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ANOTACIJA

1906. gada vacu psihiatrs un neiropatologs Aloizs Alcheimers pirmo reizi aprakstija 56
gadu vecuma mirusu pacienti, kura mira neskaidras slimibas dél, pedjo Cetru gadu laika
strauji zaudgjot atminu un dazadas iemanas. Laika gaita, analiz&jot mediciniskos pierakstus un
pEtot mirusas pacientes smadzenes, tika noteikta amiloido platnu un neirofibrilaro mezglu
esamiba smadzengs, kas tika nosaukta par Alcheimera slimibu (Engstrom, 2007).

Alcheimera slimiba ir progresgjosi smadzenu darbibas trauc&jumi, ka rezultata
smadzenes pakapeniski ,noardas”. Visbiezak ta rodas cilvékiem 65-70 gadu vecuma.
Slimibas attistibas gaita attistas negativas izmainas atmina, domasana, dazadas darbibas un
uzvediba, kas laika gaita tikai pasliktinas.

Lai arm ped€jos gadu desmitos zinatniekiem ir izdevies atklat daudz par to, ka
Alcheimera slimiba ietekmé smadzenes, veids, ka So slimibu arstét joprojam nav izgudrots.

Joprojam tiek mekl&ti arvien jauni risindjumi un metodes, kas lautu uzlabot slimnieku
dzives kvalitati un dzives ilgumu, p&c iespgjas ilgak to pavadot pie pilnas apzinas.

Ta ka muscimola mazo devu neiroprotektgjosa ietekme ir bijusi noteikta jau agrak, $1
darba mérkis bija noteikt, ka ta ietekm€& mainas neirotrofo faktoru (GAD67; GAP43; BDNF)
ekspresija zurku smadzen@s, kurds pirms tam izraisiti Alcheimera slimibai raksturigi
bojajumi, izmantojot streptozocinu.

Veicot datu apstradi un analizi tika noteikts, ka vislabako efektu uz strpetozocina
izraisitajiem bojajumiem uzrada muscimola 0,01 mg/kg liela deva, palielinot GAD67
ekspresiju gan smadzenu garoza, gan hipokampa. Pozitivus rezultatus uzradija art 0,05 mg/kg
deva, péc streptozocina premedikacijas. GAP43 ekspresija izmainas tika noteiktas tikai
smadzenu garoza, pozitivi ietekm&ot GAP43 ekspresiju 0,01 mg/kg liela deva péc
streptozocina premedikacijas. BDNF ekspresija nekadas izmainas noteiktas netika.

Atslegas vardi: Alcheimera slimiba, muscimols, streptozocins, glutamata
dekarboksilaze 67 (GADG67), augSanas proteins 43 (GAP43), smadzenu derivata neirotrofais
faktors (BDNF).



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 GADG67 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

(GADG67), growth associated protein 43 (GAP43), brain-derived neurotrophic factor (BDNF).
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Apzim&jumu saraksts

aCSF — maksligs cerebrospinalais skidums (artificial cerebrospinal fluid)
AD — Alcheimera slimiba (Alzheimer's disease)

AICD - iekssiinas citoplazmatiskais doménu

AMPA — a-amino-3-hidroksi-5-metill-4-izoazolepropionskabe

APP — amiloida prekursora proteins

AP — amiloida-p peptids

BDNF — smadzenu derivata neirotrofo faktoru

DPYSL3 — dihidropirimidinazei lidzigais proteins 3

GABA — y-amino-sviestskabe (y-Aminobutyric acid)

GAD — glutamata dekarboksilaze

GAP43 — augSanas” jeb ,,plasticitates” proteins (Growth Associated Protein)
Glu — glutamats

GLUT2 — glikozes transportproteins 2

GSK3p — glikogéna sintazes kinazes

Icv — intracerebroventrikulari

NFT — neirofibrilarie mezgli (Neurofibrillary tangles)

NMDA — N-metill-D-asparats

RAGE - glitacijas (cukura dalas pievienoSana proteinam) gala produktu receptori
STZ — streptozocins

T — ,,tau” proteins



levads

Alcheimera slimiba (AD) ir progres€josa nervu sist€émas saslim$ana, kas boja
nervu siinas, pasliktinot atminu un citas svarigas psihiskas funkcijas. Ta skar aptuveni
35 miljonus cilvéku visa pasaulé. Slimibas attistibas gaitd neatgriezeniski tiek bojatas
galvas smadzenes. Ta ir visbiezak sastopama demences forma, kas izraisa aptuveni 50%
lidz 70% no visiem demences gadijumiem. Ta ir degenerativa slimiba, kas pilniba
izmaina slimnieku dzivi (Correia et.al.,2013).

Smadzenu Stnas iet boja, un cilvéks nespgj atcerSties vai uzkrat jaunu
informaciju. Smadzenu dala, kas slimibas gaita tiek bojata visvairak ir hipokamps. Tas
ir galvena smadzenu struktiira, kas atbild par atminas nodro$inasanu cilvéka smadzengés.
Cilveks sak aizmirst dazadas lietas, nespgj apgut ko jaunu, paradas dazadi uzvedibas
trauc€jumi, biezi rodas saskarsmes problémas. AD gaita galvas smadzenu neironi zaudé
savu struktiiru un nevar pildit to atbilstosas funkcijas (Mieke et.al., 2012).

Sobrid pasaulé vél nav terapijas, ar kuru slimibu varétu arstét, bet aizvien tiek
mekl&tas jaunas iesp€jas, lai varétu apturét slimibas attisttbu un novérstu radusos

smadzenu bojajumus.

Darba meérkis - Noskaidrot GABA-A agonista — muscimola ietekmi uz
glutamata dekarbosilazi 67 (GADG67), augSanas asocicto protéinu 43 (GAP43) un
smadzenu derivata neirotrofo faktoru (BDNF) ekspresiju AD tipa modeli, kuru izraisija
intracerebroventrikulara (icv) streptozocina (STZ) ievadiSana.

Darba uzdevumi:

1. Veikt literattras analizi par jaunakajiem petjjumiem Alcheimera slimibai.

2. Izmantojot iminhistokimijas metodi noteikt GAP43 un GADG67 ekspresiju
zurku smadzenu hipikampa un garoza.

3. Izmantojot Western Blot metodi noteikt BDNF ekspresiju Zurku smadzenu
hipokmapa.

4. Veikt statistisko datu analizi un apstradi.

Darbs izstradats Latvijas Universitates Dabaszinatnu akad@miskaja centra,

farmakologijas katedra.



1. LITERATURAS APSKATS

1.1. Alcheimera slimiba

Alcheimera slimiba (AD) ir visbiezaka demenci izraisoS$a slimiba cilvékiem, Kkuri
sasniegu$i 65 gadu vecumu. Ta skar aptuveni 35 miljonus cilvéku visa pasaulé un skarto
skaits,paildzinoties dzivildzei, ir ar tendenci katru gadu pieaugt. 1. attla redzama prognoze,
ka lidz 2050. gadam slimibas sastopamiba varétu pieaugt 11dz pat tr1s reiz€m (dati par ASV).

Tas tiek izskaidrots ar apkart€jas un socialas vides izmainam (Heber et.al., 2013).

1.1. Attels. AD attistibas gadijumi skaita prognoze nakotne

Attéls no: Hebert et.al., 2013

Sai slimibai raksturiga pakapeniska un neapturama atminas pasliktinasanas, kas noved
lidz pilnigai kognitivo funkciju izzu$anai. Visvairak bojajumu skartas smadzenu zonas ir
hipokamps un smadzenu garoza (Correia et.al.,2013).

Etiologiski slimibu var iedalit divas grupas — iedzimta AD, kura ir sastopama aptuveni 5
% gadijumu (agrins sakums — jau ap 40 gadiem) un sporadiska - aptuveni 95 % gadijumu.
Soradiskas slimibas c€loni vél joprojam nav izprasti. Ka viens no to ictekmgjoSiem faktoriem
ir pasliktinata insulina un glikozes metabolisms smadzenés (Correia et.al., 2011).

Viens no pirmajiem signaliem AD ir progres€joss deklarativas atminas zudums. Kaut
gan to ir diezgan griiti diagnostic€t un atsSkirt no atminas pasliktinasanas normas noteikta
vecuma, ir raditi speciali, jutigi neirofiziologiski testi, ar kuru palidzibu iesp&jams identificét
vai noteiktais rezultats atbilst normas robezam, vai tas ir progres€joSas demences raditajs
(Backman et al., 2001). Ka bitisks faktors slimibas attistiba ir arT hipokampa atrofija (Kohler
et al., 1998; Petersen et al., 2000). P&tijuma uz individiem, kuru vid&jais vecums bija 78 gadi,



tika noteikts, ka pat vieglu kognitivu trauc€jumu gadijuma, salidzinot ar normaliem
individiem, ir novérojamas ieveérojamas hipokampa tilpuma izmainas. Tika noteikts arT, ka uz
neirodegenerativajam izmainam, kas saistitas ar AD, visjitigakie ir CA1 un smadzenu garozas
prieks¢ji-medialais regioni (Mieke et.al., 2012).

Misdienu cilveéku, lielakoties, saspringtais dzivesveids var veicinat dazadu kognitivo
disfunkciju attistibu un atminas pasliktinaSanos, jo ir noteikti faktori, kuru ietekmé tiek
novérota hipokampa tilpuma samazinasanas. Ka viens no $iem iemesliem ir miega trikums.
P&tijumos noteikts, ka ilgsto$s miega trikums (miega stundu skaits diennakti — 4 stundas) vai
traucéts miegs — konkrétaja gadijuma — 1 meéneSa perioda, Zurkam izraisijis hipokampa
samazinasanos par 10% (Novati et al., 2011). Balstoties uz Siem atklajumiem, veikti dazadi
pétijumi ar1 uz cilvékiem. Arf tajos uzradas, ka pastav pozitiva korelacija starp miega stundu
skaitu diennakti un hipokampa tilpumu, kas izpaudas pildot ari dazadus kognitivus
uzdevumus, parbaudot verbalo un vizualo atminu (Taki et al., 2012; Joo et al., 2014 ).

