticis maciSanas laika un ja hormoni un neirotransmiteri izdalas stresa laika uz tam
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smadzenu vietam, kas aktiviz€ maciSanas epizodes. Savukart stress pasliktina atminu, ja tas
notiek arpus macibu konteksta, tas ir, bez jebkadas saiknes ar macisanos (Joéls, 2006). Sis
pieradijums galvenokart balstas uz dazadiem kateholaminu un GC darbibas celiem.
Kateholamini iedarbojas atri un salidzinosi ar 1su efektu, bet GC darbiba vérsta galvenokart uz
genomu - Ieénaka iedarbiba ar ilgstosu efektu (Groeneweg et al., 2011). Tiek ierosinats, ka
kateholamini un GC atvieglo maciSanos un atminas procesus Istermina atmina. Ge€nu medieta
GC darbiba tomér var nomakt jaunas informacijas apstradi, tad€jadi pasliktinot atminas

procesus, kas nav saistiti ar GC izdaliSanos (Joéls, 2006).

1.2. Sinaptiska plasticitate

Gan akits, gan hronisks stress ietekm& smadzenu struktiiru un funkcijas, kas rada
ilgstosas izmainas organisma uzvediba (Cohen et al., 2012). Sinaptiska plasticitate ir
mehanisms, ar kuru informacija tiek saglabata un uzturéta sinaps€s, neironos un neironu
kédes, lai nodroSinatu organisma normalu uzvedibu. Ja organisma ir nov€rojams ilgstoss
stress, Sie mehanismi klist nereguléjami un savienojumi starp smadzenu regioniem zaudé
lidzsvaru, ka rezultata rodas patologiskas izmainas organisma (Zeltser et al., 2012). Lai starp
neironiem biitu saskanota aktivitate, tie satur specializ&tas struktiiras - sinapses, kas nodrosina
informacijas apmainu starp neironiem. Nervu sistéma sinapses ir galvenais veids sazinai no
pre-sinaptiskajiem uz post-sinaptiskajiem neironiem, ka ari tas ir sinaptisko savienojumu
pamata nervu funkciju kédg, kas ir ka starpnieks informacijas apstrade (Kay et al., 2011).

Neironu komunikacijas stiprumu pre-sinaptiskajas Stinas stimulé post-sinaptiskas Siinas,

tapéc sinaptisko plastiskumu var iedalit 4 grupas: istermina sinaptiska plasticitate — sinapsu

aktiviz€Sana palielina vai samazina sinaptiskas transmisijas efektivitati konkrétaja sinaps€ par

sekundi vai miniiti; ilgtermina sinaptiska plasticitate — Iidzigs process istermina stimulacijai,

bet sinapses izmainas var ilgt pat visu mazu (Ohno et al., 2011); metaplasticitate — sinaptiska

vai Siinas aktivitate regule kapacitati konkr€taja sinaps€, kas ir paklauta sinaptiskajam

plastiskumam (Hulme et al., 2013); homeostatiskais plastiskums - neirons pielago jutigumu

tas kairinoSaja sinaps€, lai saskanotu sinaptisko pieaugumu un stabiliz€tu tas darbibu
(Turrigiano, 2012).

Sinaptisko plastiskumu var pastiprinat vai nomakt sinaptiskas funkcijas, ko ietekmé
sinapSu aktivitates bieZums - ja ir bieza sinapSu stimulacijas aktivitate, ka rezultata veidojas
ilgtermina stimulacijas process (LTP), bet, ja ir zema biezuma stimulacija, kas nomac

sinaptisko aktivitati, veidojas ilgtermina nomaksanas process (LTD) (Castillo, 2012). Gan
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LTP, gan LTD Stnu mehanisma darbiba galvenokart ietver NMDA receptoru (NMDAR)
aktivaciju, kas izraisa izmainas post-Sinaptiskajos AMPA receptoros (AMPAR) (Nabavi et
al., 2014).

Sinaptiska plastiskuma reakciju kaskade sakas ar Glu sintézi no glutamina (Gln), ko
piegada glijas Stnas (5.attéls). Glu tiek iepakots sinaptiskajas vezikulas ar vezikularo Glu
transportétdja palidzibu. Saja procesa SNARE kompleksa proteini darbojas ka starpnieki
vezikulu sajaukumam un mijiedarbibai ar pre-sinaptisko membranu (Fremeau et al., 2004).
P&c Glu atbrivoSanas no pre-sinaptiska neirona, tas saistas ar jonotropajiem Glu receptoriem -
NMDAR, AMPAR un metabotropajiem Glu receptoriem (mGIluR1, mGIuR2, mGIuR3) uz
post-sinaptiskajiem un pre-sinaptiskjaiem neironiem, ka ari gliju $inam. P&c saistiSanas,
receptori ierosina dazadas atbildes reakcijas, tostarp membranu depolarizaciju, starpsinu
mesendzeru kaskades aktivaciju, proteinu sintézes modulé$anu un génu ekspresiju (Zeltser et
al., 2012). Ja Glu saistas ar AMPAR, tas izraisa Na' iepliisanu, kas depolarizé $tnu,
ietekm&jot citus post-sinaptiskos Glu receptorus, piemeéram, NMDAR. Gan Ca**, gan Na*
ieieSana caur aktivizétu NMDAR, rada papildus depolarizaciju (Nanou and Manira, 2010).
Atveroties NMDAR, kas ir katjonu kanali, palielinas Ca* koncentracijas Iimenis, kas ir
saistits ar LTP. Spéciga depolarizacija post-sinaptiska neirona pilniba izgriz Mg?*, kas lauj
Ca®" ieiet post-sinaptiskaja neirona caur NMDAR, izraisot LTP, bet vaja depolarizacija tikai
daléji izspiez Mg2+, ka rezultata mazak post-sinaptiskaja Stna ieiet Ca®", 1idz ar to ir mazaka
ca* koncentracija, kas inducé LTD (Liischer and Malenka, 2012). Ca’*, kas ir iek]uvusi post-
sinaptiskaja neirona, izraisa gan AMPAR, gan NMDAR fosforilaciju, uzlabojot katjonu
vadamibu un tada veida ari sinapSu stimulacijas procesus (Soderling and Derkach, 2000).

