
 

LATVIJAS UNIVERSITĀTE 

MEDICĪNAS FAKULTĀTE 

FARMĀCIJAS NODAĻA 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

NEIROTROFO FAKTORU EKSPRESIJA STREPTOZOCĪNA – 

ALCHEIMERA SLIMĪBAS MODELĪ AR MUSCIMOLU  
 

 

 

MAĢISTRA DARBS 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

Autors: Santa Timšāne 

Studenta apliecības Nr.: st11032 

Darba vadītājs: Ulrika Beitnere 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

RĪGA 2016 



2 
 

ANOTĀCIJA 

1906. gadā vācu psihiatrs un neiropatologs Aloīzs Alcheimers pirmo reizi aprakstīja 56 

gadu vecumā mirušu pacienti, kura mira neskaidras slimības dēļ, pēdējo četru gadu laikā 

strauji zaudējot atmiņu un dažādas iemaņas. Laika gaitā, analizējot medicīniskos pierakstus un 

pētot mirušās pacientes smadzenes, tika noteikta amiloīdo plātņu un neirofibrilāro mezglu 

esamība smadzenēs, kas tika nosaukta par Alcheimera slimību (Engstrom, 2007).  

Alcheimera slimība ir progresējoši smadzeņu darbības traucējumi, kā rezultātā 

smadzenes pakāpeniski „noārdās”. Visbiežāk tā rodas cilvēkiem 65-70 gadu vecumā. 

Slimības attīstības gaitā attīstās negatīvas izmaiņas atmiņā, domāšanā, dažādās darbībās un 

uzvedībā, kas laika gaitā tikai pasliktinās.  

Lai arī pēdējos gadu desmitos zinātniekiem ir izdevies atklāt daudz par to, kā 

Alcheimera slimība ietekmē smadzenes, veids, kā šo slimību ārstēt joprojām nav izgudrots.  

Joprojām tiek meklēti arvien jauni risinājumi un metodes, kas ļautu uzlabot slimnieku 

dzīves kvalitāti un dzīves ilgumu, pēc iespējas ilgāk to pavadot pie pilnas apziņas.  

Tā kā muscimola mazo devu neiroprotektējošā ietekme ir bijusi noteikta jau agrāk, šī 

darba mērķis bija noteikt, kā tā ietekmē mainās neirotrofo faktoru (GAD67; GAP43; BDNF) 

ekspresija žurku smadzenēs, kurās pirms tam izraisīti Alcheimera slimībai raksturīgi 

bojājumi, izmantojot streptozocīnu. 

Veicot datu apstrādi un analīzi tika noteikts, ka vislabāko efektu uz strpetozocīna 

izraisītajiem bojājumiem uzrāda muscimola 0,01 mg/kg liela deva, palielinot GAD67 

ekspresiju gan smadzeņu garozā, gan hipokampā. Pozitīvus rezultātus uzrādīja arī 0,05 mg/kg 

deva, pēc streptozocīna premedikācijas. GAP43 ekspresijā izmaiņas tika noteiktas tikai 

smadzeņu garozā, pozitīvi ietekmējot GAP43 ekspresiju 0,01 mg/kg lielā devā pēc 

streptozocīna premedikācijas. BDNF ekspresijā nekādas izmaiņas noteiktas netika. 

Atslēgas vārdi: Alcheimera slimība, muscimols, streptozocīns, glutamāta 

dekarboksilāze 67 (GAD67), augšanas proteīns 43 (GAP43), smadzeņu derivāta neirotrofais 

faktors (BDNF).  
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ANNOTATION 

In 1906, German psychiatrist and neuropathologist Alois Alzheimer first described a 

patient who died at the age of 56 years due to an unclear illness, which caused loss of memory 

and other disorders in processes of cognition during the last four years. During the analysis of 

the medical records and exploring the train of the patient, the presence of amyloid plaques and 

neurofibrillary tangles became known. These observations were called an Alzheimer’s disease 

later (Engstrom, 2007). 

Alzheimer’s disease is a progressive disorders in the brain, which results in degradation 

of the brain volume. Patients most commonly start to show first symptoms at the age of 65 – 

70 years. As a symptoms of progression of the disease is a negative decline in memory, 

cognition, behavior and other actions which worsen during the time. 

 Despite many findings in last decades on how Alzheimer’s disease effects the brain, the 

cure is still not found. New solutions and methods are still not found to improve the life of 

patients.  

It was found that small doses of muscimol show neuroprotective action and the aim of 

this study was to evaluate how does it effect the expression of neurotrophic factors (GAD67; 

GAP43; BDNF) ir the rat brain, in a model of Alzheimer’s disease, caused by streptozocin. 

After the collection and analyzation the data, the results showed that the best effect has 

been obtained with the dose of 0,01mg/kg of muscimol in the streptozocin lesioned brain, 

increasing the expression of GAD67 in brain cortex and as well in hippocampus. Possitive 

effect was reached using the dose of 0,05 mg/kg as well. In expression of the GAP43, positive 

effect was obtained only in brain cortex but not in hippocampus using the dose of 0,01 mg/kg 

of muscimol. Any changes in expression of BDNF were not evaluated.  

Key words: Alzheimer’s disease, muscimol, streptozocin, glutamate decarboxylaze 67 

(GAD67), growth associated protein 43 (GAP43), brain-derived neurotrophic factor (BDNF).  
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Apzīmējumu saraksts 

aCSF – mākslīgs cerebrospinālais šķīdums (artificial cerebrospinal fluid)  

AD – Alcheimera slimība (Alzheimer's disease)  

AICD – iekššūnas citoplazmatiskais domēnu  

AMPA – α-amino-3-hidroksi-5-metill-4-izoazolepropionskābe  

APP – amiloīda prekursora proteīns  

Aβ – amiloīda-β peptīds  

BDNF – smadzeņu derivāta neirotrofo faktoru  

DPYSL3 – dihidropirimidināzei līdzīgais proteīns 3 

GABA – γ-amino-sviestskābe (γ-Aminobutyric acid)  

GAD – glutamāta dekarboksilāze  

GAP43 – „augšanas” jeb „plasticitātes” proteīns (Growth Associated Protein) 

Glu – glutamāts  

GLUT2 – glikozes transportproteīns 2  

GSK3β – glikogēna sintāzes kināzes  

Icv – intracerebroventrikulāri  

NFT – neirofibrilārie mezgli (Neurofibrillary tangles)  

NMDA – N-metill-D-asparāts  

RAGE – glitācijas (cukura daļas pievienošana proteīnam) gala produktu receptori  

STZ – streptozocīns 

τ – „tau” proteīns  
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Ievads 

Alcheimera slimība (AD) ir progresējoša nervu sistēmas saslimšana, kas bojā 

nervu šūnas, pasliktinot atmiņu un citas svarīgas psihiskās funkcijas. Tā skar aptuveni 

35 miljonus cilvēku visā pasaulē. Slimības attīstības gaitā neatgriezeniski tiek bojātas 

galvas smadzenes. Tā ir visbiežāk sastopamā demences forma, kas izraisa aptuveni 50% 

līdz 70% no visiem demences gadījumiem. Tā ir deģeneratīva slimība, kas pilnībā 

izmaina slimnieku dzīvi (Correia et.al.,2013).  

Smadzeņu šūnas iet bojā, un cilvēks nespēj atcerēties vai uzkrāt jaunu 

informāciju. Smadzeņu daļa, kas slimības gaitā tiek bojāta visvairāk ir hipokamps. Tas 

ir galvenā smadzeņu struktūra, kas atbild par atmiņas nodrošināšanu cilvēka smadzenēs. 

Cilvēks sāk aizmirst dažādas lietas, nespēj apgūt ko jaunu, parādās dažādi uzvedības 

traucējumi, bieži rodas saskarsmes problēmas. AD gaitā galvas smadzeņu neironi zaudē 

savu struktūru un nevar pildīt to atbilstošās funkcijas (Mieke et.al., 2012).  

Šobrīd pasaulē vēl nav terapijas, ar kuru slimību varētu ārstēt, bet aizvien tiek 

meklētas jaunas iespējas, lai varētu apturēt slimības attīstību un novērstu radušos 

smadzeņu bojājumus. 

 

Darba mērķis - Noskaidrot GABA-A agonista – muscimola ietekmi uz 

glutamāta dekarbosilāzi 67 (GAD67), augšanas asociēto protēinu 43 (GAP43) un 

smadzeņu derivāta neirotrofo faktoru (BDNF) ekspresiju AD tipa modelī, kuru izraisīja 

intracerebroventrikulāra (icv) streptozocīna (STZ) ievadīšana. 

Darba uzdevumi: 

1. Veikt literatūras analīzi par jaunākajiem pētījumiem Alcheimera slimībai. 

2. Izmantojot imūnhistoķīmijas metodi noteikt GAP43 un GAD67 ekspresiju 

žurku smadzeņu hipikampā un garozā. 

3. Izmantojot Western Blot metodi noteikt BDNF ekspresiju žurku smadzeņu 

hipokmapā. 

4. Veikt statistisko datu analīzi un apstrādi. 

 

Darbs izstrādāts Latvijas Universitātes Dabaszinātņu akadēmiskajā centrā, 

farmakoloģijas katedrā.   
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1. LITERATŪRAS APSKATS 

1.1. Alcheimera slimība 

Alcheimera slimība (AD) ir visbiežākā demenci izraisošā slimība cilvēkiem, kuri 

sasnieguši 65 gadu vecumu. Tā skar aptuveni 35 miljonus cilvēku visā pasaulē un skarto 

skaits,paildzinoties dzīvildzei, ir ar tendenci katru gadu pieaugt. 1. attēlā redzama prognoze, 

ka līdz 2050. gadam slimības sastopamība varētu pieaugt līdz pat trīs reizēm (dati par ASV). 

Tas tiek izskaidrots ar apkārtējas un sociālās vides izmaiņām (Heber et.al., 2013).  

 

1.1. Attēls. AD attīstības gadījumi skaita prognoze nākotnē 

Attēls no: Hebert et.al., 2013 

Šai slimībai raksturīga pakāpeniska un neapturama atmiņas pasliktināšanās, kas noved 

līdz pilnīgai kognitīvo funkciju izzušanai. Visvairāk bojājumu skartās smadzeņu zonas ir 

hipokamps un smadzeņu garoza (Correia et.al.,2013). 

Etioloģiski slimību var iedalīt divās grupās – iedzimtā AD, kura ir sastopama aptuveni 5 

% gadījumu (agrīns sākums – jau ap 40 gadiem) un sporādiskā - aptuveni 95 % gadījumu. 

Sorādiskās slimības cēloņi vēl joprojām nav izprasti. Kā viens no to ietekmējošiem faktoriem 

ir pasliktināta insulīna un glikozes metabolisms smadzenēs (Correia et.al., 2011). 

