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ANOTACIJA

Bojajumi, ko izraisa psihoaktivu vielu lietoSana, ir célonis centralas nervu
sisteémas (CNS) darbibas traucéjumiem. Alkohola un atkaribu izraisoSu vielu iedarbibu
saista ar oksidativo stresu un dazadiem smadzenu bojajumiem. Matrices
metaloproteinazes (MMP), kas iesaistas ekstracelularas matrices (ECM) komponentu
SkelSana, ir bieZi analizétas smadzenu patologiju pé&tijumos, tomér nav pietiekoSi
izzinatas hroniska alkohola un narkotisko vielu lietoSanas gadijumos. Jaunakie pétijjumu
rezultati liecina par daudzfunkcionalo indukcijas faktoru iesaisti CNS izmainas atkaribu
izraisoSu vielu lietoSanas gadijumos.

Sis petijums ir veikts, lai izskaidrotu iespgjamo 3Gnu jutibu struktdras un
ultrastruktaras liment dazados smadzenu rajonos hroniska alkohola un narkotisko vielu
lietoSanas gadijumos. P&tijjuma izmantots smadzenu audu autopsijas materials no cortex
cerebri, corpus striatum un substantia nigra rajoniem, ka ari aknu audu autopsijas
materials no 46 hroniskiem alkohola un 10 narkotisko vielu lietotajiem.

Promocijas darba iegats novértejums un noteikta rezultatu statistiska ticamiba
neironu un glijas Sanu iesaistei smadzenu arpusSunu matrices degradg&josu enzimu
sintéze, kas veikts, pieradot paaugstinatu MMP9 ekspresijas limeni CNS visos izp&tes
rajonos gan hronisko alkohola, gan narkotisko vielu lietotaju grupas. P&tijuma atrasts
apstiprinajums smadzenu bojajumu korelacijam, nosakot oksidativa stresa markiera
superoksida dismutazes (SOD1) un MMP9 ekspresijas vertibas nigrala (r=0,532,
p<0,001), striatala (r=0,327, p<0,001) un garozas rajona neironos (r=0,306, p<0,001).
MMP9 nozime Sajas izmainas analizéta un salidzinata ar ultrastrukturalam izmainam.
Noteikts, ka toksisku vielu izraisits oksidativais stress ietekm& Stnu oksidativas
aizsardzibas mehanismus, izraisot reaktivi adaptivas izmainas dazadu smadzenu rajonu
stnu un aknu Sanu struktarelementos, kas ipaSi skar citoskeletu, mitohondrijus un
iek3sanu membranas. Saja petijuma ar imanhistokimijas metodi noteikta heterogena
indukcijas faktoru ekspresija cortex cerebri un substantia nigra smadzenu rajonos,
iegatie rezultati izverteti lidztekus elektronmikroskopiskajiem noveérojumiem. Izteiktaka
neironu un glijas Sanu TUNEL reakcijas pozitivitate konstateta corpus striatum rajona
pelékaja viela, bet glijas Stinu — zemgarozas baltas vielas rajonos.

Ultrastrukturali nervu Sanu kermeni neuzrada neatgriezeniskas izmainas
atSkiriba no to dendritiska zarojuma un glijas Stinam. P&tijuma rezultati norada, ka Sada

atSkiriga uzvediba saistama ar selektivu atbildes reakciju uz alkohola un narkotisko



vielu ierosinatam izmainam CNS. Lidziga selektiva atbildes reakcija konstatéta,
noveérojot SOD1 imunreaktivitates samazinaSanos substantia nigra baltas vielas rajonos,
kas korele ar elektronmikroskopiski atklatajam mielina apvalka izmainam.

Detektejot smadzenés augstas koncentracijas elementu sastavu un nosakot
"pamata” kimisko elementu — oglekla (C) un skabekla (O) pikus, var pielietot energiju
dispersas rentgenmikroanalizes (EDX) metodi. Ar So metodi iesp&jams noteikt ari
mazakas koncentracijas esoSos fosforu (P), seéru (S) un kalciju (Ca), ka arT analizét Ca
koncentracijas izmainas atskirigas smadzenu struktiiras.

Promocijas darbs veikts ar ESF projekta ,Atbalsts doktorantiem studiju
programmas apguvei un zinatniska grada ieguvei Rigas Stradina universitate” atbalstu
(Nr. 2009/0147/1DP/1.1.2.1.2/09/IP1A/VIAA/009).



SUMMARY

Psychoactive substances-induced damage causes dysfunction of selected brain
regions. Alcohol and addictive substances and their associated oxidative stress are
widespread contributors to the brain damage. Matrix metalloproteinases (MMP),
involved in the cleavage of extracellular matrix (ECM) proteins, are extensively
analyzed in brain pathology studies. However, MMPs have not been sufficiently
investigated in cases of chronic alcohol and drug consumption. Results, demonstrated
recently, showed involvement of multifunctional inductive factors in CNS changes
caused by alcohol and drug addiction.

This study attempted to elucidate a preferential cellular vulnerability in different
brain regions of chronic alcoholics and drug users, structurally and ultrastructurally.
Brain tissue autopsy material obtained from the cortex cerebri, corpus striatum and
substantia nigra as well as the liver tissue of 46 alcoholic subjects and 10 drug users
was studied.

A role of MMP9 in the injury and remodeling of extracellular space of brain via
mediating cleavage of ECM components was specified in this study. Alcoholics and
drug users revealed statistically significant elevation of neuronal MMP9 expression in
all brain regions studied. Further evidence on the putative correlation between the brain
damage in alcoholics and drug users, up-regulation of oxidative stress marker
superoxide dismutase-1 (SOD1) and MMP9 expression were obtained. We found
correlation between neuronal expression patterns of SOD1 and MMP9 in nigral
(r=0.532, p<0.001), striatal (r=0.327, p<0.001), and cortical (r=0.306, p<0.001) regions.
Contribution of MMP9 to these alterations was evidenced in alcoholics and drug users
and correlated with ultrastructural changes. We demonstrated that oxidative stress
caused by alcohol is one of the most important contributors to the changes of
endogenous antioxidant system and protective reactivity of neural and hepatic
constituents reflected by cytoskeleton, mitochondria, and intracellular membranes
changes. In this study, immunohistochemically assessed heterogeneous expression of
inductive factors was determined in the cortex cerebri and substantia nigra regions and
correlated with results obtained by electron microscopy examination. Neuronal cells and
glial cells of the gray matter demonstrated the strongest TUNEL reaction positivity in

the corpus striatum.



We found that neuronal somata do not display irreversible changes, evident in
dendritic tree and glial cells. We suggest that these behavior differences are related to
the selective response to alcohol and drug addiction-induced injury in the central
nervous system. This selective reaction was proven by a decrease of SOD1
immunoreactivity in the white matter of the substantia nigra was accompanied by
severe damage of myelin structure revealed electron microscopically.

Energy dispersive spectroscopy can be used for carbon and oxygen peak
identification in brain samples. Elements such as phosphorus, sulfur and calcium
presented in lower concentrations, can be captured in brain samples as well. Moreover,
changes of calcium concentrations related to different brain structures can be assessed
by energy dispersive spectroscopy.