ArT ilgstoSam stresam un depresijai ir 1idziga ietekme uz hipokampu. Tas izskaidrojams
ar to, ka stresa laika no virsnieru dziedzera pastiprinati izdalas glikokortikoidi. Saistoties ar
receptoriem smadzen€s, jo 1paSi hipokampa, tiem piemit neirotoksiskas TIpaSibas,
neirodegeneracijas izraisiSana. Lidzigs efekts noteikts arT posttraumatiska stresa gadijumos,
izraisot deklarativas atminas funkciju bojajumus. Stresa ietekmé tiek pal€linati ari
neiroregenézes procesi (Bremner, 2000).

Tapat, AD pacientiem vai individiem AD attistibas posma tiek noveéroti glikozes
metabolisma traucgjumi deninu daiva un parientalajos regionos (Small et al., 2000).

Hipokampa atrofija ir saistita arT ar glikozes metabolisma traucéjumiem hipokampa,
prieksgja un vidgja deninu dala, cingulate gyrus, un pieres daiva (Garrido et al., 2002).

Vienas no galvenajam smadzenu patalogijas pazimém, kas apstiprina AD postmortem
audos ir neirofibrillarie mezgli un B — amiloida (BA) platnes (Hyman et al., 2012) un
neirofibrillarie mezgli.

BA platnes veidojas ekstracelulari uzkrajoties B amiloida peptidam. So patologiju
progreséSana sakas vel ilgu laiku pirms pirmajiem slimibas tipiskajiem kognitivajiem
simptomiem (Mufson et al., 2012).

Mutacijas génos, kas varétu veicinat AD attistibu ir amiloida proteina prekursora géna
mutacija (APP) (Goate et al., 1991), presilina (PS) génu (Sherrington et al., 1995) un
apolipoproteina E (ApoE) genotipa mutacijas (Corder et al., 1993). Mutacijas APP un PS
génos veicina parmérigu A veidoSanos, bet mutacijas ApoE4 rezultata notiek izmainas A

transportésana (Fryer et al., 2005; Rhinn et al., 2013).
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Attels no: Cheng et.al., 2014

Amiloida prekursora proteins (APP) pieder transmembranas I tipa protenu grupai. APP
struktira ir AP segments (l.att€la — dzeltena krasa), kur§ parasti, a-sekretazes darbibas
rezultata tiek saskelts, no APP izveidojot $kistoSu amino-terminala doména APP kompleksu
(sAPPa) un karboksilgrupas terminala fragmentu C86. y-sekretaze pabeidz skelSanas procesu,
radot APP iekssiinas citoplazmatisku doménu (AICD) un $kistodu P3 peptidu. Sis process tiek
deveéts par ne-amiloido signalcelu kaskadi.

AD gadijuma, APP vispirms tiek paklauts B-sekretazes darbibai. Tas notiek, APP un B-
sekretazei ,,ieslédzoties” endosoma. P-sekretaze saSke] APP vieta, kur sakas AP posms, to
nesabojajot. Tiek izveidots sAPPa un C-terminala APP komplekss, kurs, talak iedarbojoties y-
sekretazei tiek saskelts par A un AICD. AP paliek arpusStnas telpa briva veida. Ilgstosa §1
procesa rezultata notiek AP uzkrasanas, kas izraisa neirotoksicitati (Kim et.al., 2010).

Ka metodes, lai identificétu dazadas, ar slimibu saistitas izmainas smadzenés, izmanto
pozitronu emisijas tomografiju — lai noteiktu un att€lotu PA depolarizacijas vietas;
magnétisko rezonansi — lai noteiktu hipokampa tilpumu vai citu smadzenu dalu atrofiju; 18F-
fluoroglikozes — pozitronu emisijas tomografiju — lai noteiktu glikozes hipometabolismu
smadzenu audos, kas liecina par neironu bojajumiem un sinapSu partrikSanu. Visi augstak
ming&tie raditaji ir batiski, méginot atskirt vieglus kognitivus trauc&jumus no AD pirmajiem

simptomiem (Jack and Holtzman, 2013).



Smadzenu trauma, miega trauc€jumi, epilepsija un citi faktori sp€j ietekmét BA limenu
raditajus. Pétijumos noskaidrojies, ka BA uzkrasanos un transportu ietekmé ari sinaptiska
aktivitate (Johnson et al., 2010; Mackenzie and Miller, 1994; Roh et al., 2012).

Neirofibrilarie mezgli (NFT) ir veidojumi, kas radusies t proteina hiperfosforilacijas
rezultata (Mufson et al., 2012). Tas notiek, kad nezinamu iemeslu dél, projekcijas Stnas
smadzenés sak sintez&t T proteinu arpus normas robezam, kas nav spgjigs sasaistities ar
mikrotubuliem un briva veida paliek §@nu citozola. Sados apstaklos t proteins sak veidot
nebiodegradgjamus materialus. Sie veidojumi uzkrajas intraneironali, sakuma ka nefibrillara
forma, ko var ieraudzit gaismas mikroskopa. Sie veidojumi tiek saukti pirmsmezgliem (PT).
Laika gaita, bet ne vienmér, pirmsmezgli, dendritisku procesu rezultata, attistas stingros,
nelokamos fibrillaros pavedienos — neirofibrillarajos mezglos (NFT), kuri uzkrajas $iinas
(Braak et.al., 1994).

Pastav viedoklis, ka AD varétu but ari mikrobiologiska etiologija. AD pacientu un
kontroles grupas smadzenu audus, tika atrasts, ka slimnieku CNS $iinas ir sénu Stinas un hifas.
To iesp&jams noteikt gan $nas, gan arpus tam, izmantojot specifiskas antivielas. Vairakos
smadzenu rajonos, pieméram, argja priekseja garoza, smadzeniSu hemisféra, hipokampa un
Choroid Plexus tika identificétas sénu materiali, kuri kontroles objektos identificéti netika.
Analizgjot desmit slimnieku smadzenu sekcijas, s€nu infekcijas tika konstatétas visos
gadijumos. Tas tika konstatetas arT asins $iinas, kas var€tu but izskaidrojums asinsvadu
patologijas, kas biezi tiek novérotas AD gadijumos. Sekvencgjot smadzenés identificéto sénu
DNS tiek noteikts, ka tas ir dazadu sugu. Kopuma, §is pétijums pierada pausta uzskata

ticamibu, ka sénu infekcijas tieSam ir iesaistitas AD gadijumos (Pisa et.al., 2015).
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1.2.  Alcheimera slimibas iedalijums atkariba no neirofibrilaro mezglu

izplatibas smadzenés

Atkariba no neirofibrilaro mezglu (NFT) Itmena smadzenés, AD var iedalit sesas fazgs.
Otraja attela A gadijjuma ir redzamas smadzenes, kad NFT ir attistibas posma. Kreisa
smadzenu puslode — I stadija, laba — 1. Mezgli — tumsakas krasas laukumi attéla, praktiski
nav redzami. I stadijas gadijuma nedaudz skarta tikai deninu daiva, II stadija — redzams, ka
NTF plesas plasuma. Saja fazé nekadi slimibas simptomi nav novérojami. Ta tiek dévéta par
preklinisko jeb prodromalo fazi. Sada limeni NFT sak veidoties un var biit novérojami jau
pusaudzu gados (Wollen, 2010; Braak et.al., 2011).

Pakapeniski, laika gaita NFT mezglu izvietojumos smadzenés paplaSinas (2. attéla, B).
Visvairak skarts ir mandelu formas neironu struktiiras kodols (amygdala) un hipokamps, ka
arT deninu daivas apgabali. Visbiezak §ada situacija sak paradities 50-60 gadu vecuma, bet ir
arT gadijumi (aptuveni 4% gadijumu), kad tas var biit novérojams jau 31-40 gadu vecuma.
Palielinoties vecumam, palielinas ari III fazes novérojamo gadijumu skaits. Saja attistibas faze
individiem médz konstatét vieglus kognitivus trauc&umus (mild cognitive impairments;
MCI).

Palielinoties NFT Ilimenim, slimiba pakapeniski pariet lidz V-VI fazei. V faze
smadzenes vél nav parpilditas ar NFT, sasniedzot VI fazi (2.atte€la, C), tomér izplatibas
limenis ir [idzigs un visbiezak, So fazi sasniegusie pacienti ir sasniegu$i demenci. Saja posma
parasti tiek uzstadita diagnoze — AD. Lielakoties tie ir pacienti, kuri sasniegusi 80 un vairak
gadu vecumu. Sasniedzot pilnigu demenci, kad smadzenes pilniba ir parpilditas ar NFT
nekada terapija vai medikamenti netiek pielietoti, jo vél nav raditi tadi lidzekli kuri spétu Sos
bojajumus atgriezt vai kada veida uzlabot cilvéka smadzenu darbibu (Wollen et.al., 2010;
Braak et.al., 2011).

NFT stage VI

A NFT stages | + 1 B NFT stage Ill

= L
:3 é v
e b ¥ 7.

1.3. Artéls. Smadzenes dazados NFT attistibas limenos

Attels no: Braak et.al., 2012.
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1.3. Alcheimera slimiba iesaistitas smadzenu dalas

Visprecizakais un izteiktakais raditajs cela uz AD ir tieSi hipokampa tilpuma
novérojamas izmainas, kuras koralé ar1 ar fosforiléta t proteina limeniem un B-amiloida
struktiiru daudzumu smadzengs (Clerx et.al, 2013). Saja pétijuma mérija dazadu smadzenu
dalu tilpumus pacientiem ar viegliem kognitiviem bojajumiem, kopa apskatot 341 gadijumus.
Smadzenes tika apskatitas ar dazadam metodém, iegiistot un apstradajot tris dimensiju att€lus,
no kuriem tika veikti nepiecieSamie aprékini. P&tTjums ilga aptuveni piecus gadus.