Viens no pirmajiem signāliem AD ir progresējošs deklaratīvās atmiņas zudums. Kaut 

gan to ir diezgan grūti diagnosticēt un atšķirt no atmiņas pasliktināšanās normas noteiktā 

vecumā, ir radīti speciāli, jutīgi neirofizioloģiski testi, ar kuru palīdzību iespējams identificēt 

vai noteiktais rezultāts atbilst normas robežām, vai tas ir progresējošas demences rādītājs 

(Backman et al., 2001). Kā būtisks faktors slimības attīstība ir arī hipokampa atrofija (Kohler 

et al., 1998; Petersen et al., 2000). Pētījumā uz indivīdiem, kuru vidējais vecums bija 78 gadi, 
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tika noteikts, ka pat vieglu kognitīvu traucējumu gadījumā, salīdzinot ar normāliem 

indivīdiem, ir novērojamas ievērojamas hipokampa tilpuma izmaiņas. Tika noteikts arī, ka uz 

neirodeģeneratīvajām izmaiņām, kas saistītas ar AD, visjūtīgākie ir CA1 un smadzeņu garozas 

priekšēji-mediālais reģioni (Mieke et.al., 2012).  

Mūsdienu cilvēku, lielākoties, saspringtais dzīvesveids var veicināt dažādu kognitīvo 

disfunkciju attīstību un atmiņas pasliktināšanos, jo ir noteikti faktori, kuru ietekmē tiek 

novērota hipokampa tilpuma samazināšanās. Kā viens no šiem iemesliem ir miega trūkums. 

Pētījumos noteikts, ka ilgstošs miega trūkums (miega stundu skaits diennaktī – 4 stundas) vai 

traucēts miegs – konkrētajā gadījumā – 1 mēneša periodā, žurkām izraisījis hipokampa 

samazināšanos par 10% (Novati et al., 2011). Balstoties uz šiem atklājumiem, veikti dažādi 

pētījumi arī uz cilvēkiem. Arī tajos uzrādās, ka pastāv pozitīva korelācija starp miega stundu 

skaitu diennaktī un hipokampa tilpumu, kas izpaudās pildot arī dažādus kognitīvus 

uzdevumus, pārbaudot verbālo un vizuālo atmiņu (Taki et al., 2012; Joo et al., 2014 ). 

Arī ilgstošam stresam un depresijai ir līdzīga ietekme uz hipokampu. Tas izskaidrojams 

ar to, ka stresa laikā no virsnieru dziedzera pastiprināti izdalās glikokortikoīdi. Saistoties ar 

receptoriem smadzenēs, jo īpaši hipokampā, tiem piemīt neirotoksiskas īpašības, 

neirodeģenerācijas izraisīšana. Līdzīgs efekts noteikts arī posttraumatiska stresa gadījumos, 

izraisot deklaratīvās atmiņas funkciju bojājumus. Stresa ietekmē tiek palēlināti arī 

neiroreģenēzes procesi (Bremner, 2000).  

 Tāpat, AD pacientiem vai indivīdiem AD attīstības posmā tiek novēroti glikozes 

metabolisma traucējumi deniņu daivā un parientālajos reģionos (Small et al., 2000).  

Hipokampa atrofija ir saistīta arī ar glikozes metabolisma traucējumiem hipokampā, 

priekšējā un vidējā deniņu daļā, cingulate gyrus, un pieres daivā (Garrido et al., 2002). 

Vienas no galvenajām smadzeņu pataloģijas pazīmēm, kas apstiprina AD postmortem 

audos ir neirofibrillārie mezgli un β – amiloīda (βA) plātnes (Hyman et al., 2012) un 

neirofibrillārie mezgli. 

βA plātnes veidojas ekstracelulāri uzkrājoties β amiloīda peptīdam. Šo patoloģiju 

progresēšana sākas vēl ilgu laiku pirms pirmajiem slimības tipiskajiem kognitīvajiem 

simptomiem (Mufson et al., 2012).  

Mutācijas gēnos, kas varētu veicināt AD attīstību ir amiloīda proteīna prekursora gēna 

mutācija (APP) (Goate et al., 1991), presilina (PS) gēnu (Sherrington et al., 1995) un 

apolipoproteīna E (ApoE) genotipa mutācijas (Corder et al., 1993). Mutācijas APP un PS 

gēnos veicina pārmērīgu βA veidošanos, bet mutācijas ApoE4 rezultātā notiek izmaiņas βA 

transportēšanā (Fryer et al., 2005; Rhinn et al., 2013).  
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 Amiloīda prekursora proteīns (APP) pieder transmembrānas I tipa proteīnu grupai. APP 

struktūrā ir Aβ segments (1.attēlā – dzeltenā krāsā), kurš parasti, α-sekretāzes darbības 

rezultātā tiek sašķelts, no APP izveidojot šķīstošu amino-termināla domēna APP kompleksu 

(sAPPα) un karboksilgrupas termināla fragmentu C86. γ-sekretāze pabeidz šķelšanas procesu, 

radot APP iekššūnas citoplazmatisku domēnu (AICD) un šķīstošu P3 peptīdu. Šis process tiek 

dēvēts par ne-amiloīdo signālceļu kaskādi.  

AD gadījumā, APP vispirms tiek pakļauts β-sekretāzes darbībai. Tas notiek, APP un β-

sekretāzei „ieslēdzoties” endosomā. β-sekretāze sašķeļ APP vietā, kur sākas Aβ posms, to 

nesabojājot. Tiek izveidots sAPPα un C-termināla APP komplekss, kurš, tālāk iedarbojoties γ-

sekretāzei tiek sašķelts par Aβ un AICD. Aβ paliek ārpusšūnas telpā brīvā veidā. Ilgstošā šī 

procesa rezultātā notiek Aβ uzkrāšanās, kas izraisa neirotoksicitāti (Kim et.al., 2010). 

 Kā metodes, lai identificētu dažādas, ar slimību saistītas izmaiņas smadzenēs, izmanto 

pozitronu emisijas tomogrāfiju – lai noteiktu un attēlotu βA depolarizācijas vietas; 

magnētisko rezonansi – lai noteiktu hipokampa tilpumu vai citu smadzeņu daļu atrofiju; 18F-

fluoroglikozes – pozitronu emisijas tomogrāfiju – lai noteiktu glikozes hipometabolismu 

smadzeņu audos, kas liecina par neironu bojājumiem un sinapšu pārtrūkšanu. Visi augstāk 

minētie rādītāji ir būtiski, mēģinot atšķirt vieglus kognitīvus traucējumus no AD pirmajiem 

simptomiem (Jack and Holtzman, 2013). 

1.2. Attēls. Aβ signālceļi 

Attēls no: Cheng et.al., 2014 
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Smadzeņu trauma, miega traucējumi, epilepsija un citi faktori spēj ietekmēt βA līmeņu 

rādītājus. Pētījumos noskaidrojies, ka βA uzkrāšanos un transportu ietekmē arī sinaptiskā 

aktivitāte (Johnson et al., 2010; Mackenzie and Miller, 1994; Roh et al., 2012). 

  Neirofibrilārie mezgli (NFT) ir veidojumi, kas radušies τ proteīna hiperfosforilācijas 

rezultātā (Mufson et al., 2012). Tas notiek, kad nezināmu iemeslu dēļ, projekcijas šūnas 

smadzenēs sāk sintezēt τ proteīnu ārpus normas robežām, kas nav spējīgs sasaistīties ar 

mikrotubuļiem un brīvā veidā paliek šūnu citozolā. Šādos apstākļos τ proteīns sāk veidot 

nebiodegradējamus materiālus. Šie veidojumi uzkrājas intraneironāli, sākumā kā nefibrillārā 

formā, ko var ieraudzīt gaismas mikroskopā. Šie veidojumi tiek saukti pirmsmezgliem (PT). 

Laika gaitā, bet ne vienmēr, pirmsmezgli, dendrītisku procesu rezultātā, attīstās stingros, 

nelokāmos fibrillāros pavedienos – neirofibrillārajos mezglos (NFT), kuri uzkrājas šūnās 

(Braak et.al., 1994).  

Pastāv viedoklis, ka AD varētu būt arī mikrobioloģiska etioloģija. AD pacientu un 

kontroles grupas smadzeņu audus, tika atrasts, ka slimnieku CNS šūnās ir sēņu šūnas un hīfas. 

To iespējams noteikt gan šūnās, gan ārpus tām, izmantojot specifiskas antivielas. Vairākos 

smadzeņu rajonos, piemēram, ārējā priekšējā garozā, smadzenīšu hemisfērā, hipokampā un 

Choroid Plexus tika identificētas sēņu materiāli, kuri kontroles objektos identificēti netika. 

Analizējot desmit slimnieku smadzeņu sekcijas, sēņu infekcijas tika konstatētas visos 

gadījumos. Tās tika konstatētas arī asins šūnās, kas varētu būt izskaidrojums asinsvadu 

patoloģijas, kas bieži tiek novērotas AD gadījumos. Sekvencējot smadzenēs identificēto sēņu 

DNS tiek noteikts, ka tās ir dažādu sugu. Kopumā, šis pētījums pierāda paustā uzskata 

ticamību, ka sēņu infekcijas tiešām ir iesaistītas AD gadījumos (Pisa et.al., 2015).  
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1.2. Alcheimera slimības iedalījums atkarībā no neirofibrilāro mezglu 

izplatības smadzenēs 

Atkarībā no neirofibrilāro mezglu (NFT) līmeņa smadzenēs, AD var iedalīt sešās fāzēs. 

Otrajā attēlā A gadījumā ir redzamas smadzenes, kad NFT ir attīstības posmā. Kreisā 

smadzeņu puslode – I stadija, labā – II. Mezgli – tumšākās krāsas laukumi attēlā, praktiski 

nav redzami. I stadijas gadījumā nedaudz skarta tikai deniņu daiva, II stadijā – redzams, ka 

NTF plešas plašumā. Šajā fāzē nekādi slimības simptomi nav novērojami. Tā tiek dēvēta par 

preklīnisko jeb prodromālo fāzi. Šādā līmenī NFT sāk veidoties un var būt novērojami jau 

pusaudžu gados (Wollen, 2010; Braak et.al., 2011).   

Pakāpeniski, laika gaitā NFT mezglu izvietojumos smadzenēs paplašinās (2. attēlā, B). 

Visvairāk skarts ir mandeļu formas neironu struktūras kodols (amygdala) un hipokamps, kā 

arī deniņu daivas apgabali. Visbiežāk šāda situācija sāk parādīties 50-60 gadu vecumā, bet ir 

arī gadījumi (aptuveni 4% gadījumu), kad tas var būt novērojams jau 31-40 gadu vecumā. 

Palielinoties vecumam, palielinās arī III fāzes novērojamo gadījumu skaits. Šajā attīstības fāzē 

indivīdiem mēdz konstatēt vieglus kognitīvus traucējumus (mild cognitive impairments; 

MCI).  