The study was elaborated with a support of ESF project “Support for doctoral
and post-doctoral investigations Riga Stradins University” (Nr.
2009/0147/1DP/1.1.2.1.2/09/1PIA/V1AA/009).
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DARBA LIETOTIE SAISINAJUMI

CNS - centrala nervu sistema

GABA - (angl. gamma-aminobutyric acid) — y-aminosviestskabe

DA - (angl. dopamine) — dopamins

CC - lat. cortex cerebri — smadzenu garoza

BG — bazalie gangliji

CS - lat. corpus striatum

SN - lat. substantia nigra

VL - lat.ventriculi laterales — lateralie ventrikuli

ROS — (angl. reactive oxygen species) — reaktiva skabekla grupas

NCS — neiralas cilmes 3iinas

BBB - (angl. blood-brain barrier) — asins-smadzenu barjera

ECM - (angl. extracellular matrix) — ekstracelulara matrice

NSE - (angl. neuron specific enolase) — neironu specifiska enolaze

GFAP - (angl. glial fibrillary acidic protein) — glijas fibrillara skaba
olbaltumviela

TGF-p — (angl. transforming growth factor B) — transformgjoSais augSanas
faktors beta

NGF - (angl. nerve growth factor) — nervu augSanas faktors

NGFR (p75NTR) - (angl. nerve growth factor receptor) — nervu augSanas
faktora receptors

MMP — (angl. matrix metalloproteinase) — matrices metaloproteinaze

TIMP - (angl. tissue inhibitor of metalloproteinase) - matrices
metaloproteinazes inhibitors

Cu/zn SOD - (angl. Cu/Zn superoxide dismutase (SOD1)) — vara/cinka
superoksida dismutaze

TUNEL - (angl. TdT-mediated dUTP nick-end labeling jeb terminal
deoxynucleotidyl transferase-mediated deoxyuridinetriphosphate nick end-labeling) —
terminalas dezoksinukleotidiltransferazes vadita dezoksiuridintrifosfata ierobes gala
ieziméSana

EDX - (angl. energy dispersive X-ray microanalysis) — energiju dispersa

rentgenmikroanalize



1. IEVADS
1.1. Darba aktualitate

Atkaribu izraisoSu psihoaktivu vielu lietoSana saistita ar centralas nervu sistemas
(CNS) darbibas traucejumiem, radot izmainas un biezi vien neatgriezeniski bojajot tas
uzbaves elementus. Hroniska alkohola lietoSana ik gadu izraisa 2,3 miljonus
priekslaicigu mirSanas gadijumu pasaulé (Pasaules Veselibas organizacija (WHO),
2009), ieskaitot 3,5% naves celonu ASV (Mokdad et al., 2004). Eiropas regiona
proporcija ir augstaka, izraisot jau 1:10 naves gadijumu gada saistiba ar hronisku
alkohola lietoSanu (Rehm et al., 2009). Atkaribas izraisitas nervu saslimsanas, ieskaitot
alkohola lietoSanas gadijumus, ir plasi aprakstitas (Moselhy et al., 2001; Kosten and
O'Connor, 2003; Harper and Matsumoto, 2005; Spanagel, 2009); hroniskas alkohola
lietoSanas rezultata tiek traucetas vai izmainitas nervu un glijas Sanu pamata funkcijas
(Miguel-Hidalgo et al., 2002; Ikegami et al., 2003). Tomér joprojam trikst pilnigas
izpratnes par smadzenu bojajumu norisem, kas saistitas ar psihoaktivu vielu lietoSanu
(Syapin, 2011; Tamrazi and Almast, 2012). Multidisciplinarajos p&tijjumos novérotie
rezultati rada pamatu pienémumam, ka batu nepiecieSami pétijumi par hronisku
alkohola un narkotisko vielu lietotaju smadzenu bojajumiem Sanu limeni. P&tijumiem
batu jabat saistitiem ar jédzienu par selektivo atbildes reakciju uz psihoaktivu vielu
raditam izmainam CNS.

PlaSs neirologisko slimibu spektrs tiek saistits ar zemgarozas baltas vielas
defektiem un mielina slana bojajumiem, taja skaita alkohola izraisitam izmainpam
(Fields, 2008). DaZadu pétijumu dati sniedz atSkirigu informaciju par hroniskas
alkohola lietoSanas izraisitam smadzenu audu izmainam pelékaja un baltaja viela gan
smadzenu garozas, gan zemgarozas rajonos, kas varié no garozas pelekas vielas
samazinajuma un neironu zudumiem Iidz nozimigam baltas vielas tilpuma
samazinajumam (Kril et al., 1997; Harper and Kril, 1989; Badsberg et al., 1993; Fein et
al., 2002; Harper, 2009; Buhler and Mann, 2011; Kim et al., 2014). Taja pasa laika ir
pétijumi, kas parada, ka smadzenu funkciju bojajumi hroniskiem alkohola lietotajiem
neizsauc garozas neironu bojaeju, tacu izraisa: (1) izmainas dendritos — ar izmainitu
dendritisko sazaroSanos un iesp&jamu aksonu degeneraciju (Harper and Corbett, 1990;

Ullén, 2009; Rasakham et al., 2014), vai (2) astroglijas noteiktas homeostazes
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parmainas, ietekmgjot sinaptisko plasticitati (Aschner et al., 2002; Benarroch, 2005;
Volterra and Meldolesi, 2005).

Papildus neskaidribas, kas nav saistitas ar alkohola izraisitiem baltas vai pelekas
vielas bojajumiem, attiecinamas uz alkohola lietoSanas gadijumos bojato smadzenu
regionu topografijas noskaidrosanu. Neseni Kliniskie un laboratoriskie pétijumi
kombinacija ar hronisku alkohola lietotaju smadzenu MRI (magngtiskas rezonanses
atteloSanas) analizi parada, ka izteikta ievainojamiba ir raksturiga corpus striatum (CS)
rajonam (Schneider et al., 2001; Wise, 2004; Kalivas and Volkow, 2005; Schacht et al.,
2011). CS rajonam ir nozimiga loma motoraja kontrole un lémumu pienemsSana
(Balleine et al., 2007; Surmeier et al., 2009), tas regule tieksmi pec apreibinoSam
vielam cilvekiem, kas cie$ no atkaribas (Volkow et al., 2009). Substantia nigra (SN)
dopaminergiskie neironi iesaistiti kortiko-striatalas sinaptiskas plasticitates regulacija
(Reynolds and Wickens, 2002; Kreitzer and Malenka, 2008), turklat jaunakajos
pétijumos noverotas morfologiskas izmaipas Saja rajona atkaribu izraisoSu vielu
lietotajiem (Todd et al., 2013).

Lidz ar genctiskiem, biologiskiem, kimiskiem faktoriem hroniska alkohola
lietoSana var izraisit ar oksidativo stresu saistitas izmainas neironu endoplazmatiskaja
tikla (Kruman et al., 2012; Ji, 2012). Antioksidantu aktivitate smadzengs ir zemaka,
salidzinot ar citiem audiem, un reaktiva skabekla grupu (ROS) parméru liela ekspresija
var batiski ietekmét nervu Stnu bojaeju un nervu slimibu attistibu (Mattson, 2000).
Paaugstinatu superoksida dismutazes (SOD) aktivitati saista ar Sanu aizsardzibas
mehanismu aktivaciju pret iespgjamiem ROS raditiem bojajumiem (Uttara et al., 2009).
ROS parmeériga ekspresija un paaugstinata metaloproteinazu (MMP), konkrétak MMP9
aktivacija, noverota CS asins-smadzenu barjeras (BBB) bojajumu gadijumos (Kim et
al., 2003). Turklat oksidativa stresa ietekme var aktivét MMP9, kas turpmak var izraisit
neirodegeneraciju (Wright and Harding, 2009). Dazi no aizvien neatbildétajiem
jautajumiem ir: 1) kadas ipatnibas raksturo CNS bojajumus un to mehanismus
psihoaktivu vielu lietoSanas gadijumos; 2) kada, salidzinajuma ar citiem bojajoSiem
faktoriem, ir psihoaktivu vielu radita oksidativa stresa relativa loma smadzenu pelekas
un baltas vielas strukturalas izmainas, un, visbeidzot, 3) kada ir MMP darbiba
psihoaktivu vielu lietoSanas gadijuma in vivo apstaklos — prefrontalaja garoza, CS un
SN pelekaja viela, ka ari baltaja viela, kas saistita ar Siem rajoniem. Nozimiga ir

transformgjosa augSanas faktora (TGF-B) loma neironu izdalito neirotropo faktoru
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regulacija (Krieglstein et al., 2002); turklat in vitro pétjjumos apstiprinats, ka TGF-$
darbojas ka neironus aizsargajoss faktors (Roussa et al., 2004).