Ir konstatéts, ka Ca®" aktivizé vairakas svarigas kindzes postsinaptiskajos neironos, kas
nepiecieSamas sinaptiskajai plasticitatei, pieméram, adenililciklazi (adenylyl cyclases), kas
talak rada ciklisko adenozina monofosfatu (cAMP) un palielina PKA aktivitati. Ca** spgj
aktivizét ari Ca®'/kalmodulinu (Ca?*/calmodulin), kas talak aktivizé Ca”*/kalmodulina
atkarigo kinazi II (Calcium-Calmodulin-dependent kinase Il, CaMKII) (Matsumoto et al.,
2014). Vel viena kinaze, kas tiek aktivizeta, ir proteinkinaze C (PKC), kas piedalas istermina
atminas veidoSanas procesa (Chu et al., 2014). Visas aktivizétas kinazes fosforileé gan
AMPAR, gan NMDAR kas nodroSina labaku Na' un Ca*' atbrivosanu. Gan PKC, gan
CaMKII aktivizé mitogén-aktivéto proteina kinazi (mitogen-activated protein kinases,
MAPK), kas veicina AMPA receptoru sintézi. Savukart MAPK aktivizé cAMP atbildes
element-saistoSo proteinu (CAMP response element-binding protein, CREB), kas veicina
protemnu sintézi. Gan MAPK, gan CREB piedalas atminas procesu veidosana (Luo et al.,
2013).
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5.att. Sinaptiskas plasticitates darbiba (Voglis and Tavernarakis, 2006)

Kopuma — sinaptiskais plastiskums ir biitisks atminas un maciSanas procesos. Ta
aktivitate tiek veicinata sinaps€s atminas veidoSanas laika, tad€] ir svariga informacijas
uzglabasana un kodé$ana noteiktos smadzenu regionos (Zeltser et al., 2012). Savukart
sinaptiska plastiskuma regulacijas traucéjumi ir iesaistiti dazados psihiskos un neirologiskos

trauc€jumos, ka arT pasliktinas kognitivas sp&jas (Cohen et al., 2012).

1.2.1. Neirotrofie faktori

Neirotrofini ir svarigas molekulas smadzengs, kas nodroSina sinaptisko plasticitati, ka
ar neironu augganu, dzivotspéju un diferenciaciju centralaja un periféraja nervu sistéma. Saja
molekulu saimé ietilpst nervu augSanas faktors, smadzenu neirotrofiskais faktors (BDNF), ka
ar1 neirotrofins 3 un 4 (Deister and Schmidt, 2006). No Siem, tie§i BDNF vislabak raksturo ta
lomu sinaptiskaja plastiskuma, potencialo lomu slimibu patologija, ka ari psihisko slimibu
arstésana (Duman and Monteggia, 2006).

BDNF ir dimérisks proteins, kas nepiecieSams dopaminergisko, GABAergisko,
holinergisko un serotoninergisko neironu augSanai un dzivotsp&jai, kas ir iesaistiti
patologiskos traucgjumos, pieméram, depresija un Sizofrénija (Pillai, 2007). Sis neirotrofins ir
sastopams smadzenés, jo 1paSi hipokampa un smadzenu garoza, tapéc domajams, ka tas

kontrole garastavokli, emocijas un kognitivas funkcijas (Deister and Schmidt, 2006). Tas
18



darbojas, saistoties ar divu veidu plazmas membranu receptoriem - tirozinkinazes receptoru B
(TrkB) un nervu augsanas faktora receptoru p75 (p75" ") (Duman and Monteggia, 2006).

BDNF tiek sintezéts ka prekursors pre-proBDNF, kas talak tiek saskelts
endoplazmatiskaja tikla. SaskelSanas rezultata rodas 32-kDa proBDNF, kas talak parvietojas
caur Goldzi aparatu uz trans-Goldzi tiklu (trans-Golgi network), kur veido vezikulas gan
sekrécijas, gan regulgjama aktivitates cela (Chao et al., 2006). ProBDNF, kas ir iepakots divos
vezikulu veidos, tiek saskelts ar plazminogéna aktivatora enzimu un izdalits ka 14-kDa
nobriedis BDNF (mBDNF), vai izdalits ka proBDNF un saSkelts ar ekstracelularajam
proteazém, pieméram, plazminu. Pec atbrivoSanas, proBDNF saistas ar zemas afinitates
p75"™" receptoru, bet mBDNF saistds ar augstas afinitates pre-sinaptisko TrkB receptoru
(Dean et al., 2012). Ir pieradits, ka proBDNF un mBDNF aktivate rada dazadus intracelularos
signalu celus - proBDNF izraisa apoptozi un veicina LTD, bet mBDNF — dzivotspgjas efektu
un veicina LTP (Yang et al., 2009).