Hipokamps ir smadzenu struktiira, kas atrodas temporalas daivas vidusdala. Hipokamps
sastav no CAl, CA2, CA3 un Dentate gyrus subregioniem (3.att.), kas veido aferento un
eferento informacijas apmainu ar dorsalo un ventralo hipkampu(Squire and Zola-Morgan,
1991).

Gyrus dentatus (latiniski) ir smadzenu regions hipkampa, kura neirogenéze notiek visa
miza garuma (Aimone J.B. et. al., 2006) un ir noteikts, ka hipokampalajai neirogenézei ir
ievérojama loma atminas un maciSanas noris€, antidepresivos procesos, CNS darbibas
traucjumu gadijumos (Sahay and Hen, 2007 and Zhao et al., 2008). Picauguso hipokampala
neirogenéze ir cieSi saistita ar neironalo aktivitati, galvenokart, ar lidzsvaru starp
GABAergisko un glutamatergisko sistémam (Zhao et al., 2008). Sinu attistibas agrakajos
posmos GABAa receptoru aktivacija ar arpussinam esoSo GABA, regulé hipokampa
neironalo cilmes stnu diferenciaciju (Tozuka et al., 2005) un dendritisko attistibu smadzenu
granulu siinas (Ge et al., 2008).

Murphy et.al. veicis pétijumu, kura mérkis bija noteikt smadzenu blivumu un AD
smaguma pakapi. Ka metode, kas tika izmantota petijjuma, bija magnétiskas rezonanses
elastografija (MRE) — magnétiskas rezonanses paveids, ar kuru, bez invazivas iejaukSanas
iespejams noteikt smadzenu fizisko stavokli — $aja gadijuma — blivumu. Tas tika merits
dazados smadzenu regionos (pieméram, prieksgja daiva, parientalaja daiva, smadzenitgs).
Kopuma pétijuma piedalijas 48 dalibnieki, kuri tika sadaliti Cetras grupas — amiloida negativa
grupa, ar normalam kognitivam funkcijam (negativa kontrole); amiloida pozitiva grupa, ar
normalam kognitivajam funkcijam; amiloida pozitiva grupa, ar viegliem kognitiviem
traucgjumiem un amiloida pozitiva grupa, ar AD. Rezultatos noskaidrojas, ka AD gadijuma
smadzenes nav tik blivas salidzinajuma ar normali funkciongjosam. Vislielakas izmainas
noverotas prieks€ja, parientalaja un deninu daivas. Noverota ar1 koralacija starp §Tm izmainam
un amiloida esamibu smadzen&s un hipokampa tilpuma izmainam (Murphy et.al., 2015).

Pieauguso smadzenés hipokampam ir izSkirosa loma atminas veidosana. Pie hipokampa

funkcijam pieskaitama art sinaptiska plasticitate un jaunu neironu veidoSanas (Deng et. al.,
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2010). Hipokamps un citas, tam tuvuma eso$as temporalas daivas struktiiras ir atbildigas par
deklarativo atminu (Eichenbaum, 2004 and Squire, 2004). Sis struktiiras ir pamata macibu

procesam, jaunas informacijas nostabiliz€$anai. (Jambaqué et al., 2007).

1.4. Alcheimera slimibas gaita iesaistitas neirotrofas sist€émas

1.4.1. Glutamatergiska sistéma un GAD67

Glutamats (Glu) ir galvenais uzbudinoSais neirotransmiters ziditaju nervu sistéma un
tam ir liela nozime atminas un macisanas procesos (Featherstone, 2010).

Glu darbojas caur jonotropajiem un metobotropajiem glutamatergiskajiem receptoriem,
kas ir izvietoti gandriz visas smadzenu dalas. Ir tris galvenas jonotropo receptoru grupas,
kuras nosauktas to savienojumu varda, kuri pirmie tika identific€ti ka So receptoru selektivie
agonisti — N-metill-D-asparata (NMDA), a-amino-3-hidroksi-5-metill-4-
izoazolepropionskabes (AMPA) un 2-karboksi-3-karboksimetil-4-izopropenilpirolidina
(kainata) receptori (Wallace et.al., 2011).

Metabotropie receptori ir ar G proteinu saistitie proteini. Glu metabotropie receptori tiek
iedaliti tris subtipos. I subtips aktiviz€ fosfolipazi C, II un III — saistiti ar cAMP signalceliem
(Conn and Pin, 1997).

GABA ir galvenais inhib&josais neirotransmiters cilvéka smadzenés, piedaloties
holinergiskas un glutamatergiskas aktivitates regulésana hipokampa un garozas regionos, kuri
visvairak tiek skarti AD attistibas laika (Lawrence, 2008). Ta tiek sintezéta no glutamata, ko
izpilda enzims glutamata dekarboksilaze (GAD). GAD enzimam ir divas izoformas — GAD65
(65 kDa) un GAD67 (67 kDa) un abi ir ka atsléga uz GABAergiskas sistemas darbibu
(Erlander et. al., 1991). Lai gan abas §1 enzima formas smadzengs ir atrodamas, to lokalizacija
nedaudz atSkiras. GADG65 ir lokalizéts nervu S§tnu sinaptisko vezikulu membranas, bet
GADG67 — viscaur Siinai. Galvenais GABA sintezetajs ir GAD67, bet, gadijumos, kad Stinu
pieprasijums péc GABA ir lielaks, GADG65 T1slaicigi aktiviz&jas, lai nepiecieSamais GABA
limenis tiktu sasniegts (Korpershooek et al., 2007).

Dazada veida pétijumos (péc naves sekcijas, neironu attélu fikséSanas) ir noteikts, ka
AD gadijuma GABA aktivitate ir samazinata (Lanctot et al., 2004).

AttistljusSos glitacijas (cukura dalas pievienoSana proteinam) gala produktu receptori
(RAGE) ir sunu membranu receptori, pie kuriem ar augstu afinitati piesaistas smadzenu
audiem toksiskais BA. AD gadijumos So receptoru skaits ir palielinats (Lue et al., 2001).
GABA samazina attistito RAGE skaitu, samazinot BA piesaistiSanos un uzkraSanos (Sun et

al., 2012).
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Salidzinosi nesen atklats, ka inhibitorajam neirotransmiterim GABA ir nozime vairakos
neironalas attistibas procesos (Owens and Kriegstein, 2002b). Sakot ar $tinu proliferaciju un
neiritu augSanu (LoTurco et al., 1995), Iidz pat neirogenézei (Ge et al., 2006). GABA sintéze
un signalceli darbojas jau grauz€ju gritniecibas vidusposma, vél ilgi lidz sinaptiskas
komunikacijas procesiem (Ben-Ari, 2002).

Nomura et.al. veiktaja pétjjuma tika noteikta NMDA receptoru nekonkurgjosa
antagonista — penciklidina ietekmi uz hipokampu. Rezultata tika noskaidrots, ka, penciklidina
iedarbibas rezultata ilgtermina potencéSana (LTP) CA3-CAl regionu sinapsés bija
pasliktinajusies. Tika noskaidrots ari tas, ka GABAergiskas sistémas darbiba CAl regiona,
kas saistita ar hipokampa atkarigajiem maciSanas un atminas procesiem, bija uzlabojusies.
Rezultati lieck domat, ka izmainas GABA sistémas darbiba hipokampa var€tu veicinat
kognitivu disfunkciju grauzgjos (Nomura et.al., 2016).

Chattopadhyaya et al. veiktaja pétijuma noskaidrots, ka GABAergiskas sisteémas
inhibitoras darbibas celi ir atkarigi no neironalas aktivitates. Aktivitates atkariga GAD67
darbibas reguléSana var radit uzlabojumus intracelularajam GABA izdaliSanas laukam.
Petijuma noskaidrojies, ka GAD67 un GABA Ilimenu palielinaSanas bitiski ietekmée
interneironu aksonu augSanu un sinap$u formé$anos inhibitoro signalcelu attistibas laika.
GAD67 Iimena samazinasanas izraisa deficitu Siinu aksonu sazarojuma un darbibas

trauc€jumus inervacijas lauka (Chattopadhyaya et.al., 2007).

1.4.2. GAP43

Ar augSanu asociétais proteins 43 (GAP43) tiek deévéts par ,augSanas”’ jeb
»plasticitates” proteinu, tapec, ka lielos daudzumos tas tiek sintezets neironalas augSanas
vietas aksonu attistibas un regeneracijas laika. Citi §1 proteina nosaukumi dazada literatiira —
B50, neiromodulins un F1. Tam piemit bitiska loma neiritu augSanas, diferenciacijas un
sinaptiskas plasticitates procesos. Tas tiek uzskatits par butisku komponentu nervu sistémas
efektivai regeneracijai (Nielander et.al., 1993).