Palielinoties NFT līmenim, slimība pakāpeniski pāriet līdz V-VI fāzei. V fāzē 

smadzenes vēl nav pārpildītas ar NFT, sasniedzot VI fāzi (2.attēlā, C), tomēr izplatības 

līmenis ir līdzīgs un visbiežāk, šo fāzi sasniegušie pacienti ir sasnieguši demenci. Šajā posmā 

parasti tiek uzstādīta diagnoze – AD. Lielākoties tie ir pacienti, kuri sasnieguši 80 un vairāk 

gadu vecumu. Sasniedzot pilnīgu demenci, kad smadzenes pilnībā ir pārpildītas ar NFT 

nekāda terapija vai medikamenti netiek pielietoti, jo vēl nav radīti tādi līdzekļi kuri spētu šos 

bojājumus atgriezt vai kādā veidā uzlabot cilvēka smadzeņu darbību (Wollen et.al., 2010; 

Braak et.al., 2011).   

 

 

 

 

 

 

  

A B C 

1.3. Attēls. Smadzenes dažādos NFT attīstības līmeņos 

Attēls no: Braak et.al., 2012. 
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1.3. Alcheimera slimībā iesaistītās smadzeņu daļas 

Visprecīzākais un izteiktākais rādītājs ceļā uz AD ir tieši hipokampa tilpumā 

novērojamās izmaiņas, kuras koralē arī ar fosforilētā τ proteīna līmeņiem un β-amiloīda 

struktūru daudzumu smadzenēs (Clerx et.al, 2013). Šajā pētījumā mērīja dažādu smadzeņu 

daļu tilpumus pacientiem ar viegliem kognitīviem bojājumiem, kopā apskatot 341 gadījumus. 

Smadzenes tika apskatītas ar dažādām metodēm, iegūstot un apstrādājot trīs dimensiju attēlus, 

no kuriem tika veikti nepieciešamie aprēķini. Pētījums ilga aptuveni piecus gadus. 

Hipokamps ir smadzeņu struktūra, kas atrodas temporālās daivas vidusdaļā. Hipokamps 

sastāv no CA1, CA2, CA3 un Dentate gyrus subreģioniem (3.att.), kas veido aferento un 

eferento informācijas apmaiņu ar dorsālo un ventrālo hipkampu(Squire and Zola-Morgan, 

1991). 

Gyrus dentatus (latīniski) ir smadzeņu reģions hipkampā, kurā neiroģenēze notiek visa 

mūža garumā (Aimone J.B. et. al., 2006) un ir noteikts, ka hipokampālajai neiroģenēzei ir 

ievērojama loma atmiņas un mācīšanās norisē, antidepresīvos procesos, CNS darbības 

traucējumu gadījumos (Sahay and Hen, 2007 and Zhao et al., 2008). Pieaugušo hipokampalā 

neiroģenēze ir cieši saistīta ar neironālo aktivitāti, galvenokārt, ar līdzsvaru starp 

GABAerģisko un glutamāterģisko sistēmām (Zhao et al., 2008). Šūnu attīstības agrākajos 

posmos GABAA receptoru aktivācija ar ārpusšūnām esošo GABA, regulē hipokampa 

neironālo cilmes šūnu diferenciāciju (Tozuka et al., 2005) un dendrītisko attīstību smadzeņu 

granulu šūnās (Ge et al., 2008).  

Murphy et.al. veicis pētījumu, kura mērķis bija noteikt smadzeņu blīvumu un AD 

smaguma pakāpi. Kā metode, kas tika izmantota pētījumā, bija magnētiskās rezonanses 

elastogrāfija (MRE) – magnētiskās rezonanses paveids, ar kuru, bez invazīvas iejaukšanās 

iespējams noteikt smadzeņu fizisko stāvokli – šajā gadījumā – blīvumu. Tas tika mērīts 

dažādos smadzeņu reģionos (piemēram, priekšējā daivā, parientālajā daivā, smadzenītēs). 

Kopumā pētījumā piedalījās 48 dalībnieki, kuri tika sadalīti četrās grupās – amiloīda negatīvā 

grupa, ar normālām kognitīvām funkcijām (negatīvā kontrole); amiloīda pozitīvā grupa, ar 

normālām kognitīvajām funkcijām; amiloīda pozitīvā grupa, ar viegliem kognitīviem 

traucējumiem un amiloīda pozitīvā grupa, ar AD. Rezultātos noskaidrojās, ka AD gadījumā 

smadzenes nav tik blīvas salīdzinājumā ar normāli funkcionējošām. Vislielākās izmaiņas 

novērotas priekšējā, parientālajā un deniņu daivās. Novērota arī koralācija starp šīm izmaiņām 

un amiloīda esamību smadzenēs un hipokampa tilpuma izmaiņām (Murphy et.al., 2015). 

Pieaugušo smadzenēs hipokampam ir izšķiroša loma atmiņas veidošanā. Pie hipokampa 

funkcijām pieskaitāma arī sinaptiska plasticitāte un jaunu neironu veidošanās (Deng et. al., 
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2010). Hipokamps un citas, tam tuvumā esošās temporālās daivas struktūras ir atbildīgas par 

deklaratīvo atmiņu (Eichenbaum, 2004 and Squire, 2004). Šīs struktūras ir pamatā mācību 

procesam, jaunas informācijas nostabilizēšanai. (Jambaqué et al., 2007).  

 

1.4. Alcheimera slimības gaitā iesaistītās neirotrofās sistēmas 

1.4.1. Glutamāterģiskā sistēma un GAD67 

 Glutamāts (Glu) ir galvenais uzbudinošais neirotransmiters zīdītāju nervu sistēmā un 

tam ir liela nozīme atmiņas un mācīšanās procesos (Featherstone, 2010).  

Glu darbojas caur jonotropajiem un metobotropajiem glutamāterģiskajiem receptoriem, 

kas ir izvietoti gandrīz visās smadzeņu daļās. Ir trīs galvenās jonotropo receptoru grupas, 

kuras nosauktas to savienojumu vārdā, kuri pirmie tika identificēti kā šo receptoru selektīvie 

agonisti – N-metill-D-asparāta (NMDA), α-amino-3-hidroksi-5-metill-4-

izoazolepropionskābes (AMPA) un 2-karboksi-3-karboksimetil-4-izopropenilpirolidīna 

(kaināta) receptori (Wallace et.al., 2011).  

Metabotropie receptori ir ar G proteīnu saistītie proteīni. Glu metabotropie receptori tiek 

iedalīti trīs subtipos. I subtips aktivizē fosfolipāzi C, II un III – saistīti ar cAMP signālceļiem 

(Conn and Pin, 1997).  

GABA ir galvenais inhibējošais neirotransmiters cilvēka smadzenēs, piedaloties 

holīnergiskās un glutamāterģiskās aktivitātes regulēšanā hipokampa un garozas reģionos, kuri 

visvairāk tiek skarti AD attīstības laikā (Lawrence, 2008). Tā tiek sintezēta no glutamāta, ko 

izpilda enzīms glutamāta dekarboksilāze (GAD). GAD enzīmam ir divas izoformas – GAD65 

(65 kDa) un GAD67 (67 kDa) un abi ir kā atslēga uz GABAerģiskās sistēmas darbību 

(Erlander et. al., 1991). Lai gan abas šī enzīma formas smadzenēs ir atrodamas, to lokalizācija 

nedaudz atšķiras. GAD65 ir lokalizēts nervu šūnu sinaptisko vezīkulu membrānās, bet 

GAD67 – viscaur šūnai. Galvenais GABA sintezētājs ir GAD67, bet, gadījumos, kad šūnu 

pieprasījums pēc GABA ir lielāks, GAD65 īslaicīgi aktivizējas, lai nepieciešamais GABA 

līmenis tiktu sasniegts (Korpershooek et al., 2007).  

Dažāda veida pētījumos (pēc nāves sekcijās, neironu attēlu fiksēšanas) ir noteikts, ka 

AD gadījumā GABA aktivitāte ir samazināta (Lanctot et al., 2004).  

Attīstījušos glitācijas (cukura daļas pievienošana proteīnam) gala produktu receptori 

(RAGE) ir šūnu membrānu receptori, pie kuriem ar augstu afinitāti piesaistās smadzeņu 

audiem toksiskais βA. AD gadījumos šo receptoru skaits ir palielināts (Lue et al., 2001). 

GABA samazina attīstīto RAGE skaitu, samazinot βA piesaistīšanos un uzkrāšanos (Sun et 

al., 2012).  
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Salīdzinoši nesen atklāts, ka inhibitorajam neirotransmiterim GABA ir nozīme vairākos 

neironalās attīstības procesos (Owens and Kriegstein, 2002b). Sākot ar šūnu proliferāciju un 

neirītu augšanu (LoTurco et al., 1995), līdz pat neiroģenēzei (Ge et al., 2006). GABA sintēze 

un signālceļi darbojas jau grauzēju grūtniecības vidusposmā, vēl ilgi līdz sinaptiskās 

komunikācijas procesiem (Ben-Ari, 2002). 

Nomura et.al. veiktajā pētījumā tika noteikta NMDA receptoru nekonkurējošā 

antagonista – penciklidīna ietekmi uz hipokampu. Rezultātā tika noskaidrots, ka, penciklidīna 

iedarbības rezultātā ilgtermiņa potencēšana (LTP) CA3-CA1 reģionu sinapsēs bija 

pasliktinājusies. Tika noskaidrots arī tas, ka GABAerģiskās sistēmas darbība CA1 reģionā, 

kas saistīta ar hipokampa atkarīgajiem mācīšanās un atmiņas procesiem, bija uzlabojusies. 

Rezultāti liek domāt, ka izmaiņas GABA sistēmas darbībā hipokampā varētu veicināt 

kognitīvu disfunkciju grauzējos (Nomura et.al., 2016).  

Chattopadhyaya et al. veiktajā pētījumā noskaidrots, ka GABAerģiskās sistēmas 

inhibitorās darbības ceļi ir atkarīgi no neironālās aktivitātes. Aktivitātes atkarīgā GAD67 

darbības regulēšana var radīt uzlabojumus intracelulārajam GABA izdalīšanās laukam. 

Pētījumā noskaidrojies, ka GAD67 un GABA līmeņu palielināšanās būtiski ietekmē 

interneironu aksonu augšanu un sinapšu formēšanos inhibitoro signālceļu attīstības laikā.  

GAD67 līmeņa samazināšanās izraisa deficītu šūnu aksonu sazarojumā un darbības 

traucējumus inervācijas laukā (Chattopadhyaya et.al., 2007). 

 

1.4.2. GAP43 

 Ar augšanu asociētais proteīns 43 (GAP43) tiek dēvēts par „augšanas” jeb 

„plasticitātes” proteīnu, tāpēc, ka lielos daudzumos tas tiek sintezēts neironalās augšanas 

vietās aksonu attīstības un reģenerācijas laikā. Citi šī proteīna nosaukumi dažādā literatūrā – 

B50, neiromodulīns un F1. Tam piemīt būtiska loma neirītu augšanas, diferenciācijas un 

sinaptiskās plasticitātes procesos. Tas tiek uzskatīts par būtisku komponentu nervu sistēmas 

efektīvai reģenerācijai (Nielander et.al., 1993).  