Metalu jonu, tadu ka mangans (Mn) un dzelzs (Fe), uzkrasanas ir nozimigs
patogengtisks faktors, kas var bat dazadu neirodegenerativu slimibu célonis. Turklat
pétijumi apliecina, ka S0 jonu koncentraciju izmainas iesp&jams apstiprinat ar
mérijumiem, kuros nosaka fosfora (P), kalija (K), kalcija (Ca) un hlora (Cl) jonu
klatbatni (Johansson and Stromberg, 2002; Duci¢ et al., 2013). Tadiem BBB
komponentiem ka kapilaru endotélijam, bazalajai membranai un astrocitiem ir ipasa
nozime smadzenu homeostazes nodroSinasana. Ir zinams, ka astrociti ekspresé dazadu
neiromediatoru receptorus, to aktivacija saistita ar iek$sanu Ca izmainam (Haydon and
Carmignoto, 2006; Winship et al., 2007). Ir art zinams, ka cinks (Zn) un var$§ (Cu)
uzkrajas SN, stimulgjot dopaminergisko neironu bojaeju S$aja rajona, attistoties
Parkinsona slimibai. ZinaSanas par metalu izvietojumu un koncentraciju audos ir loti
nozimigas, jo metali iesaistas dzivo organismu biologiskajas funkcijas un savstarpgjas
kopsakaribas ir sarezgitakas neka lidz Sim ticis piepemts (Serpa et al., 2008). Jonu
kanalu aktivitate un paaugstinata aksonu plazmatiskas membranas caurlaidiba, ko
izraisa natrija (Na) un Ca jonu limena pieaugums aksonos, sekmé aksonu bojajumus,
tostarp degeneraciju (Medana and Esiri, 2003).

Paslaik trakst datu par hronisko alkohola un narkotisko vielu lietotaju smadzenu
strukturalo komponentu reaktivi adaptivo izmaigu kvantitativiem meérijjumiem, kuru
rezultati batu novertéti, kompleksi izmantojot imanhistokimiskas un elektronmikro-
skopiskas izp&tes metodes. lzvéletas teémas nozimigumu raksturo nepiecieSamiba izprast
gan smadzenu struktiras, gan $anu mijiedarbibas izmaipas atkaribu izraisoSu vielu

iedarbibas gadijumos.

1.2. Darba merkis

Smadzenu audu raksturojums hroniskas alkohola iedarbibas un narkotisko vielu
lietoSanas gadijumos struktiras un ultrastruktiras limeni, kompleksi izmantojot gaismas
mikroskopijas, imunhistokimijas, elektronmikroskopijas un rentgenmikroanalizes

metodes.
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1.3. Darba hipotezes

1. CNS morfologiskas parmainas ir saistamas ar atkaribu izraisoSu psihoaktivu
vielu toksicitates izraisitam izmainam nervaudos; alkohola un narkotisko vielu (opioidu,
benzodiazepina, karbamazepina, metkatinona) toksicitates izraisitam izmaipam ir
lidzigs raksturs.

2. lzveleto imanhistokimisko markieru ekspresija ir atsSkiriga, markierus
savstarpgji kombingjot, iegastams nozimigs morfologisko izmainu vertgjums CNS
psihoaktivo vielu lietoSanas gadijuma.

3. Alkohola un narkotisko vielu (opioidu, benzodiazepina, karbamazepina,
metkatinona) toksicitates gadijumos var pielietot morfologisko izpétes metozu

kompleksu ar integrétu iegato rezultatu vertejumu.

1.4. Darba uzdevumi

Meérka sashieg8anai izvirziti sekojoSi uzdevumi:

1. Izmantojot gaismas mikroskopijas, imanhistokimijas, elektronmikroskopijas
un rentgenmikroanalizes metodes, veikt cortex cerebri, corpus striatum un substantia
nigra izmainu izpéti audu un Sanu liment, iegastot parmainu kopainu psihoaktivu vielu
lietoSanas gadijumos.

2. Veicot oksidativa stresa markiera ekspresijas imanhistokimisku noteikSanu, ta
morfologisko un statistisko izvertéjumu, analizét smadzenu garozas un zemgarozas
kodolu rajonu izmainas psihoaktivu vielu ietekmg.

3. Veicot MMP9 ekspresijas izvertéjumu un pielietojot statistiskas datu analizes
metodi, pétit dazadu smadzenu rajonu un Stnu lidzdalibu alkohola un narkotisko vielu
izraisitas parbtves norises.

4. Novertet ar SOD1 saistito un metaloproteinazes-9 vadito strukturalo izmainu
iespéjamas korelacijas, izvertét iegato rezultatu korelacijas ar elektronmikroskopiskas
analizes cela iegaitiem rezultatiem.

5. Dot morfologiski pamatotu skaidrojumu smadzenu pelekas un baltas vielas

ultrastruktiras komponentu parbtvei psihoaktivu vielu lietoSanas gadijuma.
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6. Noskaidrot audu mediatoru Iidzdalibas nozimi neironu un glijas Sanas
notieko$ajos procesos psihoaktivo faktoru ietekmég, analizéjot neironu un glijas Sanu
jutibu tris dazados smadzenu rajonos.

7. Petit kimisko elementu nozimi nervaudu strukturalajas parmainas atkaribu
izraisoSu psihoaktivu vielu lietoSanas gadijumos; parbaudit mikroelementu
koncentracijas noteikSanas iespgjas, izmantojot energiju dispersas rentgenmikroanalizes
(EDX) metodi.

1.5. Darba novitate

Strukttras un ultrastruktaras Iiment salidzinoSi izanalizeti tris dazadi CNS rajoni
hroniskas alkohola un narkotisko vielu lietoSanas gadijumos. Lidz Sim pieejamos
literatdiras avotos atrodami dati par pétijumiem atseviskos smadzenu rajonos, tie biezi ir
neviennozimigi un pat pretrunigi. Trokst datu par kompleksu 3o rajonu analizi
psihoaktivu vielu ietekmes gadijuma gan struktiras, gan ultrastruktiras limeni. Saja
petijuma pirmo reizi tiek iegati un salidzinati dati gan par atSkirigu CNS rajonu iesaisti,
gan neironu un glijas $anu jutibu un atbildes reakciju hroniskas alkohola un narkotisko
vielu lietoSanas gadijumos, izvertéjot oksidativa stresa izraisitas izmaipas un MMP9

iesaisti un nozimi.

1.6. Sadarbibas partneri

1. SIA ”Rigas Austrumu kliniskas universitates slimnicas* Patologijas centrs
(prof. R. Kleina)

2. RSU Rehabilitacijas fakultate (Dr. A. Stepens)

3. Valsts Tiesu medicinas ekspertizes centrs (prof. O. Teteris)

4. RSU Fizikas katedra (lektore V. Cauce)
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1.7. Materiali tehniskais nodrosinajums

P&tijuma projektam izmantoti RSU AAI Starpkatedru elektronmikroskopijas
laboratorijas materiali tehniskie Iidzekli, ka ari ESF projekta ,,Atbalsts doktorantiem
studiju programmas apguvei un zinatniska grada ieguvei Rigas Stradina Universitate”
(projekta vienoSanas Nr. 2009/0147/1DP/1.1.2.1.2/09/IPIA/VIAA/009) sniegtas

iespgjas.