BDNEF, saistoties ar TrkB, ir nozimigs sinaptiskaja plastiskuma un neironu dzivotspéja.
P&c saistiSanas ar TrkB receptoriem, TrkB kliist fosforiléts, kas veicina dazadu intracelularo
signalu kaskazu aktivaciju. Ir 3 signalu transdukcijas celi, ko regule BDNF-TrkB aktivacija —
1) fosfatidilinozitola 3-kinazes (phosphatidylinositol 3-kinase, PI3K) cels, kas aktivize
proteina kinazi B (PKB), izraisot Stnu dzivotsp&ju; 2) MAPK vai ekstracelularo signalu
saistitas kinazes (extracellular signal related kinase, ERK) cels, kad atbild par $tinas augSanu
un diferenciaciju; 3) fosfolipazes C y (phospholipase C y, PLCy) cel§ aktivizé inozitola
trifosfatu (inositol trisphosphate, IP3), lai atbrivotu intracelularo Ca®*, kas veicina CaMKII
darbibu un ir nozimiga loma sinatiskaja plasticitate. Visi tris celi apvienojas transkripcijas
faktora CREB, kas regulé génu transkripciju neironu dzivotspéjai un diferenciacijai ('Yoshii
and Constantine-Paton, 2010). Ir zinams, ka atra sinaptiska darbiba un jonu kanala efekts ir
atkarigi no PLCy cela, kas ierosina Ca®" atbrivoganu, bet ilgstosaks efekts novérojams, ja ir

iesaistiti PI3K un MAPK celi (Yang et al., 2009).

1.3. Dihidropiridini un to atvasinajumi

Dihidropiridini (DHP) ir Ca** kanalu antagonisti (Jadhav et al., 2012). Organisma audos
Ca®* koncentracija ekstracelularaja vide ir augstaka, salidzinot ar intracelularo vidi, tade]
membrands ir iestarpinati Ca®* kanali, laujot Ca’* ieplist §ina. Ka rezultata pieaug
intracelularais Ca®*, kas pilda dazadas funkcijas (Yousef et al., 2005). ledarbojoties Ca®*

kandlu antagonistiem, tie nomac vai samazina voltaz-atkarigo L-tipa Ca®* kanalu atvérianu,
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kas sastav no 5 subvienibam - al, 02, B, y, 6 (6.attels). DHP saistas ar al subvienibu
(Catterall et al., 2005). L-tipa Ca** kanli atrodas sirdi un asinsvados, tadgjadi sp&j mainit
sirds darbibas potencidlu. Blokgjot Ca** ieklusanu $ina, Ca®* kandlu antagonisti rada negativu
hronotropo efektu (pal€lina sirdsdarbibu), negativu inotropo efektu (samazina miokarda
kontrakcijas) un negativu dromotropo efektu (samazina vadamibas atrumu atrioventrikularaja

mezgla) (Jadhav et al., 2012).
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6.att. Voltaz-atkariga L-tipa Ca®* kanilu subvienibu struktiiras modelis un a1
subvieniba, pie kuras saistas DHP (Catterall et al., 2005)

DHP darbojas ka daudzfunkcionalas molekulas, kas tiek izmantotas ne tikai
hipertenzijas arstéSanai, bet arT uzrada sirds un asinsvadu arst€joSas ipasibas, kas ietver
antianginalas, vazodilatoru un sirds depresantu farmakologiskas darbibas (Marik and Varon,
2007). Lai art DHP plasi lieto kardiovaskularo slimibu arstéSanai, tiem piemit ari
prettuberkulozes, pretkrampju, antidiabétiska, pretsapju, pretickaisuma, pretvéza un pretstresa
iedarbiba (Swarnalatha et al., 2011).

Visi DHP atvasinajumi veido seSloceklu aromatisko gredzenu (7.attéls). Tie satur
slapekli (N) pirmaja pozicija, un DHP farmakologisko aktivitati nosaka tas molekulas

struktiiras elementi, kas visbiezak tiek aizstats ceturtas pozicijas atoma (Triggle, 2007).
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7.att. Dihidropiridina struktiaira (Swarnalatha et al., 2011)
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Ir atklats, ka antihipertenzivie lidzekli, kas ir Ca®* kanalu antagonisti un pieder DHP
klasei, sp&j skérsot hematoencefalisko barjeru. Tika pieradits, ka tas ievérojami samazina
risku Parkinsona slimibas attistibai. Darbibas mehanisma pamata ir smadzenu regiona
substantia nigra L-tipa Ca’* kanalu blokésana dopaminergiskajos neironos, kur palielinata

Ca’®* koncentracija spégj izraisit §inu navi (Ritz et al., 2010).