Tas veicina F-aktina akumulaciju neiritos, izraisot citoskeletona veidoSanos. Perinatali
tas ir ekspreséts visos neironos, bet ta ekspresija sartik aksonalas attistibas un sinaptogenézes
laika, paliekot tikai augstas plasticitates regionos, pieméram, hipokampa (De La Monte et.al,
1989). Nesen tika noteikts, ka GAP43 ir substrats kaspazei-3 un, ka GAP43 géna mutacija
izraisa AMPA (a-amino-3-hidroxi-5-methil-4-izoksazolpropion skabes) receptoru endocitozes
samazinasanos, izraisot pasliktinaSanos postsinaptisko membranu ilgtermina nomakuma, kas

nozimé, ka tam ir nozime ne tikai plasticitates procesos (Gorup et.al., 2015).
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Zhang et.al. veiktaja pétijuma mé&ginaja noskaidrot apkartéjas vides un aktivitates
ietekmi uz GAP43 ekspresiju zurku mazulu hipokampa. Zurkas pirms dzemdibam tika sadaliti
tris grupas — negativas kontroles grupa (standarta biris, standarta apstakli, izraisits stress 3
reizes diena), stresa ierobezota grupa un stresa ierobezotd grupa ar uzlabotiem apkartgjas
vides apstakliem un aktivitates iesp&jam (biiris bagatinats ar krasainam rotallietam, svaigam
skaidam, pieradinasana — 15 miniites diena mazulu mugura tika sukata ar maigu birstiti).
Veicot pétijumu tika iegtti tris butiski secindjumi: GAP43 Ilimeni hipokampa bija
palielinajusies, zurkam pirms dzemdibam atrodoties pilnigos miera apstaklos; pirmsdzemdibu
stress pasliktinaja telpiskas macisanas un atminas sp&jas mazuliem; zurku mazulu sukasana
un apkartjas vides bagatinasana izraisijja GAP43 Ilimenu pieaugumu, veicinot telpisko
apgisanas un atminas sp&ju stresa apstaklos esoSajiem mazuliem (Zhang et.al., 2012).

Kowara et.al. 2007. gada veica pétijumu, kura noteica DPYSL3 (dihidropirimidinazei
l1dziga proteina 3) un GAP43 proteinu ekspresiju un mijiedarbibu Zurku embriju smadzengés.
Tapat ka GAP43, ari DPYSL3 ir biitisks neironalas attistibas un diferenciacijas procesos.
Eksperiments tika veikts pec zurku auglu embrionalas attistibas 18 dienam. Tika noteikts, ka
GAP43 un DPYSL3 ekspresija Sajos smadzenu audos ir spécigi izteikta. Visvairak tie ir
izvietojusies neironu pagarinajumos, citoplazma un membrana (Kowara et.al., 2007).

DPYSL3 un GAP43 ir iesaistiti F-aktina struktiiras regulacija, kas ir pamata neironu
morfologijai un attistibai (Rosslenbroich et.al., 2003). GAP43 efekts uz aktina skiedru
strukturam ir atkarigs no ta fosforilacijas statusa, jo garo Skiedru stabilizaciju, galvenokart,
nodrosina forsforil€tais proteina variants (He et.al., 1997). GAP43 efekts uz neironu augSanas
stavokli presinaptiskaja regiona ir saistits ar ta sp&ju mijiedarboties ar membranas skeletu —
proteinu tiklu membranas iekSpusé, kas regulé ta formu, motilitati un attistibu. Aktins, talins
un spektrins ir dazi no GAP43 miejiedarbiba iesaistitajiem protetniem (Meiri et.al., 1999).

Dazadu neirodegenerativu slimibu gadijumos, pieméram, Alcheimera slimibas gadijuma
GAP43 ekspresija un funkciong€Sana ir traucéta (Rekart et.al., 2004). Rekart et.al. veicis
petijumu uz Alcheimera slimibas pacientu smadzenu hipokampa audiem. Pacientu vidgjais
vecums bija 75,1 gadi. Rezultati paradija, ka Alcheimera slimibas gadijuma noveérojams
palielinats GAP43 ekspresijas Itmenis. Tika novérota pozitiva korelacija starp Braaka Iimeni,
kas ir pienemts ka Alcheimera slimibas attistibas raditajs, un GAP43 pieaugumu hipokampa
CAl regiona SML (stratum lacunozum moleculare) dala (Rekart et.al., 2004). Viens no
mehanismiem, kura dé] GAP43 Iimenis hipokampa ir palielinats, varétu biit nervu signalu
parneses zudums, neironu bojaejas dél Cortex entorhinalis smadzenu dala. So neironu
zuduma dg], izdzivojuSajos neironos sakas simpatogenézes procesi, kuri parsniedz normas

robezas, ta iemesla dél paradas palielinatais GAP43 limenis (Hyman and Trojanowski., 1987).
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Sads novérojums tika veikts arf Kadish and Van Groen darba, kura tas tika noteikts,
izmantojot zurku uz pelu smadzenes. Cetras nedglas péc veiktajiem smadzenu bojajumiem

tika novérota palielinata aktivitate simpatogenézes procesos (Kadish and Van Groen, 2003).

1.4.3. BDNF

Smadzen derivata neirotrofais faktors (BDNF) ir augSanas faktoru gimenes loceklis.
Kopa ar citiem biologiskiem faktoriem, tadiem ka neirotransmiteri, hormoni un citi
neirotrofini, BDNF regul€ neironalas plasticitates un dzivotspgjas mehanismus (Grande et. al.,
2010). Tas ir visvairak sintez&tais neirotrofins smadzenés, kas regulé neironalo §tnu
izdzivosanu, deferenciaciju, sinaptisko speku un morfologiju. Palielinats BDNF limenis tick
saistits ar uzlabotam macisanas un atminas sp&jam, bet, pazeminats ta [imenis novérojams ar
vecumu saistita atminas deficita (Croll et. al., 1998).

BDNF ir plasi atrodams centralas nervu sist€mas audos. Izteikta ta sekr&cija notiek
hipokampa. BDNF ir izdzivoSanas un augSanu stimul&josas 1pasibas uz dazadu smadzenu dalu
neironiem, pieméram, hipokampa un smadzenu garozas (Binder and Scharfman, 2004).

BDNF regulé neirondlo struktiiru un funkcijas. IpaSi svarigs tas ir sinaptiksas
plasticitates un atminas veidosana pieauguso smadzen&s. BDNF inducg ilgtermina atminas
veidosanos hipokampa, bet ekspresijas un funkcionésanas noblok&Sana hiopokampa izraisa
atminas pasliktinaSanos (Segal, 2005, Kaplan and Miller, 2000).

P&dgjos gados veiktajos petijumos paradas dati, kas liecina, ka BDNF ir saistits ar
Alcheimera slimibas attistibu. Tas izskaidrojams ar to, ka atminas pasliktinasanas ir viens no
pirmajiem Alcheimera slimibas simptomiem, savukart, BDNF un ta galvenais receptors —
tropomiozina — saistita kinaze B (TrkB) ir vajadzigi sianptiskajos procesos un neironalaja
plasticitate, kas veicina atminas funkcijas. Vieglu kognitivu trauc€jumu gadijuma noveérojams
BDNF mRNA Iimena samazinajums hipokampa un deninu daiva, noveérojot saistibu ar BDNF
Iimeni un kognitivo trauc&jumu smagumu (Lee et.al., 2012; Garzon and Fahnestock, 2007) .
Pelu eksperimentalajos modelos noteikts, ka farmakologiski palielinot BDNF Iimeni, tiek
novéroti atminas un sinaptisko procesu uzlabojumi (Lee et.al., 2012). Cilvékiem ar palielinatu
riska pakapi saslimt ar Alceheimera slimibu, palielinot BDNF sekrécijas Iimeni veicot aerobas

slodzes fiziskas aktivitates, arT novérojami atminas uzlabojumi (Baker et.al., 2010).
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1.5. Alcheimera slimiba pielietojamas vielas un metodes

Sobrid vél nav pieejama farmakologiska terapija, kas spétu slimibu izarstet vai apturgt
pilniba, bet arvien tiek mekléti jauni savienojumi un modeli, kas sptu uzradit vélamo
rezultatu.

Pagaidam terapija tiek izmantotas tikai vielas kas palidz noveérst slimibas simptomus.

Ka viena no $o vielu grupam ir acetilholinesterazes inhibitori (AChEI). Ir noteikts ka
holinergiskajai sistémai ir liela loma smadzenu darbibas un atminas procesos. AChE ir
enzims, kas sadala acetilholinu par holinu un etikskabi. Ta tiek sekret€ta un saistas ar
arpussSinas struktiram - sinaptisko bazalo slani neiromuskularaja savienojuma un amiloida
plaksném smadzenés. AchE piemit sp&ja veicinat amiloida  peptida uzkraSanos un amiloido
Skiedru veidosanos, kas ir slimibas pamata (Pohanka, 2012). Ka dazi no terapija lietojamam
vielam ir donezepils, rivastigmins, galantamins un takrins. So medikamentu iedarbibas
rezultata tiek uzlabotas kognitivas funkcijas, sp€ja veikt ikdienas darbibas, kopgjais kliniskais
stavoklis un uzvedibas traucgjumi (Birks J., 2006).

Sinaptiska plasticitates procesos liela nozime ir NMDA (N-metil-D-asparata)
receptoriem. To aktivacija izraisa jonu kanala atveérSanos, kas izraisa natrija un kalcija
iepliisanu $tina un kalija — izplGsanu. Kalcija ieieSana postsinapsé caur NMDA receptoru layj
saistities elektriskajai sinaptiskajai aktivitatei ar biokimiskiem signaliem, aktivizgjot kalcija
atkarigos enzimus un signalcelus. Sada cela kalcija ieplii§ana sinapsé var izraisit ilgtermina
izmainas sinaptisko signalu sp&ciguma un citas Stinas modifikacijas, taja skaita izmainas
sinaptiskaja struktiira vai sazina. NMDA receptoriem ir liela nozime smadzenu plasticitate,
smadzenu spgja atbildét uz argjiem stimuliem (Zito and Scheuss, 2009), tacu §is sistémas
parlieku liela aktivacija un parlieku liela kalcija daudzuma ieklisana §tinas var izraisit Sinu
navi. Sis process tiek novérots ariAlcheimera slimibas gadfjuma. Tapec, ka viens no terapijas
veidiem ir dalgja NMDA receptoru blok@$ana ar memantinu. Normalos apstaklos memantins
ar NMDA receptoriem saistas ar mazu afinitati, bet, kad NMDA receptoru skaits parlieku
picaug, tas kliist par spécigu So receptoru blokétaju. Tapec, tas, galvenokart tiek izmantots
Alcheimera slimibas smagakos gadijumos (McShane et.al., 2006).