1.8. Etiskie aspekti

Pétijuma veik$anai sanemta Rigas Stradina universitates Etikas komisijas atlauja
(lemums 17.12.2009.), (pielikuma).
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2. LITERATURAS APSKATS

2.1. Smadzenu garozas un zemgarozas rajonu morfofunkcionals raksturojums

2.1.1. Smadzenu garozas morfofunkcionals raksturojums

Oskara un Cecilijas Fogtu (Oskar and Cecile Vogt) aizsakta smadzenu garozas
(CC) arhitektaras organizacijas izpete un, vélak, Korbiniana Brodmana (Korbinian
Brodmann) klasiskas CC kartes izveide, rezultgjas CC sadalijjuma 5 dalas, 11 lielos
rajonos un 52 mazakos apgabalos (Augustine, 1996). Prefrontala CC aiznem pieres
daivas prieksgjo dalu un ir viena no sarezgitakajam anatomiskam un funkcionalam
struktaram ziditaju smadzengs. Tas svarigaka funkcija ir saistit un analizét ienakoSos
signalus gan no garozas, gan zemgarozas slaniem, ieskaitot bazalos ganglijus.
Prefrontala garoza tiek dalita trijos savstarpéji saistitos apaksrajonos — laterala, mediala
un orbitala dala (Abernathy et al., 2010).

Smadzenu garozu (neocortex) raksturo 6 slanu struktira, kas satur projekcijas
neironu un starpneironu kermenus, ka ari to izaugumus, glijas Stnas un asinsvadus.
Neironi CC tiek iedaliti divas pamatgrupas — piramidalie neironi un starpneironi. Katra
no grupam tiek sadalita apakSgrupas atkariba no neironu izméra, formas, dendritu un
aksonu morfologijas un to savstarpgjiem kontaktiem. Dazados CC rajonos un slanos
lokalizgjas atSkirigas neironu apakSpopulacijas. Saskana ar morfologiskam iezimem,
piramidalos neironus klasifice grupa, kuru biezie apikalie dendriti zarojas virsgjos
garozas slanos, savukart otraja grupa neironiem novero neizteiktaku apikala dendrita
zaroSanos (Abernathy et al., 2010). Pamatojoties uz morfologiskam pazimém, CC
neironus iedala grupa ar dzeloniSiem (ietverot gan piramidalas, gan zvaigZnveida
stnas), kas veido asimetriskas glutamatergiskas sinapses, un bezdzelonisu grupa — liela
starpneironu populacija, kam raksturigas ari simetriskas GABAergiskas sinapses
(DeFelipe et al., 2002; Hof and Sherwood, 2005).

Pieres daivai raksturigs salidzinosi liels neiropila daudzums, kas skaidrojams ar
So rajonu saistibu ar asociativo garozu un citiem garozas rajoniem (Hoffmann, 2013).

Astrocitu loma normalu fiziologisku procesu norité ietver gan specifisku, gan
pamatfunkciju realizaciju. Sakotngji astrocitiem biezak tikuSas piedévétas pasivas
funkcijas, ieskaitot strukturalu un funkcionalu neironu atbalstu. Daudzus gadus astrociti
uzskatiti par neuzbudinamam glijas Stnam, tomér p&déjos 20 gados Sis uzskats ir

radikali mainijies. levérojami pieaudzis p&tjjumu skaits, kas apliecina astrocitu lomu
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glutamata regulacija un dazadu signalmolekulu izdalg, tiem iesaistoties molekularajos
transporta mehanismos un nodro$inot lokalo komunikaciju (Volterra and Meldolesi,
2005). Pedgjo gadu petijumi apliecina astrocitu iesaisti dazadu neirologisku saslimSanu
etiologija (Pereira and Furlan, 2010), taja skaita ar parmérigu alkohola (Gonzélez and
Salido, 2009) un citu atkaribu izraisoSu vielu lietoSanu izraisitas izmainas (Haydon and
Carmignoto, 2006). 1z8kir divus astrocitu tipus — protoplazmatiskos un fibrozos.
Protoplazmatiskie astrociti atrodas CNS peléekaja viela, tiem ir neregulara forma,
apaligs, vienmerigas hromatina struktaras kodols ar ekscentriski novietotu kodolinu.
Fibrozie astrociti atrodas baltaja viela, tiem raksturigas regularas kontiras (Peters et al.,
1970).

CC pelekas vielas oligodendrocitiem ir satelitStnu funkcijas, kamér baltas vielas
rajona tas veido mielina apvalku. Turklat zinojumos piramidalo neironu atrofiju saista
ar oligodendrocitu deficitu garozas Il un V slant (Uranova et al., 2004).
Oligodendrocitiem raksturigs neliels apal$ vai ovals, relativi tumss kodols un Saura

citoplazmas dala ap to (Uranova et al., 2004).

2.1.2. Zemgarozas rajonu morfofunkcionals raksturojums

Bazalie gangliji (BG) (2.1. att.) ir ekstrapiramidalas sistémas dala, to veido
zemgarozas kodolu grupa, kas iesaistita dazados procesos, ieskaitot motoras,
asociativas, izzinas, ka art ar atminu (Alexander and Chrucher,1990; Herrero et al.,
2002) un ieradumiem (Yin and Knowlton, 2006; Yelnik, 2008; Rothwell, 2011; Bonsi et
al., 2011) saistitas funkcijas.

17



2.1. att. Smadzenu garozas (1) un zemgarozas kodolu — corpus striatum (2)
un substantia nigra (3) anatomiska lokalizacija. Modificets pec Dauber,
Pocket Atlas of Human Anatomy, 2007

BG tradicionali saistiti ar CNS motoram struktaram, tacu dorsolaterala-
prefrontala saistiba un BG izeja uz prefrontalo garozu ir plasaka un topografiski
organizétaka, neka lidz Sim domats (Middleton and Strick, 2002; Reynolds and
Wickens, 2002; Tepper and Lee, 2007).

BG dorsalo dalu veido striatum, globus pallidus, subtalamiskie kodoli un
substantia nigra (SN). Ar limbisko sistemu ir saistita BG ventrala dala — nucleus
accumbens, pallidum ventrale un tegmentum ventrale (Bolam et al., 2000).

Striatum, ko veido nucleus caudatus un putamen, ir lielaka un galvena
funkcionali specializéta BG vieniba. Tas sanem ienako3us signalus gan no CC, gan ir
savstarpgji saistits ar dopaminergisko neironu signaliem (Yin and Knowlton, 2006;
Albin et al., 1989, Delong, 1990, Kreitzer and Malenka, 2008), (2.2. att.). Striatum loma
ir nozimiga ar izzinas un kustibu traucgjumiem saistitas saslim$anas (DelLong and
Wichmann, 2007).
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2.2. att. Smadzenu garozas un bazalo gangliju savstarpgja saistiba.
Modificets pec Bonsi et al., Front Neuroanat., 2011

Nucleus caudatus un putamen dazada loma, kas saistita ar augstaka limepa
macibu un atminas procesiem, ir pétita dzivniekiem, analizgjot izturéSanas izmainas
bojajumu procesu gaita, ka ari pielietojot eksperimentalas farmakologijas metodes
(Grahn, 2008).