1.3.1. Cerebrokrasts

Cerebrokrasts  (4-(2-diflorometoksifenil)-2,6-dimetil-3,5-di(2propoksietoksikarbonil)-
1,4-dihidropiridins) ir viens no DHP atvasinajumiem, kas ir funkcionali atskirigs. Ir pieradits,
ka tas atSkiras no paréjiem DHP atvasinajumiem ar to, ka in vitro nervu $tnu pé&tijumos
neuzrada Ca®" kanalu antagonistu 1pasibas, jo tas nebloke Ca* ieplisanu neironu audos
(Klusa, 1995). In vivo pétijumos ir pieradita ta pretickaisuma darbiba, novérsot zurku kepu
tisku veidoSanas, bet in vitro — sp&j inhib&t iekaisuma izraisoSo citokinu interleikina-1B un
interleikina-6 sekréciju (Klegeris et al., 2002).

Cerebrokrasts ir DHP atvasinajums, kas izstradats Latvijas Organiskas sint€zes institiita
(Riga) ka lidzeklis atminas procesu un smadzenu asinsrites uzlabosanai, Un ta struktiirformula

redzama 8.attéla (Vicente et al., 2006).

) OCHF,
H,C,0H,CH,CO0C _ COOCH,CH,0C,H7
H.C ™ CH,

8.att. Cerebrokrasta struktiirformula (Fernandes et al., 2003)

Ta molekula ir raksturiga ar palielinatu lipofilitati, ko nosaka divas vidéja garuma
propoksi-etil-karbonil-grupas DHP gredzena tresaja un piektaja pozicija, un diflormetoksi-
grupa fenilgredzena otraja pozicija, kas savienota ar DHP gredzena ceturto oglekla atomu
(Vicente et al., 2006). Ta ka cerebrokrastam ir augstaka lipofilitate, salidzinot ar citiem DHP
atvasinajumiem, pieméram, kardiovaskularo medikamentu nifedipinu, ir pieradits, ka ta

molekula sp&j viegli Skérsot hematoencefalisko barjeru, art mitohondriju un citu $tinu un
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organellu membranas, ka ari sp& mijiedarboties ar starpStnu receptoriem (Briede et al.,
2004). Ir pieradita cerebrokrasta sp&ja izraisit sinaptiskas manipulacijas, kas liecina, ka tas ir
lidzigs endogénajiem ligandiem (Klusa, 1995).

Ir veikti vairaki p&tfjumi, lai noveért€tu cerebrokrasta ipasibas. Pieméram, pé&tijjumi
organisma ltmeni, kur izmantota augstas cerebrokrasta devas (1.5-5 mg/kg), ir novérots
nomierinoss efekts pelem (Germane et al., 1991). Tam piemit pretkrampju darbiba epilepsijas
izveidota pelu modeli (Kryzhanovskii et al., 1993). Savukart pétijumi organu limeni liecina,
ka cerebrokrasts rada negativu inotropo efektu izoléti parklata normala zurku sirdi (isolated
perfused normal rat heart), samazina sirds ritmu un sistolisko spiedienu kreisaja kambarT, ka
ar ir c€lonis islaicigai koronaro artériju vazodilatacijai (Briede et al., 2008).

Kopuma - cerebrokrastam raksturigas visizteiktakas potencialas neiroprotektivas,
pretiekaisuma un kognitivo sp&ju uzlabojoSas ipasibas no visiem DHP atvasinajumiem

(Vicente et al., 2006).

1.3.2. AV-6-93

AV-6-93  (2,6-dimetil-3-(1-adamantiloksikarbonil)-4-(2-difluorometoksifenil)-5-[ (2-
propoksi)etoksikarbonil]-1,4-dihidropiridins) ir DHP derivats, kas sintezéts Latvijas
Organiskas sintézes institiita. Ta strukttru veido adamantana gredzens, kas pievienots DHP
gredzenam treSaja pozicija (9.attéls). Sintez&jot Sadu savienojumu, tika apvienotas divas

stabilas struktdiras, kas ir uzradijuSas atminas uzlabojo$as un neiroprotektivas ipaSibas

(Klimaviciusa et al., 2012).

9.att. AV-6-93 struktiirformula (Klimaviciusa et al., 2012)

Adamantana gredzens veido amantadina struktiiru (10.attéls), ko kliniski izmanto ka

pretvirusu lidzeklus un Parkinsona slimibas terapija (Kornhuber et al., 1993).
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Adamantana grupa

10.att. Amantadina struktiirformula (Cady et al., 2010)

Amantadins ir neselektivs NMDA tipa glutamata receptoru un dopamina antagonists,
kas veicina dopamina izdaliSanos no nervu galiem un kaveé ta atpakaluzsiikSanos (Pristupa et
al., 1998). Tas galvenokart ir dopaminergisks lidzeklis, un ir pieradits, ka dopaminergiska
sistéma ir svariga atminas procesu veidosana (Kraus et al., 2005). Pieméram, kada pétijjuma
zurkam tika ievadits SKF-38393, kas ir dopamina D1 receptoru agonists, un MK-801, kas ir
nekonkurgjosais NMDA receptoru antagonists. Rezultati liecina, ka dopamina D1 receptoru
aktivacija un NMDA receptoru blok&Sana mijiedarbibas ietekmé rada uzlabojumus atminas
veidoSanas procesos (Valentim et al., 2009). Ir pieradits, ka amantadins ievérojami uzlabo
kognitivas funkcijas pacientiem péc traumatiskas smadzenu traumas (TBI) (Wang et al.,
2014).