Aktivi notieka arT dazadu metozu izstrade lai tiesi iedarbotos uz AP — tiek izméginata
pasivas imunizacijas metode, izmantojot monoklonalas antivielas pret AP, intravenozu
imunoglobulinu ievadi, y and B sekretazu inhibicija (Haakon and Nygaard, 2013). Ka viena no
jaunakajam metodém, kuru mégina attistit, it nanotehnologija, ar kuras palidzibu aktivajiem
agentiem butu iesp&ja Skersot hematoencefalisko barjeru, iedarbojoties tiesi uz smadzenem.

Kada no nesenakajiem pétjjumiem noskaidrots, ka nanodalinas ka zalu ,nesgji” var
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ieveérojami uzlabot CNS farmakokingtiskos raditajus un biopieejamibu salidzinajuma ar citam
terapijas iespgjam (Kreuter, 2014).

Ta ka noskaidrojies, ka arT uzturam ir nozime slimibas attistiba, ka viens no potencialas
terapijas veidiem tiek izskatita holesterina Iimena samazinasana. Di€ta ar augstu holesterina
limeni palielinaja AP Itmenus pelu eksperimentalaja modeli (Refolo et.al., 2000). Holesterins,
kas tiek uznemts ar uzturu divas reizes palielinaja AP koncentraciju truSu hipokampa, ka ari,
ta samazinasanas tika noteikta holesterina Itmeni samazinot (Sparks et.al., 2000). Ir veikti
vairaki pétijumi, lai izprastu holesterina iedarbibu uz y-sekretazes kompleksa aktivitati. Statini
— holesterola biosintézes limena regul&josa enzima — 3-hidroksi-3-methilglutaril koenzima A
(HMG CoA) reduktazes — konkurgjoSie inhibitori tieSi samazina holesterina Itmeni un novers
APP apstradi un AP veidoSanos §iinas. AD pelu modelt simvastatins uzlabo hipokampa
atkarigo telpisko atminu un novér§ atminas bojajumus. Tapat, tas veicina art NMDA

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

1.6. Alcheimera slimibas streptozocina modelis

Streptozocins ir glokozamina — nitrozourinvielu savienojums, kas sakotn&ji tika
identificets ka antibiotikis. Ta injekcijas icv izraisa palielinatu AP fragmentu un tau proteina
uzkraSanos smadzen&s. Ir noteiks, ka grauz&€ju smadzen€s tas izraisa neiroiekaisumu,
oksidativo stresu un biokimiskas izmainas (Gao et al., 2013).

STZ subdiatobetogenas devas zurkam izraisa smadzenu glikozes un metabolisma
trauc&jumus, samazina holina acetiltransferazes Itmeni hipokampa, un izraisa brivo radikalu
veidoSanos, kas izraisa atmipas un maciSanas sp&ju pazeminasanos (Lannert and Hoyer,

1998).
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1.4. Attels. Streptozocina dabibas mehanisms uz aizkunga dziedzera p Sinam

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

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

Periférija STZ ievade izraisa selektivus aizkunga dziedzera P-$tinu bojajumus.
Streptozocins ieklust §tnas ar glikozes transportproteinu 2 (GLUT2) un izraisa DNS
alkilaciju, kas aptur poli ADF-ribolizaciju, tada veida izraisot §inas eso$d NAD" un ATF
izsikSanu, ka ar1 bojajot Stinu galveno funkciju — sp&ju producét un sekretét insulinu (Correia
et.al., 2011).

Noskaidrojies, ka ar intracerebroventrikularam (icv) streptozocina injekcijam zurku
smadzenés tiek apturétas esos$a insulina funkcijas, novérotas uzvedibas, neirokimiskas un
strukturalas izmainas smadzeng€s, kas raksturigas sporadiskas Alcheimera slimibas gadijuma
(Grunblatt et. al., 2007; Salkovic-Petrisic et.al., 2007).

Izraisot insulina deficitu smadzengs, sakas neioroickaisums, glikogéna sintazes kinazes
(GSK3p) aktivizéSanas rezultata sakas AP akumulacija, T proteina fosforilacija, kas izraisa
senilo splatnu un neirofibrillaro mezglu ukrasanos smadzen€s. Visu So procesu rezultata
notiek neironalas aktivitates samazinasanas un neronalo sinapsu zudums, kas ir Alcheimera
slimibas pamata.

ICV streptozocina injekcijas pasliktina telpisko atminu, apturot glikozes utilizaciju,
smadzenu garoza un hipokampa caur insulina atkarigajiem mehanismiem. Shoham et.al.
pétijuma noskaidroja histopatologiskas izmainas pieaugusas zurkas péc tris icv 0,25 mg STZ

injekcijam un to izraisito efektu uz Zurku atminu, parbaudot to Morisa tidens labirinta testa.
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Rezultata noskaidrojies, ka STZ injekcijas paléninajusas Zzurku apgiiSanas sp&ju un
pasliktinajusas darba atminu. STZ izraisija selektivus bojajumus mialinam un aksoniem fornix
(smadzenu dala, kas veic signalu parvadi no hipokampa uz citiem smadzenu regioniem)
rajona un hipokampa komunikacijas laukuma, iesaistot mikroglijas aktivaciju. Ventriculus
tertius ependimalo $tinu zaud&juma un hipotalama preventrikulara mialina dojajumu dgl,
treSais ventrikuls bija palielinajies 100 — 150% apméra (Shoham et.al., 2003).

Saksena et. al. petijuma, kura tika noteikta melatonina pozitiva ietekme uz oksidativa
stresa raditajiem bojajumiem un atminu, arf tika izmantots STZ modelis. Saja darba STZ (3
mg/kg) zurkam tika ievadits divas reizes ar 48 stundu starplaiku. Udens labirinta rezultati
uzradija atminas pasliktinasanos, biokimiskas analizes uzradija samazinatus glutationa Iimena
raditajus un palielinatus malondialdehida raditajus, salidzinajuma ar kontroles dzivniekiem.
STZ grupu smadzenu sekcijas paradijas palielinatas vakuolas preventrikularaja garozas

regiona, bojatas preventrikularas un hipokampa CA4 regiona $iinas (Saksena et.al., 2010).

1.7. Muscimols

Muscimols ir y-amino sviestskabes A (GABA-A) receptoru agonists, kas ar augstu
afinitati saistas pie GABA-A receptoriem. Tas darbojas ka neironalas un glialas GABA
atpakalsaistiSanas inhibitors un ir ka substrats GABA-transaminazei. GABA ir atzita ka
galvenais neirotrofiskais faktors, kur§ smadzengs, saistoties ar jontropajiem A receptoriem,
izraisa inhib&josu efektu (Krogsgaard-Larsen et.al., 1994). Jaundzimuso smadzenés ta ietekmé
dazadus neironalas attistibas procesus, piemréram, proliferaciju, sinaptiskos procesus.
GABA'’s Iimena izmainas smadzen€s var butiski ietekmét smadzenu darbibu un attistibu
(Represa and Ben-Ari, 2005).

Daba muscimols ir atrodams séné Amanita muscaria. ST séne veido vairakus alkaloidus,
pieméram, iboténskabi, muskazonu, muskarinu, taja skaita — muscimolu.

Muscimols ir polara molekula, kura viegli $kist Gideni, spirta un DMSO. Muscimola
molekulara struktiira ir lidziga organisma eso$a neirotransmitera — gamma amino sviestskabes

(GABA) struktiirai (Michelot and Melendez-Howell, 2003).
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Attels no https://www.researchgate.net/figure/227800364 fig2 Fiqure-1-Chemical-
structures-of-the-GABAAR-agonists-GABA-and-muscimol-and-the

2005. gada veikta pétijuma rezultati parada, ka muscimolam loti mazas devas piemit
sp&ja blok&t AP izraisito neirotoksicitati hipokampa un garozas neironos. Tas tika noteikts,
veicot petijumu ar 15 vai 18 dienas vecu Zurku mazulu hipokampiem. Hipokampi tika izdaliti,
homogenizéti un inkubéti 4 dienas. 1 stundu pirms AP1-42 pievienoSanas, smadzenes pa
grupam tika tur€tas dazadas koncentracijas muscimola Skidumos. P&c 48 stundam tika veikta
audu analize, kura noskaidrojas, ka muscimols, koncentracija 1 pM, pilniba blok&ja neironu
navi hipokampa. Tads pats rezultats paradijas arT apskatot smadzenu garozas audus (Paula-
Lima et. al., 2005).

Art Lee et.al. sava darba noteica muscimola 0,1-10 uM ietekmi uz amiloida B (AB)
proteina (25-35) izraisito neirotoksicitati Zzurku smadzenu audu kultiiras. Rezultati paradija, ka
Sie bojajumi var tikt noversti hroniski stimulgéjot GABAA receptorus. Kad muscimols tika
pievienots $tnu kultiram 24 stundas pirms AP (25-35) izmantoSanas, tas sp&ja noverst
apoptisku $iinu navi, kalcija jonu Iimena palielinasanos, glutamata izdaliSanos, ROS (skabekla
aktivo formu paaudze) veidoSanos un kaspazes-3 aktivizéSanos. Lai So neiroprotekt€joSo
efektu, stimulgjot GABAA receptoru stimulacijas, apstiprinatu, cita eksperimenta muscimola
vieta izmantoja bikukulinu — GABAA, receptoru antagonistu, kur$ nekadas neiroprotekt&josas
ipasibas neuzradija (Lee et.al., 2005).

Bickler et.al. pétijuma hipokampa CA1, CA3 regioniem un dentate gyrus subregiona
noteicis, ka muscimols (25 uM) novérsis $iinu navi smadzenu i$§€mijas modeli péc 1 stundu
ilgas skabekla un glikozes nepietickamibas smadzengs (Bickler et.al., 2003).