Klasificgjot striatum nervu Siinas, var izdalit divas neironu apaksgrupas. Pirmo
veido vidgja izméra projekcijas neironi (Goldzi I tips) jeb GABAergiskie dzeloniSu
neironi (izmérs 10 — 20 um). Sie GABAergiskie maza un vidgja izmera neironi sastada
vairak neka 95% un tiek sikak iedaliti apakSgrupas atkariba no to izaugumu veida un
saturo3a proteina — D1 vai D2 receptora. So $anu dendritu sakumdalai nav dzeloni3u, tie
paradas tikai, dendritiem sakot zaroties. Tie sanem nervu impulsus gan no CC, gan no
talama (Parent and Hazrati,1995; Sharott et al., 2009).

Augstak mingto neironu aktivitate ir atkariga no otras striatum neironu
populacijas, ko veido vidgja Iidz liela izméra starpneironi (GoldzZi 11 tips). Tos iedala
Cetras daZzadas bezdzeloniSu starpneironu apakSgrupas, saskana ar/péc to dzelonisu
funkcionalas aktivitates un neiromediatora veida (Raz et al., 2001; Sharott et al., 2009).
Viena no tam — ,,gigantiskie” bezdzeloniSu starpneironi, kas izdala acetilholinu, atbilst
toniski aktiviem neironiem ar unikaliem jonu kanaliem. Siem neironiem kermena
izméers var bat Itdz 40 um. Starpneironus raksturo 3 — 6 biezi, gludi primarie dendriti,
kas veido dendritisko zarojumu lidz 1 mm diametra. Lai gan Sie holinergiskie neironi

sastada tikai 1 — 3% no striatum neironiem, tie veido plasu kontaktu tiklu, apgadajot ar
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acetilholinu striatum. Acetilholina modulacija un savstarpéja mijiedarbiba ar
dopaminergiskiem neironiem ir izSkiriga normalai striatum darbibai. Holinergisko
signalu disfunkciju asocié ar kustibu traucgjumiem saistitas saslimSanas. Holinergisko
neironu funkcija nav vienkarsoti raksturojama ka aktivéjoSa vai nomacosa, Sie neironi
nodrosina striatum izejas signalu ilguma, stipruma un plasuma regulaciju. Sie neironi ir
toniski aktivi pat laika, kad netiek sanemti sinaptiskie signali. Sis bridis, saukts par ar
dopaminu saistitam pauzeém, tiek uzskatits par ,,apmacibas” posmu un, iespgjams,
atkarigs no kortiko-striatalo glutamatergisko sinapSu aktivitates. Papildus Sai
starpneironu populacijai izdala ari parvalbuminu ekspresgjosus, somatostatinu/neiro-
peptidu Y un kalretininu izdaloSos GABAergiskos starpneironus (Sharott et al., 2009;
Oldenburg and Ding, 2011). Putamen un nucleus caudatus izmainas, saistitas ar
dopaminergisko neironu signaliem, raksturigas Parkinsona slimibai (Kish et al., 1988).
Nesenie noverojumi atzimé dorsala striatum ipaSu nozimi striato-nigro-striatala signalu
kaskade narkotisku vielu lietoSanas gadijumos (Everitt et al., 2008).

SN lokalizéjas mesencephalon, ir saistita ar CC, muguras smadzeném, corpus
striatum un retikularo formaciju. SN ir anatomiski heterogéns zemgarozas kodols, to
iedala divas dalas, kuram atSkiras struktira un funkcijas — pars compacta (SNpc) un
pars reticulata (SNpr) (Rinvik and Grofova, 1970; Tepper et al., 1995). SN pars
compacta lokalizgéjas dopaminergiskie neironi, kurus, atkariba no citoarhitektaras,
topografiskiem un kimiskiem raditajiem iedala 5 apakSgrupas. Savukart SN pars
reticulata lokalizeéjas GABAergiskie neironi, kurus pec iepriekS mingtiem raditajiem art
iedala 5 apakSgrupas (Gonzalez-Hernandez and Rodriguez, 2000). P&tijumi apstiprina,
ka globus pallidus internus neironi tieSi iesaistas motoro funkciju nodro$inasana, tacu
SN pars reticulata loma motoro funkciju regulacija nav viennozimigi skaidra, lai gan
pétijumi, izmantojot retrogradu aksonalu transportu, apstiprina SN pars reticulata
saistibu ar primaro motoro garozu (Hoover and Strick, 1993; Wichmann and Kliem,
2004). SN pars compacta lokaliz&juSies multipolarie dopaminergiskie neironi, kas satur
pigmentu — neiromelaninu. Neiromelanina sp&ja mijiedarboties ar dazadam organiskam
un neorganiskam sastavdalam, ieskaitot metalu jonus un lipidus, ir daudzu sarezgitu
pétijumu merkis (Zecca et al., 2001). Neiromelanins ir iesaistits metalu, 1pasi dzelzs
(Fe) jonu metabolisma neironos, ta nozime saistita ari ar oksidacijas mehanismu,
noversot Sanu bojajumus to darbibas laika. Parkinsona slimibas gadijuma neiromelanina
daudzums ir samazinats, kas var bat iemesls Stinu bojaejai oksidacijas procesu radito

izmainu dg] (brivie radikali u.c.) (Fedorow et al., 2005).
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Daudz preklinisku un Klinisku pétijumu par iespejami rezultativaku arsteSanu
kokaina, nikotina, heroina un etanola ietekmes gadijuma norada uz tieSiem
GABAergisko receptoru un netieSiem (ar dopaminergiska mehanisma modulaciju
saistitiem) GABAg receptoru stimulacijas bojajumiem (Cousins et al., 2002). Virkne
pétijumu parada, ka oksidativais stress var tikt iesaistits dazadu degenerativu procesu
norises, slimibu un sindromu izpausmeés (Sayre et al., 2008). Parmériga un hroniska
alkohola lietoSana paaugstina ROS veidoSanos un samazina antioksidantu aizsardzibas

sistému smadzengs dazadas izpausmes (Sun and Sun, 2001).

2.1.3. Lateralo ventrikulu sienipas morfofunkcionals raksturojums

CNS izzina butisku nozimi ieguvusi pétijjumi par nervu sistemas spgju radit
jaunus neironus noteiktos smadzenu rajonos. Multipotentas neiralas cilmes Sanas
(NCS), ar tam piemito$o potencialu veidot neironus, astrocitus un oligodendrogliju,
noverotas ne tikai embrionalas attistibas laika, bet ari pieauguso ziditaju smadzengs, taja
skaita cilvekam (Taupin and Gage, 2002; Okano, 2002), (2.3. att.). Pilnigaka izpratne
par pieaugu$o NCS biologiju ir nozimiga gan smadzenu saslim$anu etiologisko faktoru
un patogenézes noskaidro3ana, gan potencialas arstéSanas izstradé. Neirogengzes un
NCS diferenciacijas regulacija noris gengtisku faktoru ietekme. Alkohols ir plai
pazistams citotoksisks agents, kas izraisa virkni izmainu neirogengzé hroniskas alkohola
iedarbibas gadijuma (Crews and Nixon, 2003; Tateno and Saito, 2008; Nixon et al.,
2010). Neskatoties uz plaSajiem pétijjumiem, mehanismi, kuru darbibas rezultata
alkohols izraisa nervaudu bojajumus, joprojam ir neskaidri. Joprojam neatbild&ti
jautajumi ir: 1) vai alkohols ir nozimigakais, vai viens no faktoriem, kas var ietekmgt
neirogenézi pieauguso smadzengs, un 2) kada pakapé un kadi mehanismi skar pieauguso

neirogenézi hroniskas alkohola lietoSanas gadijuma.
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NCS =