DHP atvasinajums AV-6-93 sp€j regulét Stnas izdzivoSanas procesus, kas saistiti ar
mitohondrialiem procesiem, pieméram, kavejot indukcijas caurlaidibu un novérSot oksidativo
stresu. AV-6-93 efektivitate ir pieradita neirodegenerativo slimibu arstéSana, kas saistitas ar
mitohondrialiem procesiem, pieméram, Parkinsona slimiba (Klimaviciusa et al., 2012).

Ta ka gan DHP, gan amantadins ieprieks ir uzradijusi atminas uzlabojosSas funkcijas, tad
jaunizveidotaja savienojuma tika paredzéts, ka adamantana grupa noteiks terapeitisko
efektivitati neirodegenerativo slimibu arstéSana un darbosies neiroprotektivi, bet DHP - ka

nes€jmolekula, jo DHP spgj viegli Skérsot hematoencefalisko barjeru (Kraus et al., 2005).
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2. MATERIALI UN METODES

2.1. Eksperimenta dzivnieki

Eksperimenta tika izmantoti Rigas Stradina Universitates Eksperimentalo dzivnieku
audzétavas (Riga, Latvija) 40 Wistar zurku tévini, kuru vid€jais svars eksperimenta sakuma
bija 180 + 10 g. Dzivnieki tika turti standarta laboratorijas apstaklos (telpas temperatiira 22 +
1° C, 12 stundu gaismas/tumsas cikls) Latvijas Universitates Medicinas fakultates
Farmakologijas katedras eksperimentalaja telpa tiem paredzEtajos ventilacijas biros.
Dzivniekiem tika nodroSinata nepartraukta pieeja baribai un tidenim.

Visas darba veiktas eksperimentalas procediiras veiktas saskana ar Eiropas Savienibas
konvencijas direktivu 86/609/EEC vadlinijam ,, European Convention for the Protection of
Vertebrate Animals Used for Experimental and other Scientific Purproses”(1986), un tika
saskanotas ar Latvijas Partikas un veterinara dienesta Dzivnieku aizsardzibas €tikas padomi

(Riga, Latvija).

2.2. Vielas

Eksperimenta tika izmantots jauns dihidropiridina atvasinajums AV-6-93, kas sintezéts
Latvijas Organiskas sint€zes institiita.

Western blota izmantotie reagenti: RIPA buferis (R0278, Sigma Aldrich, ASV),
proteazu inhibitora kokteilis (P8340, Sigma Aldrich, ASV), nitrocelulozes membrana
(RPN1010D, GE Healthcare, Lielbritanija). Poliakrilamida g€la elektroforézei izmantots
proteinu molekulara svara standarts — Spectra Multicolor Broad Range Protein Ladder
(26634, Thermo Scientific, Lietuva). Blok&Sanai izmantots 5% sausais piens (sc-2324, Santa
Cruz Biotechnology, ASV) un 0,05% Tween-20 (P2287, Sigma Aldrich, ASV).

Izmantotas primaras antivielas: trusu poliklonala BDNF (sc-20981, Santa Cruz
Biotechnology, ASV). Parauga ievadiSanas kontrolei izmantots pelu monoklonalais B-aktins
(ab8224, Abcam, Lielbritanija).

Izmantota sekundara antiviela: peroksidazes konjugeta trusa anti-pelu IgG (sc-358920,
Santa Cruz Biotechnology, ASV).

DetektéSanai izmantots hemiluminiscences ECL Advance skidumi A un B (RPN2135,

Amerscham GE Healthcare, ASV).
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2.3. Eksperimenta dizains

Zurkas tika sadalitas grupas, katra pa 8-10 zurkam:
1. grupa — Fiziologiskais Skidums (SAL);
2. grupa — Zalu viela AV-6-93;
3.grupa — Fiziologiskais §kidums (SAL) + stress (Str);
4.grupa — Stress (Str) + zalu viela AV-6-93.

Vielas, katru dienu svaigi pagatavotas, tika ievaditas intraperitonali (i.p.) tilpuma 1
mL/kg 2 ned€las pec kartas. Pe€dejas vielas ievades diena tika veikts imobilizacijas stress 2. un

4. grupas Zurkam.

2.3.1. Imobilizacijas stress dzivniekiem

Stresa modeli zurkas 2 h imobiliz&ja. Sis modelis ieprieks aprakstits Nooshinfar et al.,
2011. Imobilizacijas stress ietekmé& atminu, un tadgjadi, piemeram, var noverteét atminas
trauc€jumu attistibu. Katra stres€jama zurka atseviski tika ievietota maza plastikas biiri, kura
garums 20 cm, platums 5 cm, augstums 6 cm. Ar plastikata biira parvietojamo durvju
palidzibu biura garums tika pielagots attiecigi katras zurkas izmé&riem. Visa testa laiku (2 h)
zurkas bija pilniba imobiliz€tas, bez kustibam. P&c imobilizacijas stresa testa Zurkas tika
anastezg€tas ar ketaminu un ksilazinu un perfuzétas 10 miniites ar fiziologisko Skidumu, lai péc
tam izolétu hipokampa struktiiru smadzen€s. Smadzenu audi Iidz talakam darbibam tika

uzglabati -80° C gradu temperatiira.