Jau 1994. gada veiktaja pétijuma Lyden un Lonzo noteica, ka muscimolam piemit
neiroprotekt€josas 1pasibas, nosakot to eksperimenta ar zurkam, kuram tika izraisita smadzenu
isémija. Saja darba tika noteikta ari muscimola kombinacija ar MK-801 (dizocilpinu),
rezultata noskaidrojot, ka abu preparatu kombinacija uzrada vél lielakas neiroprotekt&josas
ipasSibas. Abu So preparatu kombinacija smadzenes ari pasargaja no tilpuma samazinaSanas

tadas smadzenu dalas ka garoza un hipokamps (Lyden and Lonzo, 1994).
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2. MATERIALI UN METODES

2.1. Dzivnieki. Zurku Wistar tevini (svars 280 + 20 g) tika iegadati no Rigas

Stradina Universitates vivarija. Tie tika uzturéti LU Biologijas fakultates eksperimentalaja

telpa, specidlos ventilacijas biiros. Zurkas sanéma standarta (R70, Lantméinnen, Zviedrija)

granulétu laboratorijas baribu un dzeramo tdeni ad libitum. Telpa tika uzturéts tumsas -
gaismas 12h cikls, ka arT konstanta temperattira (21-23°C) un darbojas ventiléSanas iekarta.

Visas eksperimenta veiktas procediiras ir veiktas saskapa ar Eiropas Savienibas

konvencijas direktivas 2010/63/EU vadlinijam un tas tika saskanotas ar Latvijas Partikas un

veterinara dienesta

2.2. Intracerebroventrikulara (icv) vielu ievade

Muscimols (pulvera veida) un ketamina/ksilazina $kidumi - Sigma-Aldrich (ASV)
(M1523). Muscimols tika izskidinats 0,9% NaCl §kiduma. Ketamins un ksilazins tika sajaukti
kopa S§lircé pirms ievadiSanas. Streptozocins — Sigma-Aldrich (ASV) (S0130) pirms
ievadiSanas tika izSkidinats maksliga cerebrospinalaja skiduma (artificial cerebrospinal fluid,
aCSF).

Pirms intracerebroventrikularas (icv) vielu ievades 4. diena (D4), Zurkam veikta
anestézija, i.p. ievadot ketamina/ksilazina maistjumu (100 mg/ml un 10 mg/ml, attiecigi).
Pielietojot stereotakses iekartu (Stoelting Inc., ASV), anestez&tajiem dzivniekiem izveidoti
Burr caurumi smadzenu labaja un kreisaja ventrikulos péc sekojosam koordinatém:
anteroposterior (AP) — 0,72, mediolateral (ML) — 1,7, dorsoventricular (DV) -4. Péc
caurumu izurb3anas bilaterali tika ievadits STZ (100 pg/ul, 5 pl uz ventrikuli) vai aCSF (5 pl
uz ventrikuli). Operacijam beidzoties, Zurkas tika ievietotas individualos biiros ar baribu un
tideni ad libitum lidz turpmakajam eksperimenta procediiram. D14-D18 dzivnieki veica tidens
labirinta (MWM) testus.

Péc eksperimenta procediiru veikSanas, Zurku smadzenes tika ievaktas un ieliktas
uzglabasanai saldétava (-20 °C), antifreeze skiduma, individualos traukos.

Eksperimenta sakuma (D1-D3), zurkam tika intraperitoneali (i.p.) ievadits fiziologiskais
Skidums (1 ml/kg) vai muscimols (0,01 mg/kg vai 0,05 mg/kg). Ceturtaja diena (D4) Zurkam
26 icv tika ievadits STZ (100 pg/ul, 5 pl uz smadzenu ventrikuli) vai aCSF (5 pl uz smadzenu

ventrikuli, 10 pl uz vienu Zurku).
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2.3. Eksperimenta dizains
Eksperimentalas zurkas tika sadalitas 6 grupas (viena grupa no 6 Iidz 7 zurkam):
1) Kontroles grupa (fiziologiskais skidums un aCSF);
2) Bojajuma grupa (fiziologiskais $kidums 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. Imiinhistokimija (IHC)

Smadzenu puslodes tika iznemtas no -20 C, kur tas tika turetas antifreeze Skiduma un 24
stundas pirms smadzenu sagrie$anas tas tika turdtas 30% sukrozes $kiduma 4 °C. P&c tam,
smadzenu segments tika uzlim&tas uz kriatoma stativa un ievietots ta kamera sasalSanai.
Smadzenes tika grieztas 30 um biezuma, ievietotas plat€ (4 x 6 bedrites, piepilditas ar
antifreeze Skidumu), katra bedrité liekot pa 3 Sk&€lém parauga un atkal ieliktas -20 gradu
temperatiira lidz paSai IHC veikSanai.

Imtinhistokimiskas procediras tika veiktas 3 plastmasas traukos, katrs — 4 x 6 bedrites.
Katra trauka bedriSu kolonnas tika numurétas (1 — 6), bet rindas sarindotas alfabéta seciba (A;
B; C; D). No katras eksperimentalas grupas tika pemti tris paraugi, viena méginajuma
apskatot 24 grupu paraugus, taja skaita arT negativo kontroli.

Lai paveiktu imiinhistokimisko analizi ir nepiecieSamas tris dienas. Pirmaja diena, péc
iznemSanas no antifreeze Skiduma un parlikSanas darba trauka, paraugi tika skaloti divas
reizes pa piecam mintiteém PBS-T buferi. Tad tika veikta audu balinasana 0,1 % H202 PBS-T
Skiduma, pusstundu, lai noverstu trauc€josa fona rasanos no endogénajam peroksidazém. Péc
balinasanas audi atkal tiek skaloti PBS-T Skiduma, tris reizes, pa piecam minitém. Lai
noverstu nespecifisku primaras antivielas saistiSanos ar audiem, tiek veikta ari bloke&Sana,
PBS-T skiduma tiek pagatavojot 5 % vérSu seruma albumina Skidumu. Audi taja tiek atstati
uz vienu stundu. Kad inkubacijas laiks bija nosledzies, atseviSki tiek izpemti negativas

kontroles paraugi. Tie tiek atstati PBS-T Skiduma. Visiem pargjiem tiek pievienota primara
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antiviela, atSkaidijjuma 1:200 GAP-43 gadijuma, vai 1:100 GAD67 gadijuma. Atstaj
inkubacijai uz nakti.

Nakama diena sakas ar skaloSanu, tris reizes pa piecam miniuteém PBS-T Skiduma. Pa to
laiku tiek sagatavota sekundara pelu antiviela, atSkaidijuma 1:500. P&c skaloSanas beigam,
paraugi uz divam stundam tiek atstati inkubgéties sekundaraja antiviela. Kad noteiktais laiks
pagajis — atkartota skaloSana trs reizes pa piecam miniittm PBS-T Skiduma. Seko terciaras
ExtrAvidin pelu antivielas uzlikSana, atSkaidijuma 1:1000, atstajot inkubacijai uz divam
stundam. Kad divas stundas pagajusas, péd¢ja skaloSana PBS-T Skiduma, tris reizes pa
piecam minatém. Tad paraugi uz tris miniitém tiek ievietoti DAB buferi, lai notiktu
iekrasosana. P&c DAB, tie tiek ievietoti 0,05 M natrija fosfata buferi. Ka pédgjais solis pirms
paraugu analiz€Sanas — audu iznems$ana no darba plattm un salikSana un specialiem
priekSmetstikliniem. Audi uz stikliniem tiek salikti pa grupam, tapat ka atradas traukos visa
darba gaita. Katrs stiklinS tiek parakstits. Paraugi tiek atstati uz nakti zavéties, 37° C
temperatura.

Tresaja diena uz priekSmetstikliniem tiek uzliméti aizsargstiklini. Lime nozist. Pirms
datu analiz€Sanas mikroskopa, stiklini tiek notiriti no liekajiem Iimes traipiem.

Datu analize tiek veikta elektromikroskopa, palielinagjums — 200 reizes. No Kkatra
priekSmetstiklina analizei tikai atlasits viens smadzenu paraugs, kura vislabak redzams
hipokamps, un viens (var but arT tas pats) — kura vislabak redzama smadzenu garoza. Katram
smadzenu apgabalam tika uznemti pieci attéli talakai analizei.

Talaka att€lu apstrade tika veikta att€lu apstrades programma ImageJ.

GAP43 paraugos markiera ekspresija garoza tika noteikta izveidojot laukumu attiecibu
— iekrasota parauga laukums pret kopgja attéla laukumu. Iegiistot procentualu attiecibu grupas
tika salidzinatas, lai noteiktu markiera ekspresijas izmainas. Nosakot iekrasota laukuma
procentualo lielumu hipokampa un GADG7 paraugos, tika izmantota cita mériSanas metode,
parversot attelu 32 bitu formata un nosakot iekrasoto laukumu mainot att€la uzstadijumus.
Katrai smadzenu dalai tika piemekl€ta piemeérotaka metode, kuru izmantojot, iekrasoto

laukumu noteikt biitu visefektivak, nemot véra attélu atskiribas.

2.5.  Western blota analize

Smadzenu audu sagatavo$ana Western blota analizei

No vienas zurku smadzenu puslodes (sasaldétas -85°C), mehaniski izdalija hipokampu.

No hipokampa izdalija proteinu, 1su bridi homogeniz&jot homogenizatora kopa ar liz€joso

24



buferi RIPA un ar proteazu inhibitoru kokteili atS$kaidijuma 1:10. Tika noteikts, ka géla
ievaditd proteina daudzumam jabut 20 pg. Lai aprékinatu nepiecieSamo tilpumu katram
paraugam, izdalita proteina koncentraciju tika nomérita ar BCA Assay Kit metodi, kuras
pamata ir proteina saistiSanas ar vara kompleksu. Paraugi tika sajaukti ar SDSxXSTOP buferi,

un termiski denaturéti 5 minttes 95°C. Péc tam tie tika atdzeséti, turot uz ledus.