2.3. att. Neirogenéze un neiralas cilmes Siinas pieaugusu ziditaju CNS. a: Multipotentas
neiralas cilmes $ianas (NCS), no kuram attistas neironi (N), astrociti (A) un oligodendrociti
(O). b: Divas teorijas par NCS attistibu no: 1) ependimocitiem (Ep), 2) astrocitiem
Iidzigam Sanam (A). Modificéts pec Taupin and Gage, JNeurosci Res, 2002

2.2. Smadzenu garozas un zemgarozas Siinu ultrastrukturals raksturojums

CC ultrastruktarai raksturigs daudz nervu Sanu kermenu un glijas $tanu, ko ietver
neiropils — dendriti, dendritu gala izaugumi un nemielin&ti aksoni, sinapses veidojosi
aksonu gala izaugumi. Pieres daivas rajona esosos neironus klasificé p&c stnas kermena
izmériem: mazi (diametrs mazaks par 12 um), vidgji (diametrs 12 — 17 um) un lieli ar
diametru virs 17 um. Neironus klasificgjot, nem véra kodola apvalku, heterohromatina
izvietojumu kodola, brivo ribosomu, mitohondriju skaitu un uzbavi, graudaina un gluda
endoplazmatiska tikla esamibu. Piramidalos neironus iespéjams noteikt jau pusplanajos
griezumos gaismas mikroskopa péc izteikta apikala dendrita un dazreiz viena vai diviem
lateralajiem dendritiem. Neironus bez $im iezimém Klasifice ka zvaigznveida neironus.
Pirma un tre$a slana vidgja izméra piramidaliem neironiem parasti ir regulara argjas
membranas veidota kontira un dazreiz dzilas kodola apvalka ieloces. Citoplazma satur
brivas ribosomas, nedaudz graudaina endoplazmatiska tikla un mitohondrijus, kas
parasti ir apalas formas un gaisi, citoplazma bieZi ir lipofuscina ieslegumi. GoldZi
aparats parasti lokalizgjas vietas, kur no Stnas kermena sakas apikalais un lateralie

dendriti. Piramidalo Sanu apikalie dendriti satur mikrotubu]us, dazus mitohondrijus un
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brivas ribosomas, aksoni satur daudz neirofilamentu. Aksonu gala izaugumi veido
simetriskas sinapses ar lieliem, apaliem un elipses formas sinaptiskiem pasliSiem, bieZi
uzradot elektronoptiski blivas postsinaptiskas membranas, un nesimetriskas sinapses ar
maziem, apaliem un saplacinatiem sinaptiskajiem pusliSiem. Ceturta un sesta slapa
piramidaliem neironiem raksturigs salidzino$i izlocitaks kodola apvalks. Smadzenu
garoza lokalizéjas mazi (diametrs mazaks par 12 um), salidzinot ar piramidaliem,
grozinveida neironi, kam raksturigi heterohromatina sakopojumi kodola, izteikti
daudzveidiga mitohondriju morfologija — raksturigs gan cieSs kristu novietojums un
elektronoptiski bliva matrice, gan art ne tik blivs kristu izvietojums un elektronoptiski
gaiSa matrice, retumis novero ari aksosomatiskas sinapses. Vidgja izméra zvaigznveida
neironiem (12 — 17 um diametra) raksturigi salidzinoSi nedaudz heterohromatina kodola
un nedaudz organellu citoplazma. Veérojams Goldzi aparats, dazi vidéja izméra
mitohondriji un dazZreiz lipofuscina ieslegumi. CC slanos atrodami ari zvaigZnveida
neironi ar lielu organellu daudzumu citoplazma. Lielie zvaigZznveida neironi (diametrs
lielaks par 17 um) parasti ir ar apalu argjas membranas veidolu. Tos iedala divas
apaksgrupas, kas atSkirami péc difaza vai sakopojumu veida izvietota heterohromatina
(Ong and Garey, 1991).

Pelekas vielas protoplazmatiskiem astrocitiem ir labi attistiti citoplazmas
organoidi un 1si, sazaroti izaugumi, kas pielagojas neiropila formai, aptverot sinapses un
ar gala izaugumiem sedzot asins kapilarus. Protoplazmatisko astrocitu citoplazma ir
salidzinosi maz starpdiedzinu, kas sastav no glijas fibrillara skaba proteina (GFAP),
citoplazma gaiSa, taja biezi glikogéna ieslegumi. Baltas vielas fibroziem astrocitiem
raksturigs neregulars, biezi vien krokots kodola apvalks, gari, mazzaroti izaugumi
(Peters et al., 1970; Miller and Raff, 1984; Lange et al., 2012).

Astrociti tieSi komunicé ar neironiem un dinamiski mijiedarbojas uz sinapsem
gan ar neiromediatoru, gan ar receptoriem saistita iek$stanu Ca palidzibu, iespgjams,
iesaistoties daZzadu sinaptisko posmu attistiba (Slezak and Pfrieger, 2003). Astrociti
ekspresé dazadas regulatoras molekulas, tadas ka endotelinus, asinsvadu endotélija
augsanas faktoru (VEGF), efrinus un ta receptorus, kas regulé neironalo attistibu,
aksonalo augSanu un vaskulogenézi (Seifert et al., 2006). Ir zinojumi par CC neironu
kultaram bez astrocitu klatbutnes, kur, iedarbojoties ar etanolu, batiski paaugstinas ROS
limenis, tadgjadi laujot izteikt piepnemumu par astrocitu nozimi neironu aizsardziba pret

toksisku vielu iedarbibu (Watts et al., 2005). Patologisku situaciju gadijumos, posma no
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akata iekaisuma Iidz neirodegenerativam saslimSanam, astrocitos norit izteiktas
morfofunkcionalas izmainas (Ridet et al., 1997; Giaume et al., 2010). Ir p&tijumi par
astrocttu Iidzdalibu matrices metaloproteinazes-2 ekspresija, iesaistoties BBB veidoSana
(Rosenberg et al., 2001). DeVito un kolegu pétijums ar plismas citometrijas analizes
metodi pierada etanola ietekmi, izraisot paaugstinatu jutibu un tumora nekrozes faktora-
alfa (TGF-a) izraisitu Sunu bojaeju eksperimentalo dzivnieku astrocitu kultira (DeVito
et al.,, 2000). Nesen publicéts pétijjums par alkohola nozimi glikozes limena
samazinasana gan astrocitos, gan neironos, tadgjadi sekmgjot neirotoksicitati un neironu
degeneraciju (Abdul Muneer et al., 2011).

Oligodendrocitus iedala mielinu veidojo$as Stnas un satelitStnas. SatelitSanas
lokalizgjas perineirali un kalpo ka mikrovides regulators ap neironiem. Salidzinot ar
astrocitiem, tie ir mazaki izméros, ar tum$aku citoplazmu un kodolu, pateicoties
elektronoptiski blivam heterohromatinam. Tiem nav starpdiedzinpu un glikogéna
ieslegumu citoplazma. Oligodendrocitam ir maz isu izaugumu, kuri kontakté ar aksonu.
Péc ,oligodendrocits” termina atklajéja (1921) Rio Hortegas (Rio Hortega)
klasifikacijas oligodendrocitus, atkariba no izaugumu skaita, iedala cetras grupas
(Baumann and Pham-Dinh, 2001). P&c oligodendrocitu morfologiskajam pazimém un to
veidota mielina apvalka izmériem izdala: nelielas Siunas, kas veido planu mielina
apvalku ap 15 — 30 maza diametra aksoniem, vidgjas Sanas un lielas, kas veido mielina
apvalku ap vienu 1 — 3 reizes lielaka diametra aksonu (Butt and Ransom, 1989).
Savukart Mori un Leblonds klasificé oligodendrocitus tris grupas péc citoplazmas
elektronoptiska blivuma noteikSanas elektronu mikroskopa (Mori and Leblond, 1970).
Neskatoties uz zinaSanam par oligodendrocitu lomu mielina apvalka veido$ana,
joprojam nav pilniba izprasti oligodendrocitu diferenciacijas un CNS mielinizacijas
molekularie aspekti, tacu ir pieradijumi mielina apvalka plasticitatei ka atbildes
reakcijai uz neironalu aktivitati (Emery, 2010). Matutes un kolegu (Matute et al., 2006)
parskata zinojuma apkopoti pétijumi par glutamata saistitiem glijas Stnu bojajumiem
dazadu CNS patologiju gadijumos. Apliecinats oligodendrocitu jutigums un
ievainojamiba, paaugstinoties glutamata limenim, kas rezultata var izraisit Stinu bojaeju
(Matute et al., 2006). Ir ultrastrukturali pétjjumi par mielina apvalka izmainam
noveco$anas un Alcheimera slimibas gadijumos (Peters, 2002; Peters, 2009).