Tas veicina F-aktīna akumulāciju neirītos, izraisot citoskeletona veidošanos. Perinatāli 

tas ir ekspresēts visos neironos, bet tā ekspresija sarūk aksonalās attīstības un sinaptoģenēzes 

laikā, paliekot tikai augstas plasticitātes reģionos, piemēram, hipokampā (De La Monte et.al, 

1989). Nesen tika noteikts, ka GAP43 ir substrāts kaspāzei-3 un, ka GAP43 gēna mutācija 

izraisa AMPA (α-amino-3-hidroxi-5-methil-4-izoksazolpropion skābes) receptoru endocitozes 

samazināšanos, izraisot pasliktināšanos postsinaptisko membrānu ilgtermiņa nomākumā, kas 

nozīmē, ka tam ir nozīme ne tikai plasticitātes procesos (Gorup et.al., 2015).  

http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC2077924/#R56
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC2077924/#R45
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC2077924/#R24
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC2077924/#R6
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Zhang et.al. veiktajā pētījumā mēģināja noskaidrot apkārtējās vides un aktivitātes 

ietekmi uz GAP43 ekspresiju žurku mazuļu hipokampā. Žurkas pirms dzemdībām tika sadalīti 

trīs grupās – negatīvās kontroles grupa (standarta būris, standarta apstākļi, izraisīts stress 3 

reizes dienā), stresa ierobežotā grupa un stresa ierobežotā grupa ar uzlabotiem apkārtējās 

vides apstākļiem un aktivitātes iespējām (būris bagātināts ar krāsainām rotaļlietām, svaigām 

skaidām, pieradināšana – 15 minūtes dienā mazuļu mugura tika sukāta ar maigu birstīti). 

Veicot pētījumu tika iegūti trīs būtiski secinājumi: GAP43 līmeņi hipokampā bija 

palielinājušies, žurkām pirms dzemdībām atrodoties pilnīgos miera apstākļos; pirmsdzemdību 

stress pasliktināja telpiskās mācīšanās un atmiņas spējas mazuļiem; žurku mazuļu sukāšana 

un apkārtējās vides bagātināšana izraisīja GAP43 līmeņu pieaugumu, veicinot telpisko 

apgūšanas un atmiņas spēju stresa apstākļos esošajiem mazuļiem (Zhang et.al., 2012).  

Kowara et.al. 2007. gadā veica pētījumu, kurā noteica DPYSL3 (dihidropirimidināzei 

līdzīgā proteīna 3) un GAP43 proteīnu ekspresiju un mijiedarbību žurku embriju smadzenēs. 

Tāpat kā GAP43, arī DPYSL3 ir būtisks neironālās attīstības un diferenciācijas procesos. 

Eksperiments tika veikts pēc žurku augļu embrionālās attīstības 18 dienām. Tika noteikts, ka 

GAP43 un DPYSL3 ekspresija šajos smadzeņu audos ir spēcīgi izteikta. Visvairāk tie ir 

izvietojušies neironu pagarinājumos, citoplazmā un membrānā (Kowara et.al., 2007).  

DPYSL3 un GAP43 ir iesaistīti F-aktīna struktūras regulācijā, kas ir pamatā neironu 

morfoloģijai un attīstībai (Rosslenbroich et.al., 2003). GAP43 efekts uz aktīna šķiedru 

struktūrām ir atkarīgs no tā fosforilācijas statusa, jo garo šķiedru stabilizāciju, galvenokārt, 

nodrošina forsforilētais proteīna variants (He et.al., 1997). GAP43 efekts uz neironu augšanas 

stāvokli presinaptiskajā reģionā ir saistīts ar tā spēju mijiedarboties ar membrānas skeletu – 

proteīnu tīklu membrānas iekšpusē, kas regulē tā formu, motilitāti un attīstību. Aktīns, tālīns 

un spektrīns ir daži no GAP43 miejiedarbībā iesaistītajiem proteīniem (Meiri et.al., 1999). 

Dažādu neirodeģeneratīvu slimību gadījumos, piemēram, Alcheimera slimības gadījumā 

GAP43 ekspresija un funkcionēšana ir traucēta (Rekart et.al., 2004). Rekart et.al. veicis 

pētījumu uz Alcheimera slimības pacientu smadzeņu hipokampa audiem. Pacientu vidējais 

vecums bija 75,1 gadi. Rezultāti parādīja, ka Alcheimera slimības gadījumā novērojams 

palielināts GAP43 ekspresijas līmenis. Tika novērota pozitīva korelācija starp Braaka līmeni, 

kas ir pieņemts kā Alcheimera slimības attīstības rādītājs, un GAP43 pieaugumu hipokampa 

CA1 reģiona SML (stratum lacunozum moleculare) daļā (Rekart et.al., 2004). Viens no 

mehānismiem, kura dēļ GAP43 līmenis hipokampā ir palielināts, varētu būt nervu signālu 

pārneses zudums, neironu bojāejas dēļ Cortex entorhinalis smadzeņu daļā. Šo neironu 

zuduma dēļ, izdzīvojušajos neironos sākas simpatoģenēzes procesi, kuri pārsniedz normas 

robežas, tā iemesla dēļ parādās palielinātais GAP43 līmenis (Hyman and Trojanowski., 1987). 
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Šāds novērojums tika veikts arī Kadish and Van Groen darbā, kurā tas tika noteikts, 

izmantojot žurku uz peļu smadzenes. Četras nedēļas pēc veiktajiem smadzeņu bojājumiem 

tika novērota palielināta aktivitāte simpatoģenēzes procesos (Kadish and Van Groen, 2003).  

1.4.3. BDNF 

Smadzeņ derivāta neirotrofais faktors (BDNF) ir augšanas faktoru ģimenes loceklis. 

Kopā ar citiem bioloģiskiem faktoriem, tādiem kā neirotransmiteri, hormoni un citi 

neirotrofīni, BDNF regulē neironālās plasticitātes un dzīvotspējas mehānismus (Grande et. al., 

2010). Tas ir visvairāk sintezētais neirotrofīns smadzenēs, kas regulē neironālo šūnu 

izdzīvošanu, deferenciāciju, sinaptisko spēku un morfoloģiju. Palielināts BDNF līmenis tiek 

saistīts ar uzlabotām mācīšanās un atmiņas spējām, bet, pazemināts tā līmenis novērojams ar 

vecumu saistītā atmiņas deficītā (Croll et. al., 1998).  

BDNF ir plaši atrodams centrālās nervu sistēmas audos. Izteikta tā sekrēcija notiek 

hipokampā. BDNF ir izdzīvošanas un augšanu stimulējošas īpašības uz dažādu smadzeņu daļu 

neironiem, piemēram, hipokampa un smadzeņu garozas (Binder and Scharfman, 2004). 

BDNF regulē neironālo struktūru un funkcijas. Īpaši svarīgs tas ir sinaptiksās 

plasticitātes un atmiņas veidošanā pieaugušo smadzenēs. BDNF inducē ilgtermiņa atmiņas 

veidošanos hipokampā, bet ekspresijas un funkcionēšanas nobloķēšana hiopokampā izraisa 

atmiņas pasliktināšanos (Segal, 2005, Kaplan and Miller, 2000). 

Pēdējos gados veiktajos pētījumos parādās dati, kas liecina, ka BDNF ir saistīts ar 

Alcheimera slimības attīstību. Tas izskaidrojams ar to, ka atmiņas pasliktināšanās ir viens no 

pirmajiem Alcheimera slimības simptomiem, savukārt, BDNF un ta galvenais receptors – 

tropomiozīna – saistītā kināze B (TrkB) ir vajadzīgi sianptiskajos procesos un neironālajā 

plasticitātē, kas veicina atmiņas funkcijas. Vieglu kognitīvu traucējumu gadījumā novērojams 

BDNF mRNA līmeņa samazinājums hipokampā un deniņu daivā, novērojot saistību ar BDNF 

līmeni un kognitīvo traucējumu smagumu (Lee et.al., 2012; Garzon and Fahnestock, 2007) . 

Peļu eksperimentālajos modeļos noteikts, ka farmakoloģiski palielinot BDNF līmeni, tiek 

novēroti atmiņas un sinaptisko procesu uzlabojumi (Lee et.al., 2012). Cilvēkiem ar palielinātu 

riska pakāpi saslimt ar Alceheimera slimību, palielinot BDNF sekrēcijas līmeni veicot aerobas 

slodzes fiziskās aktivitātes, arī novērojami atmiņas uzlabojumi (Baker et.al., 2010).  
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1.5. Alcheimera slimībā pielietojamās vielas un metodes 

Šobrīd vēl nav pieejama farmakoloģiska terapija, kas spētu slimību izārstēt vai apturēt 

pilnībā, bet arvien tiek meklēti jauni savienojumi un modeļi, kas spētu uzrādīt vēlamo 

rezultātu.  

Pagaidām terapijā tiek izmantotas tikai vielas kas palīdz novērst slimības simptomus.  

Kā viena no šo vielu grupām ir acetilholīnesterāzes inhibitori (AChEI). Ir noteikts ka 

holīnerģiskajai sistēmai ir liela loma smadzeņu darbības un atmiņas procesos. AChE ir 

enzīms, kas sadala acetilholīnu par holīnu un etiķskābi. Tā tiek sekretēta un saistās ar 

ārpusšūnas struktūrām - sinaptisko bazālo slāni neiromuskulārajā savienojumā un amiloīda 

plāksnēm smadzenēs. AchE piemīt spēja veicināt amiloīda β peptīda uzkrāšanos un amiloīdo 

šķiedru veidošanos, kas ir slimības pamatā (Pohanka, 2012). Kā daži no terapijā lietojamām 

vielām ir donezepils, rivastigmīns, galantamīns un takrīns. Šo medikamentu iedarbības 

rezultātā tiek uzlabotas kognitīvās funkcijas, spēja veikt ikdienas darbības, kopējais klīniskais 

stāvoklis un uzvedības traucējumi (Birks J., 2006).  

Sinaptiskā plasticitātes procesos liela nozīme ir NMDA (N-metil-D-asparāta) 

receptoriem. To aktivācija izraisa jonu kanāla atvēršanos, kas izraisa nātrija un kalcija 

ieplūšanu šūnā un kālija – izplūšanu. Kalcija ieiešana postsinapsē caur NMDA receptoru ļauj 

saistīties elektriskajai sinaptiskajai aktivitātei ar bioķīmiskiem signāliem, aktivizējot kalcija 

atkarīgos enzīmus un signālceļus. Šādā ceļā kalcija ieplūšana sinapsē var izraisīt ilgtermiņa 

izmaiņas sinaptisko signālu spēcīgumā un citās šūnas modifikācijās, tajā skaitā izmaiņas 

sinaptiskajā struktūrā vai saziņā. NMDA receptoriem ir liela nozīme smadzeņu plasticitātē, 

smadzeņu spējā atbildēt uz ārējiem stimuliem (Zito and Scheuss, 2009), taču šīs sistēmas 

pārlieku liela aktivācija un pārlieku liela kalcija daudzuma iekļūšana šūnās var izraisīt šūnu 

nāvi. Šis process tiek novērots arīAlcheimera slimības gadījumā. Tāpēc, kā viens no terapijas 

veidiem ir daļēja NMDA receptoru bloķēšana ar memantīnu. Normālos apstākļos memantīns 

ar NMDA receptoriem saistās ar mazu afinitāti, bet, kad NMDA receptoru skaits pārlieku 

pieaug, tas kļūst par spēcīgu šo receptoru bloķētāju. Tāpēc, tas, galvenokārt tiek izmantots 

Alcheimera slimības smagākos gadījumos (McShane et.al., 2006).  