Gela elektroforéze un pussausa parnese

20 ng gela ievadita proteina daudzuma tika sadaliti péc to izmeriem 15% poliakrilamida
gela elektroforézg, piesledzot 20 mA stipru stravu, aptuveni 2 h. Proteini tika parnesti uz
nitrocelulozes membranas, izmantojot pussausas parneses aparatu (laiks — 45-60 miniites),
vélreiz izmantojot elektroforézes principu. Pielietotais stravas stiprums — vienads ar parneses

membranas laukumu.

Blokésana un BlotéSana

Parneses membranu, pirms blot€Sanas bloké ar 5% sauso pienu un 0,05% Tween-20
TBS-buferi. Membranu ar pagatavoto $kidumu atstaj uz 24 stundam 4°C temperatiira, lai
izvairitos no nespecifisku antivielu piesaistes. Nakama tiek inkubé&ta primara antiviela — 1
stundu, istabas temperatiira. AtSkaidijums: BDNF 1:500. Péc primaras antivielas piesaistes
membrana tiek skalota ar TBS-T buferi, 3 reizes pa 15 minttém, uz kratitaja istabas
temperatiira. P& tam membrana tiek inkub&ta attiecigaja sekundaraja antiviela istabas
temperattira, 1 stundu. Vélreiz atkarto skalosanu ar TBS-T buferi, 3 reizes pa 15 minitém, uz

kratitaja istabas temperatiira.

Membranas attistiSana

Ekspresijas detektéSanai tika izmantoti hemiluminescences reagenti — Skidumu A un B
(1:1). Péc reagentu uzklasanas uz membranas, tie tika inkub&ti 1 miniti, p&c tam uzmanigi
noslauctti un ielikti tumsa kamera ar CCD kameru (UVP Bioimaging Systems, Kanada), kur

bija nepiecieSams iestatit ekspozicijas laiku, kur§ var variét (optimali — 1 mintte).
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Statistiska

legiitie dati tika apstradati biostatistikas programma GraphPad Prism (Version 5).
Western blota attéla analize tika veikta ar programmu Image J. Ar Image J programmu
atvertais att€ls tiek izveidots menlnbalataja rezima (8 biti). Izmantojot taisnstura figiru tiek
ieziméts SAL+aCSF josla Western blota analizes attela, izveidojot to ka standartu, ar kuru tiks
salidzinati paraugi (iezimétais laukums x vidgjais pikselu skaits iezim&taja laukuma). Parauga
iezimeSana notiek, pec iesp&jas precizak izvelot lielako piesatinajumu, censoties izvairities no
»trokSniem”, kas rodas Western blota analizes laika. Paraugu ekspresija teik ieziméta,
izmantojot tada pasa lieluma taisnstiira laukumu. Rezultati tika izteikti absolutas intensitates
skaitlos, pienemot SAL+aCSF grupu par veértibu 1. Relativo intensitati pargjam grupam
aprekinaja dalot kontroli ar absoliitas intensitates vertibam.

Statistisku noteica ar Analysis of variance (ANOVA) un Bonferoni péctestu, ka ari
Stjudenta nesaparoto t — testu. Visu datu statistisko ticamibu izverteja péc p vertibas, kas ir

mazaka par 0,05.
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3. REZULTATI UN DISKUSIA

Abu metozu iegiitie rezultati tika apstradati GrapPad Prism (version 5) datorprogramma,
izmantojot dispersijas analizi (ANOVA One-way analysis of variance), nosakot atskiribas
starp grupam. Visievérojamakas ekspresijas izmainas tika noteiktas veicot GAD67 analizi,
kas ver€tu bat saistits ar to, ka muscimols ir GABA-A receptora agonists un tamdg] tas spgj
icteckmét ari GABA-ergiskas sistémas aktivitati. GAP43 un BDNF eckspresija bitiskas

izmainas noteiktas netika.

3.1. GAD67 ekspresija
GADG7 ekspresija garoza

Nosakot GAD67 ekspresijas izmainas ar IHC metodi zurku smadzenu garoza, tika
noteikts, ka muscimols sp&ja palielielinat GAD67 ekspresiju ne tikai bojajuma grupas —
MO0,01+STZ un MO0,05+STZ (SAL+STZ vs MO0,01+STZ; SAL+STZ vs MO,05+STZ;
(p<0,0001)), bet 0,01 mg/kg licla deva uzradija pozitivu efektu ari bez streptozocina
premedikacijas (SAL+aCSF vs M0.01+aCSF (p<0,01)). Sie rezultati apstiprina citu veiktos
pétijumos, kur muscimols uzradija neiroprotekt&josas Ipasibas AD bojajumu gadijuma, ko

izraisa AP toksicitate uz neironiem (Lee et.al., 2005).
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3.1. Antéls. GAD67 ekspresija Zurku smadzenu garoza.

MO0.01+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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Sie rezultati arT paskaidro dzivnieku uzvedibas testu rezultatus, kur parbaudija telpisko

atminu ar tdens labiranta testu (3.2. attéls).

SAL +aCSF M 0.01+aCSF M 0.05+aCSF
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3.2. Attels. 1zbégsanas latences (s) dinamika Cetras treninu dienas

Laiks, kura laika dzivnieks atrada paslépto platformu registrets secigi eksperimenta 14.-17.diends.
Rezultati atteloti ka videjas vertibas £SEM. *** (p<0.0001) vs SAL+aCSF, ## (p<0.01) vs SAL+STZ,
### (p<0.0001) vs SAL+STZ

Attels no: Cibulskis, 2015

Saja testa noteica izbégianas latenci — laiku, kura dzivnieks atrod paslépto platformu,
kops briza, kad tiek ievietots idens baseina. Statistiski biitiskas atSkiribas izbégSanas latence
tika noteiktas tieSi minétajas grupas: M0,01+STZ un M0,05+STZ, no 2. — 4. dienai, paradot,
ka muscimola mazu devu lietoSana palidz&ja dzivniekiem labak iemacities un iegaumét
platformas atrasanas vietu.

Lidzigi rezultati uzradas Shirakawaa un Ichitani pétijuma, kur muscimols tika
izmantots, lai noteiktu sistémiskas un intranigralas muscimola ievadiSanas efektu uz
maciSanos un telpisko atminu tdens labirinta testa. Ka mérka objekts eksperimenta bija
striatum smadzenu apgabals, kuram ir liela nozime ne tikai kustibu kontrol€, bet, ari
uzmanibas, maciSanas un atminas procesos, sanemot impulsus no smadzenu garozas
(Lawrence et.al., 1998). Noskaidrojas, ka sistémiska muscimola lietoSana ievérojami
samazina zurku iniciacijas latenci p€c ibotenskabes (spécigs neirotoksins) izraisitiem
bojajumiem smadzenu apgabala. Tomér izbégSanas latenc€ $adas izmainas noteiktas netika.
Lai gan iemesls tam nav izprasts, tiek pielauta iesp&ja, ka tas ir saistits ar to, ka muscimols ne

tikai veicinaja dzivnieku peldesanas atraku uzsakSanu, bet ar palielinaja to aktivitati baseina,
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tadgjadi, zurkas peldot pavadija ilgaku laiku apzinati, nevis tapéc, ka tas ir ibot€nskabes
izraisito bojajumu nenoversts efekts (Shirakawaa and Ichitani, 2004).

Sis skaidrojums tika apstiprinats arT eso§a darba uzvedibas testa eksperimentalaja dala,
kad, veicot finala testus 18. diena, noteica, ka M0,01+STZ grupa Zzurkas uzrada lielako

peld€Sanas atrumu un platformas laukuma Skérsosanas reizu skaitu.

GADG67 ekspresija hipokampa

Hipokampa statistiski ticamas izmainas tika noteiktas tikai bojajuma grupas -
MO0,01+STZ un MO0,05+STZ (SAL+STZ vs MO0,01+STZ ** (p<0,01); SAL+STZ vs
MO0,05+STZ *** (p<0,0001)). Interesanti ir tas, ka hipokampa liclaks pozitivais efekts tika
noverots tieSi MO0,05+STZ grupa, salidzinajuma ar pargjiem gadijumiem, kad statistiski

ticamas izmainas, galvenokart, noteiktas M0,01+STZ grupas.
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3.3. Attéls. GAD67 ekspresija Zurku smadzenu hipokampa.
MO0,01+STZ vs SAL+STZ ** (p<0,01); M0,05+STZ vs SAL+STZ *** (p<0,0001).

ST darba rezultati uzrada, ka muscimola ievadi§ana icv mazas devas sp&j novérst STZ
izraisttos bojajumus smadzengs, kas ir pamata AD. Ta ka muscimola terapeitiskais efekts teik
panakts caur GABAergiskajiem receptoriem, ir noteikts, ka GABA aktivacija smadzengs ir
saistita ar atminas procesiem, neironu attistibu un deiferenciaciju (Hasegawa et. al., 2007).
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Tomer, lai arT ir vairaki pieradijumi muscimola pozitivajai neiroprotekt&josai 1pasibai,
metodes mekl&jumi, lai to vartu lietot AD terapija joprojam ir liels izaicinajums, saistiba ar
muscimola straujo metabolizaciju un sp&ju saistities ne tikai GABA receptoriem uz Stnu

membranas un ta halucinogénajam pasibam (DeFeudis, 1980).