Mikroglija veido 5 - 10% no visas gliocitu populacijas, tas ir CNS
imankompetentas antigénu prezentgjosas sanas (Dheen et al., 2007). Mikroglijas Stana ir

neliela, ar Sauru citoplazmas slani, tai ir daudz izteikti sazaroti un izlociti izaugumi.
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Kodola heterohromatina sakopojumi tumsi, kas kontraste ar gaiSo nukleoplazmu un
kodola apvalku. Citoplazma maz mitohondriju un isas endoplazmatiska tikla cisternas,
ka art tumsi, lizosomam lidzigi ieslegumi (Mori and Leblond, 1969). Citotoksisku un
iekaisigu faktoru ietekmé mikroglija aktivéjas, BBB bojajuma gadijuma funkciongjot ka
antigeénu prezentgjosas Sanas (Nakajima and Kohsaka, 2001). Mikroglijas kontrolétie Fe
homeostazes procesi joprojam ir neskaidri, tomér ir zinams, ka Fe depoziti izgulsngjas
mikroglija Alcheimera un Parkinsona slimibu gadijuma (Ward et al., 2011).

Stnu ultrastukturalais raksturojums apkopots 2.1. tabula psc Petersa (Peters et
al., 1970).
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CNS Siinu ultrastrukturals raksturojums

2.1. tabula

Siinas kermenis Dendriti Aksoni Izaugumi
Neironi: liels, mazajos neironos Iidz ar to citoplazmas maz, maza - - -
kodols izméra neironos daudz heterohromatina, ir tumss
kodolins
Nisla viela ir ir nav -
Goldzi komplekss ~ nav piestiprinatu vai brivu ribosomu, plass cisternu ir piestiprinatas vai nav -
komplekss, blivs iepakojums, cisternas Sauras brivas ribosomas,
plass cisternu
komplekss, blivs
iepakojums, cisternas
Sauras
lizosomas ir nav nav -

endoplazmatiskais
tikls

ir

nav graudaina

endoplazmatiska tikla

un brivu ribosomu

mitohondriji nelieli zirnisi, tievas najinas ir ir -
citoskelets daudz mikrotubulu un neirofilamentu maz neirofilamentu,  salidzino8i maz -
ir mikrotubuli - mikrotubulu un
paraleli garenasij neirofilamentu
ieslegumi lipofuscina ieslegumi nav nav -
stnu gala izaugumi  variabls daudzums citoskeleta elementu neregulara forma, gludas kontiras, -
un sinapses satur ribosomas nesatur ribosomas
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2.1. tabulas turpinajums

Fibrozie astroctti:
kodols un Sunas
kermenis

kodolam neregulara forma, biezi ar krokam, vienmerigs
saturs, citoplazma gaisa, citoplazma organellas saméra
nedaudz, raksturigas fibrillas, gari mitohondriji, dazadi,
pat ,,Y” forma, endoplazmatiskais tikls vaji attistits

izaugumi

zarojas, izaugumos
mitohondriji,
fibrillas un
glikogéna granulas

Protoplazmatiskie
astrociti:
kodols un Sunas

kodols apaligs, vienmerigas struktiras, raksturigas
fibrillas, kas mazak neka fibrozajos astrocitos,
endoplazmatiskais tikls vaji attistits, citoplazma gaisa,

kermenis taja biezi glikogena ieslegumi, lieli, pagarinati
mitohondriji, mikrotubuli, pa reizei centriolas, var bat
skropstinas, kontaras nevienmerigas (pielagojas
neiropila formai), reti noapalota forma
izaugumi - - - ir mitohondriji,

endoplazmatiskais
tikls, ir ribosomas,
nav mikrotubulu, ir
glikogena ieslegumi
un fibrillu kalisSi

Oligodendroctti:
kodols un Stnas
kermenis

kodols apal$, ovals vai neregularas formas, izteikts
heterohromatins, novietojums ekscentrisks, citoplazma
tumsa, elektronoptiski blivaka (at8kiriba no
astrocitiem) nesatur starpdiedzinus un glikogéna
ieslegumus, si izaugumi

Mielina apvalks

nav

Mikroglija: neregularas formas kodols ar heterohromatina - - -
kodols un Sanas sakopojumiem, kompakts organellu novietojums, maz

kermenis garu endoplazmatiska tikla cisternu

izaugumi - - - zaroti
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2.3. Asins-smadzenu barjeras strukturals un ultrastrukturals raksturojums

Jedziens par asins-smadzenu barjeru (BBB) sakotngji paradijies 19. gs. beigas
Vacija, pamatojoties uz Paula Erliha (Paul Ehrlich) pétijumiem. 1960. gada Riss un
Karnovskijs (Reese and Karnovsky), Braitmans un Riss (Brightman and Reese)
atkartoja Erliha un Goldmana (Edwin Goldman) eksperimentus strukturalaja liment,
pielietojot elektronu mikroskopu un nosakot par BBB pamatu CNS asins kapilarus un
endotelialas Stnas (Ribatti et al., 2006).

BBB ir augsti specializéta smadzenu kapilaru endotélija Sanu un astrocitu
veidota struktara (2.4. att.). Ta kopa ar pericitiem, mikroglijas $tnam, neironiem, ka ar1
ekstracelularo matrici (ECM) veido neirovaskularo vienibu CNS normalas funkcio-
néSanas nodroSinasanai (Hawkins and Davis, 2005).

2.4. att. BBB struktiira un sastavdalas: 1 — bazala membrana, 2 — astrocitu kajinas,
3 — periciti, 4 — endoteliociti. Modificéts pec Zlokovic, Neuron, 2008