2.4. Western blota metode
Tika parbaudita proteinu ekspresija pelu hipokampa, izmantojot Western blota metodi,

kas sastav no parauga sagatavoSanas, g€la elektroforézes un pussausas parneses, blok&Sanas,

blotesanas jeb inkubacijas ar primarajam un sekundarajam antivielam, membranas attistiSana
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2.4.1. Paraugu sagatavoSana

Eksperimenta izmantots zurku smadzenu hipokamps, kas tika izdalitas no sasaldéta
audu materiala. Proteinu izdalija no hipokampa un homogeniz&ja homogenizatora kopa ar 100
puL atdzesetu RIPA buferi un svaigu proteazu inhibitoru kokteili. Visa eksperimenta laika
paraugi tika turéti uz ledus.

Koncentracijas noteik$anai tika npemti 20 pg no homogenizeta iegiita proteina maisijuma
parauga. Proteina koncentracijas noteikSanai izmantoja BCA Assay Kit metodi, kuras pamata
ir vara — proteina kompleksa veidoSanas baziskos apstaklos. Absorbcijas izmainas tika
noteiktas ar spektrometru pie 562 nm vilpu garuma (Tecan infinite M200PRO). Tika
izveidota kalibréSanas Iikne ar zinama proteina atSkaidijumiem un nomérita absorbcija visiem
paraugiem, tada veida nosakot kop€jo proteinu koncentraciju paraugos.

Pirms elektroforézes paraugiem pievieno Laemmli buferi, kas iekraso paraugu zila
krasa, padarot proteinus negativi lad€tus un veicinot labaku parauga ievadiSanu géla bedrite.

Tad tos termiski denature 5 minates 95° C termostata. Péc denatureSanas tos atdzese uz ledus.

2.4.2. Géla elektroforéze un pussausa parnese

No kopgja proteinu daudzuma 20 pg proteini tika sadaliti péc to molekulara svara,
izmantojot 10% SDS poliakrilamida g€lu pie 150 V sprieguma aptuveni 2 stundas. Viena no
g€la bedrit€ém pievieno proteinu molekulara svara markieri, lai p€tamais proteins tiktu
detektéets.

Péc gela elektroforézes proteinus parnes uz nitrocelulozes membranu, izmantojot
elektroforézes metodi. Gan vatmana papirus, gan nitrocelulozes membranu ieprieks§ samitrina
ar atdzes€tu transfeéra buferi. Visu pieslédz pie stravas, un izmantoto stravas stiprumu iestata

attiecigi membranas laukumam (8 x 5 = 40 cm® = 40 mA). Parneses ilgums 45-60 miniites.

2.4.3. Blokésana un bloteSana

Lai novérstu membranas savstarpgjo saistiSanos ar antivielu, to bloké ar 5 % sauso
pienu un 0,05% Tween-20 TBS-buferi 30 minites istabas temperatiira.

BlotéSana tika veikta ar primaro antivielu 4°C temperatiira diennakti atSkaidjjuma
1:200. P&c primaro antivielu piesaistes, membranu skalo 3 reizes pa 15 miniitém ar TBS-T

buferi istabas temperattira uz kratitaja. Tad membranu inkubg ar sekundaro antivielu 1 stundu
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istabas temperatira peroksidazes konjugéta anti-pelu IgG atSkaidijuma 1:2000. Atkarto
membranas skaloSanu ar TBS-T buferi istabas temperatiira 3 reizes pa 15 mintGtém uz

kratitaja.

2.4.4. Membranas attistiSana

Ekspresijas detektésanas noteik$anai izmanto hemiluminiscences reagentus - Skidumus
A un B, ko sajauc attiecigi 1:1. Skidumu vienmérigi uzklaj uz membranas, inkubgé 1 minti un
péc tam uzmanigi noslauka no lieka Skidruma. Membranu ievieto CCD kamera (UVP
Bioimaging System, Kanada), kur iestata ekspozicijas laiku — tas var vari€t, bet optimali 1

mindte.

2.5. Datu analize

Iegitie dati tika apstradati ar GraphPad Prism 5.01. biostatistikas programmu, bet
Western blota atteli analizéti ar ImageJ programmu.

legiitais att€ls tiek izveidots melnbaltaja reZima (8 biti). [zmantojot taisnstiira figiiru no
ImageJ programmas rikjoslas, tiek ieziméta pirma josla - B-aktins, ko pienem ka standartu
Western blota analizes attéla. B-aktins tiek izmantos paraugu salidzinasanai, kas izteikts ka
absoliitas intensitates skaitlis - ieziméta laukuma un taja vid€jo pikselu skaitu reizinajums.
Paraugu ekspresijas attéli ar1 tika iezim@ti, izmantojot taisnstiira figtiru. Gan B-aktina, gan
paraugu ekspresijas attélu ieziméSana notiek, izvéloties liclako piesatinajumu. Kontroles
grupai, kur tika ievadits fiziologiskais Skidums, pienem vértibu 1, bet paréjo grupu relativo
intensitati aprékina, dalot kontroles vértibu ar katras grupas absoliitas intensitates vertibu.