3.2. GAP43 ekspresija
GAP43 ekspresija garoza

Nosakot GAP43 ekspresijas izmainas garoza, tika noteikts, ka muscimolam 0,01 mg/kg
deva ir sp&ja palielinat biomarkiera ekspresiju streptozocina grupa. Sis rezultdts dalgji
atspogulo ari uzvedibas testa rezultatus, jo pirms tam veiktie tidens labirinta testa rezultati
uzradija izb&gSanas latences statistiski ticamu samazinajumu ( p<0,0001) MO0,05+STZ un

MO0,01+STZ grupas.
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3.4. Antels. GAPA3 ekspresijazurku smadzenu garoza.

MO0,01+STZ vs SAL+STZ # (p<0,05)

Ari senak veiktos pétijumos ir méginats noteikt muscimola ietekmi uz atminu. Jau tad,
izmantojot, izmantojot Gidens labirinta testu tika noteikts, ka muscimolam ir pozitiva ietekme
uz telpisko atminu, ar piebildi, ka ta lietoSanai jabiit ilgstoSai. Jo, pieméram, minéteja
Nakagawa et.al. darba pieradas, ka pozitivais efekts tika noverots pec ¢etru dienu muscimola
ievadiSanas, salidzinajuma ar grupu, kura muscimolu sanéma tris dienas (Nakagawa et.al,

1995).
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Minétie rezultati rada, ka muscimola mazas devas, ir potencials ka vielai, kura biitu
jaturpina pétit ka potencialo papildus terapiju Alcheimera slimibas farmakoterapija.
Muscimols jau ir pieradijis pozitivu efektu uz AP izraisitiem neironu bojajumiem. Muscimola
neiroprotektéjosa ietekme tiek saistita ar hlora kanalu atvérSanu un membranas
hiperpolarizaciju, jo tas izraisa NMDA receptoru desintizaciju un voltazas atkarigo kalcija

kanalu inaktivaciju, kas izraisa A izraistto neironu navi (Matsumoto et al., 2003).

GAP43 ekspresija hipokampa

Nosakot GAP43 ekspresiju hipokampa nekadas statistiski ticamas ekspresijas izmainas

noteiktas netika.
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3.5. Attels. GAP43 ekspresijazurku smadzenu hipokampa.

Hipokampa statistiski ticamas atskirtbas starp grupam noverotas netika.

Ta ka hipokamps ir smadzenu dala, kas atminas un kognicijas procesos ir iesaistita
visvairak, joprojam tiek meklétas dazadas vielas un metodes, kas sp€tu palidzet atminas
uzlaboSanas procesos.

Nemot véra misdienu dzives ritmu un apstaklus, Tpasa uzmaniba tiek pieversta ne tikai
farmaklogiski aktivu agentu meklgjumiem, bet ari fizisko aktivitasu nozimei $ajos procesos. Ir
veikti vairaki petijumi, izmantojot dazadus modelus (gan cilvéku, gan dzivnieku), bet rezultati
aizvien apstiprina fizisko aktivitasu pozitivo ietekmi uz kognitivajiem un atminas procesiem
(Klein et.al, 2016; Klein et.al., 2016).
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3.3. BDNF ekspresija

Biomarkieru analize veikta ex Vvivo, Uz izoléta premedicétu zurku (fiziologiskais
Skidums + aCSF; fiziologiskais §kidums + STZ; muscimols 0,01 mg/kg +a CSF; muscimols
0,01 + STZ; muscimols 0,05 mg/kg + aCSF; muscimols0,05 mg/kg + STZ;
intracerebroventrikulari, divas nedélas péc kartas) smadzenu hipokampa. Uzvedibas testus

neveica darba autore.

BDNF

S3k0a T D —— G T S—

1 2 3 4 5 6

3.6. Artels. BDNF ekspresija hipokampa pa grupam:

1-SAL+ Acsf; 2-SAL+ STZ;3-M 0,01 + aCSF; 4-M 0,01 + STZ; 5- M 0,05 + aCSF
6-M0,05+STZ

Veicot Western Blot analizi BDNF markierim hipokampa, ievérojamas izmainas starp
grupam noteiktas netika. Tas var€tu biit izskaidrojams ar to, ka, lai arT paradas dati par BDNF
saistibu ar Alcheimera slimibu, notiekoSie procesi, kuros iesaistits BDNF joprojam nav lidz
galam izprasti (Lim et.al., 2013). Iesp€jams, $aja modelt izmantotajam zurkam Alcheimera
slimibas pakape vél nebija tada smaguma pakapée, lai biitu iesp&jams noteikt izmainas tiesi
BDNF ekspresija. Ka noteikts vairakos pétijjumos — tieSi AP akumulacija un ta izraisita
toksicitate izraisa BDNF limepa un ta receptoru skaita samazinasanos (Ye etal., 2012;
Sotthibundhu et.al., 2008).

Ta ka pasaulé arvien tiek mekl&tas terapijas iesp€jas Alcheimera slimibas pacientiem,
uzmaniba tiek vérsta arf uz BDNF izmanto$anas iespgjam. Sobrid lielakais izaicinajums ir
izveidot modeli BDNF izmanto$anai, jo, neskatoties uz ta sp&jam uzlabot atminu (Lee et.al.,
2012), regulét neironalo Stinu izdzivoSanu, deferenciaciju un sinaptisko procesu aktivitati
(Croll et. al., 1998), ta izmantoSana terapija pagaidam nav iesp&jama vairaku iemeslu del. Ka
dazi no tiem ir eliminacijas puslaiks, kas ir mazaks par vienu miniiti (Zurkam), sp&ja parak
vaji Skérsot hematoencefalisko barjeru (Poduslo and Curran, 1996), savienojoties ar p75NTR
spéja izaisit sapes (Zhang et.al., 2008). Ka miné&ts iepriek$§ darba, viena no metodém ar lielu
potencialu, kuru mégina attistit, it nanotehnologija, kura palidz&tu uzlabot BDNF

biopieejamibu (Kreuter, 2014).
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Bez GADG67, GAP43 un BDNF ir ari vairaki citi biomarkieri, kuru ekspresijas
izmainam ir nozime Alcheimera slimibas gaita un, uz kuriem témgjot varétu tikt rastas jaunas
vielas, ko var€tu izmantot cina ar $o slimibu.

Ka viens no sadiem markieriem ir sinaptofizins. Tas ir galvenais sinaptisko vezikulu
membranas proteins, kas ir iesaistits neirotransmiteru atbrivosana sinaptisko vezikulu cikla.
Petijumu gaitd noteikts, ka tas ir cieSi saistits ar kognitivajiem procesiem un sinaptisko
plasticitati (Schmitt et.al., 2009). Viena no vielam, kuras ietekme ir apskatita uz sinaptofizinu
ir triptolids — iegiits no auga Tripterygium wilfordii Hook F. Triptolidam piemit pretiekaisuma
un imunosupresiva iedarbiba. Kaut ar1 1idz galam nav izprasts tieSs darbibas mehanisms uz
AP izraisttajiem bojajumiem, veicot eksperimentus ir noteikta ta neiroprotekt&josa iedarbiba
(Gao et.al., 2008).

Ka vél vienu bitisku biologisko agentu var minét ar ditaminu saistito proteinu — 1
(Drpl). Tas ir proteins, kas kontrolé mitohondriju SkelSanu, parvérSot vienu mitohondriju —
par diviem. Mitohondrialo darbibas procesu bojajumi tiek saistiti ar dazadiem patologiskiem
stavokliem, pieméram, diab&tu, aptaukosanos, kardiovaskulariem bojajumiem, vézi, ka ari
neirodegenerativam saslim$anam, ka Hantingtona vai Alcheimera slimibas (Roy et.al., 2015).
Neseni pétijumi uzrada, ka parmeériga mitohondriju sadaliSanas izraisa mitohondriju parlieku
lielu aktivitati un neironu bojajumus, kas saistiti ar Alcheimera slimibu. A akumulacija un t
proteina fosforilacija izraisa mitohondriju formas, izmera, izplatibas izmainas un aksonalo
transportu AD iesaistitajos neironos, kas var biit iemesls atminas zudumam un kognitivo sp&ju
pakapeniskam zudumam. ST ir vél viena progresiva stratégija ka varétu méginat apturét
Alcheimera slimibas attistibu — atrodot molekularus inhibitorus, kas apturétu nevélamas AP,

fosforiléta t proteina un Drpl mijiedarbibas (Kandimalla and Reddy, 2016).
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4. SECINAJUMI

Muscimols 0,01 mg/kg un 0,05 mg/kg liela deva spg palielinat glutamata
dekarboksilazes 67 (GAD67) ekspresiju streptozocinu izraisita Alcheimera slimibas
modeli gan smadzenu garoza, gan hipokampa.

Muscimols 0,01 mg/kg deva uzradija pozitivu efektu uz GAD 67 ekspresiju ari
saltdzinajuma ar kontroles grupu.

Izmainas sinaptiska plasticitates protelnam ar augSanu asoci€tajam prot€inam 43
(GAP43) ekspresija tika atrastas ar muscimola devu 0,01 mg/kg streptozocina
premedikacijas grupa, zurku smadzenu garoza. [zmainas hipokampa netika atrastas.
Izmainas BDNF ekspresija starp eksperimentalajam grupam netika atrastas. Talaki
petTjumi nepiecieSami citu sinaptiskas plasticitates protetnu ekspresijas noteiksanai.
Muscimola mazo devu pozitivais efekts uz atminu un sp€ja izmainit proteinu
ekspresiju norada uz nepiecieSamibu to talak pétit, lai noskaidrotu ta darbibas
mehanismu Alcheimera slimiba un ta potencialu arstét arti Alcheimera slimibas

pacientus.
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5. PATEICIBAS

Vislielaka pateiciba — magistra darba vaditajai Ulrikai Beitnerei par
zinasanam, padomiem, apgiistot iminhistokimijas metodi un atbalstu visa
darba tapsanas gaita.

Pateiciba arT Vladimiram Pilipenko par palidzibu darba prakstiskas dalas

veik$ana.
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