Aktīvi notieka arī dažādu metožu izstrāde lai tieši iedarbotos uz Aβ – tiek izmēģināta 

pasīvās imunizācijas metode, izmantojot monoklonalās antivielas pret Aβ, intravenozu 

imunoglobulīnu ievadi, γ and β sekretāžu inhibīcija (Haakon and Nygaard, 2013). Kā viena no 

jaunākajām metodēm, kuru mēģina attīstīt, it nanotehnologija, ar kuras palīdzību aktīvajiem 

aģentiem būtu iespēja šķērsot hematoencefālisko barjeru, iedarbojoties tieši uz smadzenēm. 

Kādā no nesenākajiem pētījumiem noskaidrots, ka nanodaļiņas kā zāļu „nesēji” var 



18 
 

ievērojami uzlabot CNS farmakokinētiskos rādītājus un biopieejamību salīdzinājumā ar citām 

terapijas iespējām (Kreuter, 2014).  

Tā kā noskaidrojies, ka arī uzturam ir nozīme slimības attīstībā, kā viens no potenciālās 

terapijas veidiem tiek izskatīta holesterīna līmeņa samazināšana. Diēta ar augstu holesterīna 

līmeni palielināja Aβ līmeņus peļu eksperimentālajā modelī (Refolo et.al., 2000). Holesterīns, 

kas tiek uzņemts ar uzturu divas reizes palielināja Aβ koncentrāciju trušu hipokampā, ka arī, 

tā samazināšanās tika noteikta holesterīna līmeni samazinot (Sparks et.al., 2000). Ir veikti 

vairāki pētījumi, lai izprastu holesterīna iedarbību uz γ-sekretāzes kompleksa aktivitāti. Statīni 

– holesterola biosintēzes līmeņa regulējošā enzīma – 3-hidroksi-3-methilglutaril koenzīma A 

(HMG CoA) reduktāzes – konkurējošie inhibitori tieši samazina holesterīna līmeni un novērš 

APP apstrādi un Aβ veidošanos šūnās. AD peļu modelī simvastatīns uzlabo hipokampa 

atkarīgo telpisko atmiņu un novērš atmiņas bojājumus. Tāpat, tas veicina arī NMDA 

receptoru atkarīgo sinaptisko transmisiju (Parent et.al., 2014).  

1.6. Alcheimera slimības streptozocīna modelis 

Streptozocīns ir glokozamīna – nitrozourīnvielu savienojums, kas sākotnēji tika 

identificēts kā antibiotiķis. Tā injekcijas icv izraisa palielinātu Aβ fragmentu un tau proteīna 

uzkrāšanos smadzenēs. Ir noteiks, ka grauzēju smadzenēs tas izraisa neiroiekaisumu, 

oksidatīvo stresu un bioķīmiskas izmaiņas (Gao et al., 2013). 

STZ subdiatobetogenās devās žurkām izraisa smadzeņu glikozes un metabolisma 

traucējumus, samazina holīna acetiltransferāzes līmeni hipokampā, un izraisa brīvo radikāļu 

veidošanos, kas izraisa atmiņas un mācīšanās spēju pazemināšanos (Lannert and Hoyer, 

1998).  
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Perifērijā STZ ievade izraisa selektīvus aizkuņģa dziedzera β-šūnu bojājumus. 

Streptozocīns iekļūst šūnās ar glikozes transportproteīnu 2 (GLUT2) un izraisa DNS 

alkilāciju, kas aptur poli ADF-ribolizāciju, tādā veidā izraisot šūnās esošā NAD
+ 

un ATF 

izsīkšanu, kā arī bojājot šūnu galveno funkciju – spēju producēt un sekretēt insulīnu (Correia 

et.al., 2011). 

Noskaidrojies, ka ar intracerebroventrikulārām (icv) streptozocīna injekcijām žurku 

smadzenēs tiek apturētas esošā insulīna funkcijas, novērotas uzvedības, neiroķīmiskas un 

strukturālas izmaiņas smadzenēs, kas raksturīgas sporādiskās Alcheimera slimības gadījumā 

(Grunblatt et. al., 2007; Salkovic-Petrisic et.al., 2007).   

Izraisot insulīna deficītu smadzenēs, sākas neioroiekaisums, glikogēna sintāzes kināzes 

(GSK3β) aktivizēšanās rezultātā sākas Aβ akumulācija, τ proteīna fosforilācija, kas izraisa 

senīlo splātņu un neirofibrillāro mezglu ukrāšanos smadzenēs. Visu šo procesu rezultātā 

notiek neironalās aktivitātes samazināšanās un neronālo sinapšu zudums, kas ir Alcheimera 

slimības pamatā.  

ICV streptozocīna injekcijas pasliktina telpisko atmiņu, apturot glikozes utilizāciju, 

smadzeņu garozā un hipokampā caur insulīna atkarīgajiem mehānismiem. Shoham et.al. 

pētījumā noskaidroja histopatoloģiskās izmaiņas pieaugušās žurkās pēc trīs icv 0,25 mg STZ 

injekcijām un to izraisīto efektu uz žurku atmiņu, pārbaudot to Morisa ūdens labirinta testā. 

 

1.4. Attēls. Streptozocīna dabības mehānisms uz aizkuņģa dziedzera β šūnām 

Attēls no http://www.nrronline.org/article.asp?issn=1673-

5374;year=2015;volume=10;issue=7;spage=1050;epage=1052;aulast=Kamat 

http://www.nrronline.org/article.asp?issn=1673-5374;year=2015;volume=10;issue=7;spage=1050;epage=1052;aulast=Kamat
http://www.nrronline.org/article.asp?issn=1673-5374;year=2015;volume=10;issue=7;spage=1050;epage=1052;aulast=Kamat
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Rezultātā noskaidrojies, ka STZ injekcijas palēninājušas žurku apgūšanas spēju un 

pasliktinājušas darba atmiņu. STZ izraisīja selektīvus bojājumus mialīnam un aksoniem fornix 

(smadzeņu daļa, kas veic signālu pārvadi no hipokampa uz citiem smadzeņu reģioniem) 

rajona un hipokampa komunikācijas laukumā, iesaistot mikroglijas aktivāciju. Ventriculus 

tertius ependimālo šūnu zaudējuma un hipotalāma preventrikulārā mialīna dojājumu dēļ, 

trešais ventrikuls bija palielinājies 100 – 150% apmērā (Shoham et.al., 2003). 

 Saksena et. al. pētījumā, kurā tika noteikta melatonīna pozitīvā ietekme uz oksidatīvā 

stresa radītajiem bojājumiem un atmiņu, arī tika izmantots STZ modelis. Šajā darbā STZ (3 

mg/kg) žurkām tika ievadīts divas reizes ar 48 stundu starplaiku. Ūdens labirinta rezultāti 

uzrādīja atmiņas pasliktināšanos, bioķīmiskās analīzes uzrādīja samazinātus glutationa līmeņa 

rādītājus un palielinātus malondialdehīda rādītājus, salīdzinājumā ar kontroles dzīvniekiem. 

STZ grupu smadzeņu sekcijās parādījās palielinātas vakuolas preventrikulārajā garozas 

reģionā, bojātas preventrikulārās un hipokampa CA4 reģiona šūnas (Saksena et.al., 2010). 

 

1.7. Muscimols 

Muscimols ir γ-amino sviestskābes A (GABA-A) receptoru agonists, kas ar augstu 

afinitāti saistas pie GABA-A receptoriem. Tas darbojas kā neironālās un gliālās GABA 

atpakaļsaistīšanās inhibitors un ir kā substrāts GABA-transamināzei. GABA ir atzīta kā 

galvenais neirotrofiskais faktors, kurš smadzenēs, saistoties ar jontropajiem A receptoriem, 

izraisa inhibējošu efektu (Krogsgaard-Larsen et.al., 1994). Jaundzimušo smadzenēs tā ietekmē 

dažādus neironālās attīstības procesus, piemrēram, proliferāciju, sinaptiskos procesus. 

GABA’s līmeņa izmaiņas smadzenēs var būtiski ietekmēt smadzeņu darbību un attīstību 

(Represa and Ben-Ari, 2005).  

Dabā muscimols ir atrodams sēnē Amanita muscaria. Šī sēne veido vairākus alkaloīdus, 

piemēram, ibotēnskābi, muskazonu, muskarīnu, tajā skaitā – muscimolu.  

Muscimols ir polāra molekula, kura viegli šķīst ūdenī, spirtā un DMSO. Muscimola 

molekulārā struktūra ir līdzīga organismā esošā neirotransmitera – gamma amino sviestskābes 

(GABA) struktūrai (Michelot and Melendez-Howell, 2003). 
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2005. gadā veikta pētījuma rezultāti parāda, ka muscimolam ļoti mazās devās piemīt 

spēja bloķēt Aβ izraisīto neirotoksicitāti hipokampa un garozas neironos. Tas tika noteikts, 

veicot pētījumu ar 15 vai 18 dienas vecu žurku mazuļu hipokampiem. Hipokampi tika izdalīti, 

homogenizēti un inkubēti 4 dienas. 1 stundu pirms Aβ1-42 pievienošanas, smadzenes pa 

grupām tika turētas dažādas koncentrācijas muscimola šķīdumos. Pēc 48 stundām tika veikta 

audu analīze, kurā noskaidrojās, ka muscimols, koncentrācijā 1 µM, pilnībā bloķēja neironu 

nāvi hipokampā. Tāds pats rezultāts parādījās arī apskatot smadzeņu garozas audus (Paula-

Lima et. al., 2005). 

Arī Lee et.al. savā darbā noteica muscimola 0,1-10 µM ietekmi uz amiloīda β (Aβ) 

proteīna (25-35) izraisīto neirotoksicitāti žurku smadzeņu audu kultūrās. Rezultāti parādīja, ka 

šie bojājumi var tikt novērsti hroniski stimulējot GABAA receptorus. Kad muscimols tika 

pievienots šūnu kultūrām 24 stundas pirms Aβ (25-35) izmantošanas, tas spēja novērst 

apoptisku šūnu nāvi, kalcija jonu līmeņa palielināšanos, glutamāta izdalīšanos, ROS (skābekļa 

aktīvo formu paaudze) veidošanos un kaspāzes-3 aktivizēšanos. Lai šo neiroprotektējošo 

efektu, stimulējot GABAA receptoru stimulācijas, apstiprinātu, citā eksperimentā muscimola 

vietā izmantoja bikukulīnu – GABAA receptoru antagonistu, kurš nekādas neiroprotektējošas 

īpašības neuzrādīja (Lee et.al., 2005). 