Statistisko datu analizei tika izmantota dispersijas analize (Analysis of variance;
ANOVA), Stjidenta nesaparotais t tests, un datu statistiska ticamiba tika vertéta peéc p
vertibas, kas ir mazaka par 0,05 (p<0,05).

27



3. REZULTATI UN DISKUSIJA

AV-6-93 ir jauns DHP atvasinajums, kas apvieno DHP molekulu ar adamantana
gredzenu, kas pirmo reizi tika parbaudits uz BDNF ekspresiju imobilizacijas stresa paklautu
zurku hipokampos. Eksperimenta izpildei bija nepiecieSams vispirms izolét hipokampus no
smadzen€m un talak izdalit proteinus. Hipokampus un attiecigi to proteinus izdalfjam no

visam Cetram eksperimenta grupam:

1. grupa — Fiziologiskais skidums (SAL);

2. grupa — Zalu viela AV-6-93;

3.grupa — Fiziologiskais $kidums (SAL) + stress (Str);
4.grupa — Stress (Str) + zalu viela AV-6-93.

Visiem paraugiem noteicam kop€ja proteina koncentraciju ar BCA metodi, kuras
pamata ir jau zinamu proteina vérSa seruma albumina (BSA) koncentracijas absorbcijas
skaitlu noteikSana ar spektrofotometru (skat. metozu aprakstu) un nezinamo koncentracijas
noteikSana péc aprékiniem no standarta Iiknes, kas miisu gadijuma bija ar salidzinos$i augstu

precizitati 0.9819 (1 ir ideals) (/1. attels).

BSA proteinu koncentracijas standartlikne
1,2

1 y=0,5516x+0,0258 /
E R?=0,9819
8038 /
2
20,6
204
S
K=
< 0,2

0

0 0,5 1 1,5 2 2,5
Albumina koncentracija, ug/mL

11.att. Proteina albumina koncentracijas standartlikne, izmantojot BCA metodi
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Pec §1s liknes, zinot albumina koncentraciju un absorbciju, aprékinajam nezinamo
hipokampa proteina paraugu koncentraciju. Saja gadfjuma katru hipokampa proteina paraugu
sagatavoja ta, ka kopgjais proteina daudzums, ko ievadija géla bija 20 ug.

Talak ar Western blota metodi parbaudijam DHP atvasinajuma AV-6-93 sp€&ju ietekmét
BDNF proteina ekspresiju. Redzams, ka stress (grupa SAL+Str) ir ievérojami palielinajis
ekspresiju, salidzinot ar fiziologiska Skiduma grupas (SAL) BDNF ekspresijas intensitati
hipokampa (*p<0,05, SAL vs SAL+Str; 12. attels). Salidzinot stresa grupas (SAL+Str)
rezultatus ar vielas AV-6-93 grupas (AV-6-93 + Str) rezultatiem, redzams, ka AV-6-93 grupa
normalizé BDNF relativo ekspresijas intensitati hipokampa (#p<0,05, Str+AV-6-93 vs
SAL+Str). Savukart zalu viela AV-6-93 neietekmé BDNF relativo intensitati hipokampa,
salidzinot ar fiziologisko Skidumu grupu (SAL). B-aktina ekspresija arT tika noteikta Siem
paraugiem, lai parliecinatos, ka g€la ir ievadits vienads kopg€jais proteina daudzums. B-aktins
ir $anu citoskeleta proteins, kura ekspresija ir salidzino$i nemainiga, tapéc to izmanto loti

biezi par precizitates kontroli, veicot Western blotus.

2.5+

p-aktins , 42 kD

p— — S .t~

BDNF relativa intensitate hipokampa

& > s o

12. att. BDNF ekspresija Zurku hipokampa. A — Reprezentativie Western blota attéli ar
BDNF ekspresiju un ar B-aktinu ka paraugu kontroli. B — BDNF relativas ekspresijas
intensitates hipokampa salidzinajums starp grupam, kas uzrada, ka stress statistiski biitiski
palielinaja BDNF ekspresiju hipokampa salidzinajuma ar kontroles grupu. AV-6-93

ievadiSana normaliz&ja BDNF ekspresiju streséto Zurku grupa.

Neirotrofie faktori ir svarigas molekulas smadzengs, kas nodrosina sinaptisko
plasticitati, ka arT neironu augSanu, dzivotsp&ju un diferenciaciju centralaja un periferaja
nervu sistéma (Deister and Schmidt, 2006). legiitic rezultati norada, ka BDNF ekspresiju