Bickler et.al. pētījumā hipokampa CA1, CA3 reģioniem un dentate gyrus subreģionā 

noteicis, ka muscimols (25 µM) novērsis šūnu nāvi smadzeņu išēmijas modelī pēc 1 stundu 

ilgas skābekļa un glikozes nepietiekamības smadzenēs (Bickler et.al., 2003). 

Jau 1994. gada veiktajā pētījumā Lyden un Lonzo noteica, ka muscimolam piemīt 

neiroprotektējošas īpašības, nosakot to eksperimentā ar žurkām, kurām tika izraisīta smadzeņu 

išēmija. Šajā darbā tika noteikta arī muscimola kombinācija ar MK-801 (dizocilpīnu), 

rezultātā noskaidrojot, ka abu preparātu kombinācija uzrāda vēl lielākas neiroprotektējošās 

īpašības. Abu šo preparātu kombinācija smadzenes arī pasargāja no tilpuma samazināšanās 

tādās smadzeņu daļās kā garoza un hipokamps (Lyden and Lonzo, 1994).  

1.5. Attēls. GABA un muscimola struktūrformulas 

Attēls no https://www.researchgate.net/figure/227800364_fig2_Figure-1-Chemical-

structures-of-the-GABAAR-agonists-GABA-and-muscimol-and-the 

https://www.researchgate.net/figure/227800364_fig2_Figure-1-Chemical-structures-of-the-GABAAR-agonists-GABA-and-muscimol-and-the
https://www.researchgate.net/figure/227800364_fig2_Figure-1-Chemical-structures-of-the-GABAAR-agonists-GABA-and-muscimol-and-the
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2. MATERIĀLI UN METODES 

2.1.  Dzīvnieki. Žurku Wistar tēviņi (svars 280 ± 20 g) tika iegādāti no Rīgas 

Stradiņa Universitātes vivārija. Tie tika uzturēti LU Bioloģijas fakultātes eksperimentālajā 

telpā, speciālos ventilācijas būros. Žurkas saņēma standarta (R70, Lantmännen, Zviedrija) 

granulētu laboratorijas barību un dzeramo ūdeni ad libitum. Telpā tika uzturēts tumsas - 

gaismas 12h cikls, kā arī konstanta temperatūra (21–23°C) un darbojās ventilēšanas iekārta.  

Visas eksperimentā veiktās procedūras ir veiktas saskaņā ar Eiropas Savienības 

konvencijas direktīvas 2010/63/EU vadlīnijām un tās tika saskaņotas ar Latvijas Pārtikas un 

veterinārā dienesta  

2.2. Intracerebroventrikulārā (icv) vielu ievade  

Muscimols (pulvera veida) un ketamīna/ksilazīna šķīdumi - Sigma-Aldrich (ASV) 

(M1523). Muscimols tika izšķīdināts 0,9% NaCl šķīdumā. Ketamīns un ksilazīns tika sajaukti 

kopā šļircē pirms ievadīšanas. Streptozocīns – Sigma-Aldrich (ASV) (S0130) pirms 

ievadīšanas tika izšķīdināts mākslīgā cerebrospinālajā šķīdumā (artificial cerebrospinal fluid, 

aCSF). 

Pirms intracerebroventrikulāras (icv) vielu ievades 4. dienā (D4), žurkām veikta 

anestēzija, i.p. ievadot ketamīna/ksilazīna maisījumu (100 mg/ml un 10 mg/ml, attiecīgi). 

Pielietojot stereotakses iekārtu (Stoelting Inc., ASV), anestezētajiem dzīvniekiem izveidoti 

Burr caurumi smadzeņu labajā un kreisajā ventrikuļos pēc sekojošām koordinātēm: 

anteroposterior (AP) – 0,72, mediolateral (ML) – 1,7, dorsoventricular (DV) -4. Pēc 

caurumu izurbšanas bilaterāli tika ievadīts STZ (100 μg/μl, 5 μl uz ventrikuli) vai aCSF (5 μl 

uz ventrikuli). Operācijām beidzoties, žurkas tika ievietotas individuālos būros ar barību un 

ūdeni ad libitum līdz turpmākajām eksperimenta procedūrām. D14-D18 dzīvnieki veica ūdens 

labirinta (MWM) testus. 

Pēc eksperimenta procedūru veikšanas, žurku smadzenes tika ievāktas un ieliktas 

uzglabāšanai saldētavā (-20 ˚C), antifreeze šķīdumā, individuālos traukos.  

Eksperimenta sākumā (D1-D3), žurkām tika intraperitoneāli (i.p.) ievadīts fizioloģiskais 

šķīdums (1 ml/kg) vai muscimols (0,01 mg/kg vai 0,05 mg/kg). Ceturtajā dienā (D4) žurkām 

26 icv tika ievadīts STZ (100 μg/μl, 5 μl uz smadzeņu ventrikuli) vai aCSF (5 μl uz smadzeņu 

ventrikuli, 10 μl uz vienu žurku).  
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2.3.  Eksperimenta dizains  

Eksperimentālās žurkas tika sadalītas 6 grupās (vienā grupā no 6 līdz 7 žurkām):  

1) Kontroles grupa (fizioloģiskais šķīdums un aCSF);  

2) Bojājuma grupa (fizioloģiskais šķīdums un STZ);  

3) Muscimols 0,01 mg/kg un aCSF (M 0,01 mg/kg + aCSF);  

4) Muscimols 0,01 mg/kg un STZ (M 0,01 mg/kg + STZ);  

5) Muscimols 0,05 mg/kg un aCSF (M 0,05 mg/kg + aCSF);  

6) Muscimols 0,05 mg/kg un STZ (M 0,05 mg/kg + STZ).  

 

2.4. Imūnhistoķīmija (IHC)  

Smadzeņu puslodes tika izņemtas no -20 C, kur tas tika turetas antifreeze šķīdumā un 24 

stundas pirms smadzeņu sagriešanas tas tika turētas 30% sukrozes šķīdumā 4 
o
C. Pēc tam, 

smadzeņu segments tika uzlīmētas uz kriatoma statīva un ievietots tā kamerā sasalšanai. 

Smadzenes tika grieztas 30 µm biezumā, ievietotas platē (4 x 6 bedrītes, piepildītas ar 

antifreeze šķīdumu), katrā bedrītē liekot pa 3 šķēlēm parauga un atkal ieliktas -20 grādu 

temperatūrā līdz pašai IHC veikšanai. 

Imūnhistoķīmiskās procedūras tika veiktas 3 plastmasas traukos, katrs – 4 x 6 bedrītes. 

Katra trauka bedrīšu kolonnas tika numurētas (1 – 6), bet rindas sarindotas alfabēta secībā (A; 

B; C; D). No katras eksperimentālās grupas tika ņemti trīs paraugi, vienā mēģinājumā 

apskatot 24 grupu paraugus, tajā skaitā arī negatīvo kontroli.  

Lai paveiktu imūnhistoķīmisko analīzi ir nepieciešamas trīs dienas. Pirmajā dienā, pēc 

izņemšanas no antifreeze šķīduma un pārlikšanas darba traukā, paraugi tika skaloti divas 

reizes pa piecām minūtēm PBS-T buferī. Tad tika veikta audu balināšana 0,1 % H2O2 PBS-T 

šķīdumā, pusstundu, lai novērstu traucējoša fona rašanos no endogēnajām peroksidāzēm. Pēc 

balināšanas audi atkal tiek skaloti PBS-T šķīdumā, trīs reizes, pa piecām minūtēm. Lai 

novērstu nespecifisku primārās antivielas saistīšanos ar audiem, tiek veikta ari bloķēšana, 

PBS-T šķīdumā tiek pagatavojot 5 % vēršu seruma albumīna šķīdumu. Audi tajā tiek atstāti 

uz vienu stundu. Kad inkubācijas laiks bija nosledzies, atsevišķi tiek izņemti negatīvās 

kontroles paraugi. Tie tiek atstāti PBS-T šķīdumā. Visiem pārējiem tiek pievienota primārā 
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antiviela, atšķaidījumā 1:200 GAP-43 gadījumā, vai 1:100 GAD67 gadījumā. Atstāj 

inkubācijai uz nakti.  

Nākamā diena sākas ar skalošanu, trīs reizes pa piecām minūtēm PBS-T šķīdumā. Pa to 

laiku tiek sagatavota sekundārā peļu antiviela, atšķaidījumā 1:500. Pēc skalošanās beigām, 

paraugi uz divām stundām tiek atstāti inkubēties sekundārajā antivielā. Kad noteiktais laiks 

pagājis – atkārtota skalošana trīs reizes pa piecām minūtēm PBS-T šķīdumā. Seko terciārās 

ExtrAvidin peļu antivielas uzlikšana, atšķaidījumā 1:1000, atstājot inkubācijai uz divām 

stundām. Kad divas stundas pagājušas, pēdējā skalošana PBS-T šķīdumā, trīs reizes pa 

piecām minūtēm. Tad paraugi uz trīs minūtēm tiek ievietoti DAB buferī, lai notiktu 

iekrāsošana. Pēc DAB, tie tiek ievietoti 0,05 M nātrija fosfāta buferī. Kā pēdējais solis pirms 

paraugu analizēšanas – audu izņemšana no darba platēm un salikšana un speciāliem 

priekšmetstikliņiem. Audi uz stikliņiem tiek salikti pa grupām, tāpat kā atradās traukos visā 

darba gaitā. Katrs stikliņš tiek parakstīts. Paraugi tiek atstāti uz nakti žāvēties, 37˚ C 

temperatūrā.  

Trešajā dienā uz priekšmetstikliņiem tiek uzlīmēti aizsargstikliņi. Līme nožūst. Pirms 

datu analizēšanas mikroskopā, stikliņi tiek notīrīti no liekajiem līmes traipiem.  

Datu analīze tiek veikta elektromikroskopā, palielinājums – 200 reizes. No katra 

priekšmetstikliņa analīzei tikai atlasīts viens smadzeņu paraugs, kurā vislabāk redzams 

hipokamps, un viens (var būt arī tas pats) – kurā vislabāk redzama smadzeņu garoza. Katram 

smadzeņu apgabalam tika uzņemti pieci attēli tālākai analīzei.  

Tālāka attēlu apstrāde tika veikta attēlu apstrādes programmā ImageJ.  

GAP43 paraugos marķiera ekspresija garozā tika noteikta izveidojot laukumu attiecību 

– iekrāsotā parauga laukums pret kopējā attēla laukumu. Iegūstot procentuālu attiecību grupas 

tika salīdzinātas, lai noteiktu marķiera ekspresijas izmaiņas. Nosakot iekrāsotā laukuma 

procentuālo lielumu hipokampā un GAD67 paraugos, tika izmantota cita mērīšanas metode, 

pārvēršot attēlu 32 bitu formātā un nosakot iekrāsoto laukumu mainot attēla uzstādījumus. 

Katrai smadzeņu daļai tika piemeklēta piemērotākā metode, kuru izmantojot, iekrāsoto 

laukumu noteikt būtu visefektīvāk, ņemot vērā attēlu atšķirības.  

2.5. Western blota analīze 

Smadzeņu audu sagatavošana Western blota analīzei  

No vienas žurku smadzeņu puslodes (sasaldētas -85˚C), mehāniski izdalīja hipokampu. 

No hipokampa izdalīja proteīnu, īsu brīdi homogenizējot homogenizatorā kopā ar lizējošo 
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buferi RIPA un ar proteāžu inhibitoru kokteili atšķaidījumā 1:10. Tika noteikts, ka gēlā 

ievadītā proteīna daudzumam jābūt 20 µg. Lai aprēķinātu nepieciešamo tilpumu katram 

paraugam, izdalītā proteīna koncentrāciju tika nomērīta ar BCA Assay Kit metodi, kuras 

pamatā ir proteīna saistīšanās ar vara kompleksu. Paraugi tika sajaukti ar SDSxSTOP buferi, 

un termiski denaturēti 5 minūtes 95˚C. Pēc tam tie tika atdzesēti, turot uz ledus.  

Gēla elektroforēze un pussausā pārnese  

20 µg gēlā ievadītā proteīna daudzuma tika sadalīti pēc to izmēriem 15% poliakrilamīda 

gēla elektroforēzē, pieslēdzot 20 mA stipru strāvu, aptuveni 2 h. Proteīni tika pārnesti uz 

nitrocelulozes membrānas, izmantojot pussausās pārneses aparātu (laiks – 45–60 minūtes), 

vēlreiz izmantojot elektroforēzes principu. Pielietotais strāvas stiprums – vienāds ar pārneses 

membrānas laukumu. 

Bloķēšana un Blotēšana  

Pārneses membrānu, pirms blotēšanas bloķē ar 5% sauso pienu un 0,05% Tween-20 

TBS-buferi. Membrānu ar pagatavoto šķīdumu atstāj uz 24 stundām 4˚C temperatūrā, lai 

izvairītos no nespecifisku antivielu piesaistes. Nākamā tiek inkubēta primārā antiviela – 1 

stundu, istabas temperatūrā. Atšķaidījums: BDNF 1:500. Pēc primārās antivielas piesaistes 

membrāna tiek skalota ar TBS-T buferi, 3 reizes pa 15 minūtēm, uz kratītāja istabas 

temperatūrā. Pēc tam membrāna tiek inkubēta attiecīgajā sekundārajā antivielā istabas 

temperatūrā, 1 stundu. Vēlreiz atkārto skalošanu ar TBS-T buferi, 3 reizes pa 15 minūtēm, uz 

kratītāja istabas temperatūrā.  

Membrānas attīstīšana  

Ekspresijas detektēšanai tika izmantoti hemiluminescences reaģenti – šķīdumu A un B 

(1:1). Pēc reaģentu uzklāšanas uz membrānas, tie tika inkubēti 1 minūti, pēc tam uzmanīgi 

noslaucīti un ielikti tumšā kamerā ar CCD kameru (UVP Bioimaging Systems, Kanāda), kur 

bija nepieciešams iestatīt ekspozīcijas laiku, kurš var variēt (optimāli – 1 minūte). 
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Statistiska 

Iegūtie dati tika apstrādāti biostatistikas programmā GraphPad Prism (Version 5). 

Western blota attēla analīze tika veikta ar programmu Image J. Ar Image J programmu 

atvērtais attēls tiek izveidots menlnbalatajā režīmā (8 biti). Izmantojot taisnstūra figūru tiek 

iezīmēts SAL+aCSF josla Western blota analīzes attelā, izveidojot to kā standartu, ar kuru tiks 

salīdzināti paraugi (iezīmētais laukums x vidējais pikseļu skaits iezīmētajā laukumā). Parauga 

iezīmēšana notiek, pēc iespējas precīzāk izvēlot lielāko piesātinājumu, cenšoties izvairīties no 

„trokšņiem”, kas rodas Western blota analīzes laikā. Paraugu ekspresija teik iezīmēta, 

izmantojot tāda paša lieluma taisnstūra laukumu. Rezultāti tika izteikti absolūtās intensitātes 

skaitļos, pieņemot SAL+aCSF grupu par vērtību 1. Relatīvo intensitāti pārējām grupām 

aprēķināja dalot kontroli ar absolūtās intensitātes vērtībām.   

Statistisku noteica ar Analysis of variance (ANOVA) un Bonferoni pēctestu, kā arī 

Stjūdenta nesapāroto t – testu. Visu datu statistisko ticamību izvērtēja pēc p vērtības, kas ir 

mazāka par 0,05.  
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3. REZULTĀTI UN DISKUSIJA 

Abu metožu iegūtie rezultāti tika apstrādāti GrapPad Prism (version 5) datorprogrammā, 

izmantojot dispersijas analīzi (ANOVA One-way analysis of variance), nosakot atšķirības 

starp grupām. Visievērojamākās ekspresijas izmaiņas tika noteiktas veicot GAD67 analīzi, 

kas verētu būt saistīts ar to, ka muscimols ir GABA-A receptora agonists un tamdēļ tas spēj 

ietekmēt arī GABA-erģiskās sistēmas aktivitāti. GAP43 un BDNF ekspresijā būtiskas 

izmaiņas noteiktas netika.  

3.1. GAD67 ekspresija  

GAD67 ekspresija garozā 

Nosakot GAD67 ekspresijas izmaiņas ar IHC metodi žurku smadzeņu garozā, tika 

noteikts, ka muscimols spēja palielielināt GAD67 ekspresiju ne tikai bojājuma grupās – 

M0,01+STZ un M0,05+STZ (SAL+STZ vs M0,01+STZ; SAL+STZ vs M0,05+STZ; 

(p<0,0001)), bet 0,01 mg/kg lielā devā uzrādīja pozitīvu efektu arī bez streptozocīna 

premedikācijas (SAL+aCSF vs M0.01+aCSF (p<0,01)). Šie rezultāti apstiprina citu veiktos 

pētījumos, kur muscimols uzrādīja neiroprotektējošās īpašības AD bojājumu gadījumā, ko 

izraisa Aβ toksicitāte uz neironiem (Lee et.al., 2005).  
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3.1. Attēls. GAD67 ekspresija žurku smadzeņu garozā. 

M0.01+aCSF vs SAL+aCSF **( p<0,01); M0,01+STZ vs SAL+STZ *** (p<0,0001); M0,05+STZ vs 

SAL+STZ *** (p<0,0001) 
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Šie rezultāti arī paskaidro dzīvnieku uzvedības testu rezultātus, kur pārbaudīja telpisko 

atmiņu ar ūdens labiranta testu (3.2. attēls).  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

3.2. Attēls. Izbēgšanas latences (s) dinamika četrās treniņu dienās 

Laiks, kura laikā dzīvnieks atrada paslēpto platformu reģistrēts secīgi eksperimenta 14.-17.dienās. 

Rezultāti attēloti kā vidējās vērtības ±SEM. *** (p<0.0001) vs SAL+aCSF; ## (p<0.01) vs SAL+STZ; 

### (p<0.0001) vs SAL+STZ 

Attēls no: Cibuļskis, 2015 

 

Šajā testā noteica izbēgšanas latenci – laiku, kurā dzīvnieks atrod paslēpto platformu, 

kopš brīža, kad tiek ievietots ūdens baseinā. Statistiski būtiskas atšķirības izbēgšanas latencē 

tika noteiktas tieši minētajās grupās: M0,01+STZ un M0,05+STZ, no 2. – 4. dienai, parādot, 

ka muscimola mazu devu lietošana palīdzēja dzīvniekiem labāk iemācīties un iegaumēt 

platformas atrašanās vietu. 

Līdzīgi rezultāti uzrādās Shirakawaa un Ichitani pētījumā, kur muscimols tika 

izmantots, lai noteiktu sistēmiskas un intranigrālas muscimola ievadīšanas efektu uz 

mācīšanos un telpisko atmiņu ūdens labirinta testā. Kā mērķa objekts eksperimentā bija 

striatum smadzeņu apgabals, kuram ir liela nozīme ne tikai kustību kontrolē, bet, arī 

uzmanības, mācīšanās un atmiņas procesos, saņemot impulsus no smadzeņu garozas 

(Lawrence et.al., 1998). Noskaidrojās, ka sistēmiska muscimola lietošana ievērojami 

samazina žurku iniciācijas latenci pēc ibotēnskābes (spēcīgs neirotoksīns) izraisītiem 

bojājumiem smadzeņu apgabalā. Tomēr izbēgšanas latencē šādas izmaiņas noteiktas netika. 

Lai gan iemesls tam nav izprasts, tiek pieļauta iespēja, ka tas ir saistīts ar to, ka muscimols ne 

tikai veicināja dzīvnieku peldēšanas ātrāku uzsākšanu, bet arī palielināja to aktivitāti baseinā, 
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tādējādi, žurkas peldot pavadīja ilgāku laiku apzināti, nevis tāpēc, ka tas ir ibotēnskābes 

izraisīto bojājumu nenovērsts efekts (Shirakawaa and Ichitani, 2004).  

Šis skaidrojums tika apstiprināts arī esošā darba uzvedības testa eksperimentālajā daļā, 

kad, veicot fināla testus 18. dienā, noteica, ka M0,01+STZ grupā žurkas uzrāda lielāko 

peldēšanas ātrumu un platformas laukuma šķērsošanas reižu skaitu.  

 

GAD67 ekspresija hipokampā 

Hipokampā statistiski ticamas izmaiņas tika noteiktas tikai bojājuma grupās – 

M0,01+STZ un M0,05+STZ (SAL+STZ vs M0,01+STZ ** (p<0,01); SAL+STZ vs 

M0,05+STZ *** (p<0,0001)). Interesanti ir tas, ka hipokampā lielāks pozitīvais efekts tika 

novērots tieši M0,05+STZ grupā, salīdzinājumā ar pārējiem gadījumiem, kad statistiski 

ticamas izmaiņas, galvenokārt, noteiktas M0,01+STZ grupās.  
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3.3. Attēls. GAD67 ekspresija žurku smadzeņu hipokampā. 

M0,01+STZ vs SAL+STZ ** (p<0,01); M0,05+STZ vs SAL+STZ *** (p<0,0001). 

 

Šī darba rezultāti uzrāda, ka muscimola ievadīšana icv mazās devās spēj novērst STZ 

izraisītos bojājumus smadzenēs, kas ir pamatā AD. Tā kā muscimola terapeitiskais efekts teik 

panākts caur GABAerģiskajiem receptoriem, ir noteikts, ka GABA aktivācija smadzenēs ir 

saistīta ar atmiņas procesiem, neironu attīstību un deiferenciāciju (Hasegawa et. al., 2007).  
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Tomēr, lai arī ir vairāki pierādījumi muscimola pozitīvajai neiroprotektējošai īpašībai, 

metodes meklējumi, lai to varētu lietot AD terapijā joprojām ir liels izaicinājums, saistībā ar 

muscimola straujo metabolizāciju un spēju saistīties ne tikai GABA receptoriem uz šūnu 

membrānas un tā halucinogēnajām īpašībām (DeFeudis, 1980).  