lidzigi ka citiem neirotrofajiem faktoriem, spg&j ietekmét gan akata, gan hroniska stresa
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situacijas. BDNF ekspresijas izmainu noteikSana hipokampa gan akiita, gan hroniska stresa
gadfjuma pieradija, ka stress spgj izraisit BDNF ekspresijas Iimena dazadas izmainas. Akits
jeb 1sa laika stress (Iidz 60 mintutém) izraisa ievérojamu BDNF ekspresijas palielinaSanos
zurku hipokampa, bet ilgaks stress (vismaz 180 minites) — samazina BDNF ekspresiju
(Marmigére et al., 2003). Lidzigu pétijumu 2010. gada veica Shi et al., kuri arT pétija BDNF
ekspresijas izmainas pie dazadiem stresa apstakliem. Izmantoja piespiedu peldéSanu zurku
teviniem 4 °C auksta fident un 25 °C silta fideni. Akiits stress izraisfja ievérojamu BDNF
ekspresijas palielinasanos, savukart hronisks stress izraisija BDNF ekspresijas samazinasanos
zurku hipokampa. Rezultati liecina, ka jebkuras BDNF ekspresijas limena izmainas ietekmé
svarigus procesus hipokampa (Shi et al, 2010). Cita pétijuma ar BDNF eskspresijas
izmainam pétija nevélamu dzives notikumu (palielinatu stresu) agra attistiba sp&ju mainit un
ietekmét smadzenu nobrieSanu un organismu jutigumu uz psihiskiem trauc&jumiem, kura
izmantoja atkartotu pécdzemdibu mates atpemSanu Zurku mazuliem. Atklajas, ka
peécdzemdibu mates atpemsana lidz divam stundam rada akiita stresa situaciju, lidz ar to
notiek Tstermina BDNF ekspresijas Itmena palielinasanass gan hipokampa, gan prefrontalaja
garoza, savukart mates atnemsana Iidz 3 dienam rada hroniska stresa situaciju, ka rezultata
novéro BDNF ekspresijas samazinasanos (Roceri et al., 2004). Miisu pétijuma rezultati
liecina, ka stress statistiski butiski palielinaja BDNF ekspresiju hipokampa salidzinajuma ar
kontroles grupu. Salidzinot ar citu pétnieku iegttajiem BDNF ekspresijas izmainu
rezultatiem, var secinat, ka eksperimenta iegutie proteini tika izdaliti no akditi stresétu zurku
smadzenu hipokampa strukttiram.

Pédéjo gadu laika ir konstatéts, ka stresam un BDNF ekspresijas izmainam ir saikne
patologisko trauc&jumu iesaistiSana, pieméram, depresijas attistiba, jo stress ir viens no
depresijas attistibas faktoriem. Ir pieradits, ka stresa un antidepresantu molekulu un Stinu
petljumi ir saistiti ar garastavokla trauc€umiem, kas uzrada, ka stress un antidepresantu
terapija iedarbojas pretéji tados smadzenu regionos, kas iesaistiti garastavok]a un kognitivaja
regulacija, pieméram, hipokampa (Lopez et al., 2013). Vairakos pétijumos ir konstatéts, ka
BDNF limenis ir ievérojami zemaks depresijas pacientiem, salidzinot ar kontroles grupu, un
to iespéjams normalizét, lietojot antidepresantus (Gonul et al., 2005). Sos rezultatus apstiprina
vairaki antidepresantu terapijas pétjjumi, pieméram, Matrisciano et al. parbaudija BDNF
Iimeni péc antidepresantu sertralina, escitaloprama vai venlafaksina terapijas péc 5 nedélam
un 6 méneSiem. Ka rezultata - p&c visu antidepresantu terapijas novéroja BDNF ekspresijas
Iimena normalizaciju gan péc 5 nedélam, gan péc 6 meneSiem depresijas pacientiem

(Matrisciano et al., 2009). Lidzigus rezultatus zinoja arT Gonul et al,, kas arT novéroja BDNF
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ekspresijas Itmena normalizaciju pec 8 ned€lu arstéSanas ar sertralinu, fluoksetinu un
paroksetinu depresijas pacientiem (Gonul et al., 2005).

Kopuma $ie pétjjumi lidzinas citu pétnieku iegutajiem datiem par BDNF ekspresijas
Iimena picaugumu un normalizaciju hipokampa péc ilgtermina arsteéSanas ar antidepresantiem
pacientiem ar stresa izraisitu depresiju. AV-6-93 ievadita viela stres€tos zurku hipokampos
atgriez BDNF ekspresiju kontroles Itmeni, kas liecina, ka AV-6-93 piemit spgja regulét
disbalansu no stresa. Tas norada uz neiroprotekt€josam ipasibam Sim savienojumam, kas

varétu bt par pamatu talakiem p&tjjumiem, lai noskaidrotu molekularos mehanismus.
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4. SECINAJUMI

1. Imobilizacijas stress ir palielindjis BDNF ekspresiju hipokampa zurkas, salidzinot ar

kontroles hipokampa zurkam.
2. Savienojums AV-6-93 pats par sevi neietekméja BDNF ekspresiju hipokampa zurkam.
3. Savienojums AV-6-93 statistiski buitiski normaliz&ja BDNF ekspresiju hipokampa zurkam.

4. AV-6-93 piemtt sp&ja normalizét neirotrofa faktora ekspresiju streséto zurku hipokampa,
lidz ar to biitu v€lams turpinat pétit $1 savienojuma iesp&jamas neiroprotektivas ipasibas un

molekularos mehanismus.

32



PATEICIBAS

Velos izteikt vislielako pateicibu darba vaditajai LU MF zinatniskajai asistentei un Mg.
biol. Ulrikai Beitnerei par bakalaura darba témas ideju, iesp&ju piedalities eksperimentos un
apgut Western blota metodi, ka ari paldies par sniegto palidzibu literatiiras materialu

mekl€$ana, atbalstu darba tapSanas procesa un laiku, kas pavadits konsultacijas.
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