3.2. GAP43 ekspresija 

GAP43 ekspresija garozā  

Nosakot GAP43 ekspresijas izmaiņas garozā, tika noteikts, ka muscimolam 0,01 mg/kg 

devā ir spēja palielināt biomarķiera ekspresiju streptozocīna grupā. Šis rezultāts daļēji 

atspoguļo arī uzvedības testa rezultātus, jo pirms tam veiktie ūdens labirinta testa rezultāti 

uzrādīja izbēgšanas latences statistiski ticamu samazinājumu ( p<0,0001) M0,05+STZ un 

M0,01+STZ grupās.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Arī senāk veiktos pētījumos ir mēģināts noteikt muscimola ietekmi uz atmiņu. Jau tad, 

izmantojot, izmantojot ūdens labirinta testu tika noteikts, ka muscimolam ir pozitīva ietekme 

uz telpisko atmiņu, ar piebildi, ka tā lietošanai jābūt ilgstošai. Jo, piemēram, minētejā 

Nakagawa et.al. darbā pierādās, ka pozitīvais efekts tika novērots pēc četru dienu muscimola 

ievadīšanas, salīdzinājumā ar grupu, kura muscimolu saņēma trīs dienas (Nakagawa et.al, 

1995).  

3.4. Attēls. GAP43 ekspresijažurku smadzeņu garozā. 

M0,01+STZ vs SAL+STZ # (p<0,05) 
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Minētie rezultāti rāda, ka muscimola mazās devās, ir potenciāls kā vielai, kura būtu 

jāturpina pētīt kā potenciālo papildus terapiju Alcheimera slimības farmakoterapijā. 

Muscimols jau ir pierādījis pozitīvu efektu uz Aβ izraisītiem neironu bojājumiem. Muscimola 

neiroprotektējošā ietekme tiek saistīta ar hlora kanālu atvēršanu un membrānas 

hiperpolarizāciju, jo tas izraisa NMDA receptoru desintizāciju un voltāžas atkarīgo kalcija 

kanālu inaktivāciju, kas izraisa Aβ izraisīto neironu nāvi (Matsumoto et al., 2003).  

 

GAP43 ekspresija hipokampā  

Nosakot GAP43 ekspresiju hipokampā nekādas statistiski ticamas ekspresijas izmaiņas 

noteiktas netika.  
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3.5. Attēls. GAP43 ekspresijažurku smadzeņu hipokampā. 

Hipokampā statistiski ticamas atšķirības starp grupām novērotas netika. 

 

Tā kā hipokamps ir smadzeņu daļa, kas atmiņas un kognīcijas procesos ir iesaistīta 

visvairāk, joprojām tiek meklētas dažādas vielas un metodes, kas spētu palīdzēt atmiņas 

uzlabošanas procesos.  

Ņemot vērā mūsdienu dzīves ritmu un apstākļus, īpaša uzmanība tiek pievērsta ne tikai 

farmakloģiski aktīvu aģentu meklējumiem, bet arī fizisko aktivitāšu nozīmei šajos procesos. Ir 

veikti vairāki pētījumi, izmantojot dažādus modeļus (gan cilvēku, gan dzīvnieku), bet rezultāti 

aizvien apstiprina fizisko aktivitāšu pozitīvo ietekmi uz kognitīvajiem un atmiņas procesiem 

(Klein et.al, 2016; Klein et.al., 2016). 
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3.3. BDNF ekspresija 

Biomarķieru analīze veikta ex vivo, uz izolēta premedicētu žurku (fizioloģiskais 

šķīdums + aCSF; fizioloģiskais šķīdums + STZ; muscimols 0,01 mg/kg +a CSF; muscimols 

0,01 + STZ; muscimols 0,05 mg/kg + aCSF; muscimols0,05 mg/kg + STZ; 

intracerebroventrikulāri, divas nedēļas pēc kārtas) smadzeņu hipokampa. Uzvedības testus 

neveica darba autore. 

 

3.6. Attēls. BDNF ekspresija hipokampā pa grupām: 

1 - SAL+ Acsf; 2 - SAL+ STZ; 3 - M 0,01 + aCSF; 4 - M 0,01 + STZ; 5 - M 0,05 + aCSF 

6 - M 0,05 + STZ 

 

 Veicot Western Blot analīzi BDNF marķierim hipokampā, ievērojamas izmaiņas starp 

grupām noteiktas netika. Tas varētu būt izskaidrojams ar to, ka, lai arī parādās dati par BDNF 

saistību ar Alcheimera slimību, notiekošie procesi, kuros iesaistīts BDNF joprojām nav līdz 

galam izprasti (Lim et.al., 2013). Iespējams, šajā modelī izmantotajām žurkām Alcheimera 

slimības pakāpe vēl nebija tādā smaguma pakāpē, lai būtu iespējams noteikt izmaiņas tieši 

BDNF ekspresijā. Kā noteikts vairākos pētījumos – tieši Aβ akumulācija un tā izraisītā 

toksicitāte izraisa BDNF līmeņa un tā receptoru skaita samazināšanos (Ye et.al., 2012; 

Sotthibundhu et.al., 2008).  

Tā kā pasaulē arvien tiek meklētas terapijas iespējas Alcheimera slimības pacientiem, 

uzmanība tiek vērsta arī uz BDNF izmantošanas iespējām. Šobrīd lielākais izaicinājums ir 

izveidot modeli BDNF izmantošanai, jo, neskatoties uz tā spējām uzlabot atmiņu (Lee et.al., 

2012), regulēt neironālo šūnu izdzīvošanu, deferenciāciju un sinaptisko procesu aktivitāti 

(Croll et. al., 1998), tā izmantošana terapijā pagaidām nav iespējama vairāku iemeslu dēļ. Kā 

daži no tiem ir eliminācijas puslaiks, kas ir mazāks par vienu minūti (žurkām), spēja pārāk 

vāji šķērsot hematoencefalisko barjeru (Poduslo and Curran, 1996), savienojoties ar p75NTR 

spēja izaisīt sāpes (Zhang et.al., 2008). Kā minēts iepriekš darbā, viena no metodēm ar lielu 

potenciālu, kuru mēģina attīstīt, it nanotehnologija, kura palīdzētu uzlabot BDNF 

biopieejamību (Kreuter, 2014).  
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Bez GAD67, GAP43 un BDNF ir arī vairāki citi biomarķieri, kuru ekspresijas 

izmaiņām ir nozīme Alcheimera slimības gaitā un, uz kuriem tēmējot varētu tikt rastas jaunas 

vielas, ko varētu izmantot cīņā ar šo slimību.  

Kā viens no šādiem marķieriem ir sinaptofizīns. Tas ir galvenais sinaptisko vezīkulu 

membrānas proteīns, kas ir iesaistīts neirotransmiteru atbrīvošanā sinaptisko vezīkulu ciklā. 

Pētījumu gaitā noteikts, ka tas ir cieši saistīts ar kognitīvajiem procesiem un sinaptisko 

plasticitāti (Schmitt et.al., 2009). Viena no vielām, kuras ietekme ir apskatīta uz sinaptofizīnu 

ir triptolīds – iegūts no auga Tripterygium wilfordii Hook F. Triptolīdam piemīt pretiekaisuma 

un imunosupresīva iedarbība. Kaut arī līdz galam nav izprasts tiešs darbības mehānisms uz 

Aβ izraisītajiem bojājumiem, veicot eksperimentus ir noteikta tā neiroprotektējošā iedarbība 

(Gao et.al., 2008).  

Ka vēl vienu būtisku bioloģisko aģentu var minēt ar ditamīnu saistīto proteīnu – 1 

(Drp1). Tas ir proteīns, kas kontrolē mitohondriju šķelšanu, pārvēršot vienu mitohondriju – 

par diviem. Mitohondriālo darbības procesu bojājumi tiek saistīti ar dažādiem patoloģiskiem 

stāvokļiem, piemēram, diabētu, aptaukošanos, kardiovaskulāriem bojājumiem, vēzi, kā arī 

neirodeģeneratīvām saslimšanām, kā Hantingtona vai Alcheimera slimības (Roy et.al., 2015). 

Neseni pētījumi uzrāda, ka pārmērīga mitohondriju sadalīšanās izraisa mitohondriju pārlieku 

lielu aktivitāti un neironu bojājumus, kas saistīti ar Alcheimera slimību. Aβ akumulācija un τ 

proteīna fosforilācija izraisa mitohondriju formas, izmēra, izplatības izmaiņas un aksonālo 

transportu AD iesaistītajos neironos, kas var būt iemesls atmiņas zudumam un kognitīvo spēju 

pakāpeniskam zudumam. Šī ir vēl viena progresīva stratēģija kā varētu mēģināt apturēt 

Alcheimera slimības attīstību – atrodot molekulārus inhibitorus, kas apturētu nevēlamās Aβ, 

fosforilētā τ proteīna un Drp1 mijiedarbības (Kandimalla and Reddy, 2016). 
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4. SECINĀJUMI 

1. Muscimols 0,01 mg/kg un 0,05 mg/kg lielā devā spēj palielināt glutamāta 

dekarboksilāzes 67 (GAD67) ekspresiju streptozocīnu izraisītā Alcheimera slimības 

modelī gan smadzeņu garozā, gan hipokampā.  

2. Muscimols 0,01 mg/kg devā uzrādīja pozitīvu efektu uz GAD 67 ekspresiju arī 

salīdzinājumā ar kontroles grupu. 

3. Izmaiņas sinaptiskā plasticitātes proteīnam ar augšanu asociētajam protēinam 43 

(GAP43) ekspresijā tika atrastas ar muscimola devu 0,01 mg/kg streptozocīna 

premedikācijas grupā, žurku smadzeņu garozā. Izmaiņas hipokampā netika atrastas. 

4. Izmaiņas BDNF ekspresijā starp eksperimentālajām grupām netika atrastas. Tālāki 

pētījumi nepieciešami citu sinaptiskās plasticitātes proteīnu ekspresijas noteikšanai. 

5. Muscimola mazo devu pozitīvais efekts uz atmiņu un spēja izmainīt proteīnu 

ekspresiju norāda uz nepieciešamību to tālāk pētīt, lai noskaidrotu tā darbības 

mehānismu Alcheimera slimībā un tā potenciālu ārstēt arī Alcheimera slimības 

pacientus. 
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5. PATEICĪBAS 

Vislielākā pateicība – maģistra darba vadītājai Ulrikai Beitnerei par 

zināšanām,  padomiem, apgūstot  imūnhistoķīmijas metodi un atbalstu visā 

darba tapšanas gaitā. 

Pateicība arī Vladimiram Piļipenko par palīdzību darba prakstiskās daļas 

veikšanā. 
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