BBB ir selektiva, to veido endotélija Stnas, kas tipiski aptvertas ar glijas Stnu
izaugumiem — ,kajinam”. Barjera veidota no endotelialo $inu savienojuma vietam, kas
kontrole saskanotu starpStnu savienojumu atvérSanos un aizvérSanos. CieSie
endotelialie savienojumi veidoti no dazadiem proteinu kompleksiem, kuri ir galvenie
stnu caurlaidibas regulatori. Slegjugles (zonula occludens) sastav no trim integralam

membranas olbaltumvielam: klaudina, okludina un savienojumu adh&zijas
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olbaltumvielam, ka ar1 virknes papildus citoplazmatisko olbaltumvielu, ieskaitot zonula
occludens (ZO) olbaltumvielas 1, 2 un 3, cingulinu, un citas olbaltumvielas. Sis
papildus olbaltumvielas saista membranas olbaltumvielas ar aktinu, uzturot endotélija
struktaras viengabalainibu un funkcionéSanu. SalipSanas joslinas (zonula adhaerens)
veidotas no membranas olbaltumvielam, sauktam par kadheriniem, kas ir savienotas ar
aktinu, un no saistoSajam olbaltumvielu molekulam, sauktam par kateniniem, lai
veidotu adhezivus iek8Sanu kontaktus un savstarpgji mijiedarbotos ar savienojumiem.
Smadzenu endotelialas Siinas atrodas virs bazalas platnites, kas satur ECM molekulas,
parklajot vairak neka 90% no endotelialo Sanu virsmas, un ir iesaistitas BBB caurlaidiba
(Ballabh et al., 2004; Groma un Zalcmane, 2012). BBB endotélijam nav poru, tam
raksturigs neliels skaits pinocitotisku pasliSu, daudz augstai metaboliskai aktivitatei
raksturigu mitohondriju. Endoteliocita membranu receptori un transporta olbaltumvielas
nodroSina gan transporta molekulu parvadi, gan potenciali toksisku vielu caurlaidibu
(Weiss et al., 2009). Cilveka smadzengs esoSie astrociti ir zvaigznveida formas glijas
Stinas, kas parasti ir 7 — 10 reiZu vairak neka neironu; astrocitu izaugumi veido cieSu un
pieliposu platnidu tiklu pie argjas BBB virsmas, attiecigi bazalas membranas. Aizvien
vairak gan in vitro, gan in vivo dati atbalsta hipotezi, ka astrociti ir uzbudinamas Stinas
un spele batisku lomu informacijas apstradé un neironu aktivitates modulacija. Sts
Stnas ir nozimigas Vvaskulara tonusa kontrolg, tadel astrocitu loma smadzenu
mikrovaskularo endotelialo $anu un signalparvades uzturéSana analizéta individiem ar
dazadam saslim8anam, ka ari pétijjumos par BBB integritati. Astrocitiem ir ipaSa nozime
BBB izveide un funkcionalas aktivitates nodroSinasana, sekmgjot komunikaciju un
regulgjot sinaptisko parraidi, tadgjadi nodroSinot neironalo plasticitati (Abbott et al.,
2006; Kim et al., 2006). Ar asinsvadu sieninu pericitiem saistitais angiopoetins var
izraisit okludina ekspresiju endoteliocitos, tadéjadi ietekmgjot savienojuma vietas BBB
(Winkler et al., 2011). BBB veidoSanas, nobrieSanas un uzturéSanas pamata ir pericitu
un endotélija sarezgita mijiedarbiba. Periciti komunicg tieSi ar endotelialam Sanam ar
invaginaciju palidzibu, kur viens pericits var kontaktét ar vairakam endotelialam Stnam,
nodrosinot papildus komunikacijas kartu un asinsvadu mehanisko stabilitati. P&t;jumos
periciti paraditi ka makrofagiem Iidzigas Sanas ar miocitiem raksturigu sarausanas
speju, kas regulé asins plasmu kapilaros, spélgjot batisku lomu BBB uzturé$ana
vienlaikus ar smadzenu homeostazes paSregulaciju. In vivo pétijumi norada, ka pericitu
un endotelialo Stnu savstarpéja mijiedarbiba ir kritiska BBB regulacija un Sis

mijiedarbibas sagrauSana var izraisit barjeras disfunkciju un nervaudu iekaisumu.
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P&tijumi parada, ka periciti ekspresé tadas molekulas ka asins platniSu izdalito augSanas
faktoru (PDGFR), asinsvadu endotélija augSanas faktora (VEGF), nervu augSanas
faktora (NGF), TGFB un MMP (ieskaitot MMP9), kas regule BBB integritati (Dohgu et
al., 2005; Zozulya et al., 2008; Dore-Duffy, 2008; Armulik et al., 2010; Winkler et al.,
2011; Ishitsuka et al., 2012).

Nervu Sanu aktivitate un asins mikrocirkulacija ir saistiti jedzieni, kas atspogulo
smadzenu funkcionalo aktivitati, tomér $1 procesa Sunu mehanismi joprojam ir
neskaidri. Endotélija Stinu savienojuma vietas veido sarezgitas transmembranu
struktaras, kas citoplazma saistitas ar Stunu citoskeleta diedziniem. Bazalas membranas
un ECM bojajumi tiek viennozimigi saistiti ar paaugstinatu BBB jutibu patologiskajas
norisés (Rosenberg, 2012). Hroniskas alkohola lietoSanas gadijumos pieraditi baltas
vielas bojajumi, kas saistami ar BBB parmainam (Mann et al., 2001). Toksiskas vielas
var izraisit BBB bojajumus un tiem sekojoSas izmainas sinapSu un neironu darbiba
(Zlokovic, 2008).

2.4. Alkohola un narkotisko vielu ietekmes izpete CNS

Daudz pétijjumu saistiti ar atkaribu izraisoSu vielu, taja skaita alkohola un
opioidu, iedarbibas mehanismiem un 3o vielu izraisitu neiropatologiju. Daudz kustibu
saslim3anu tiek asocietas ar tieSu atkaribu izraisoSu vielu iedarbibu. Luciano un
Saunders-Pullmana (Luciano and Saunders-Pullman, 2009) parskata zipojuma un
apkopota atkaribu izraisoSo vielu ietekme uz CNS neironu funkcionalo darbibu:
(1) kokaina iedarbiba saistama ar dopaminergisko neironu funkcionalas aktivitates
stimulaciju — tas bloké dopamina atpakaluznemSanu presinaptiskaja pola, rezultata
palielinot dopamina Iimeni arpus Sanas prefrontalaja CC (Trantham-Davidson et al.,
2014), (2) metkatinona darbiba — ar D2 receptoru izmainpam striatum, (3) opioidu (gan
dabiga opioida — morfina, gan sintétisko — metadona un tramadola) iedarbiba — gan ar
GABAergisko starpneironu, gan dopaminergisko neironu aktivitates izmainam. Kokaina
iedarbiba izmaina prefrontalas CC aktivitati, izmainot dendritisko zarojumu un
sinaptisko plasticitati (Rasakham et al., 2014). Tadi medikamenti ka benzodiazepins
paaugstina  GABA neironu aktivitati, bet alkohols, kura iedarbiba nav pilniba

izskaidrota, ietekmé GABA neironu aktivitati un ir iesaistits endogéno opioidu
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atbrivosana (Mitchell et al., 2012). Karbamazepins iesaistas dopaminergiskas un
glutamatergiskas sistémas darbibas regulacija (Ambrasio et al., 2002).

Saskana ar literataras datiem prefrontalas CC struktaru un funkcijas ietekme
aktta un hroniska alkohola iedarbiba, turklat ir pieradijumi par psihoaktivu vielu, art
opioidu izraisitam izmainam Saja rajona (Abernathy et al., 2010). Kima un kolégu (Kim
et al., 2014) pétijuma rezultati apliecina piramidalo neironu izmainas prefronala CC
rajona, kas saistamas ar gliogenézi, oligodendrogengzi un mielina slapa izmainam.
Asnera un kolégu (Aschner et al., 2001) petijjums ar Sunu kultiram atklaj astrocitu
uzbrieSanu ka alkohola toksicitates izraisitu efektu. Tadi toksini ka amonijs, Mn un Cu,
izraisa parkinsonisma simptomiem lidzigas izmainas bazalajos ganglijos. Turklat ir
pieradits, ka 1pasi jutigi uz $adu toksinu ietekmi ir astrociti, ko raksturo $iunas kodola
uzbrieSana, heterohromatina marginacija un glikogéna ieslegumu depoziti citoplazma
(Butterworth, 2010). Spano (Spano et al., 2010) un kolégu parskata zinojuma noradits
uz opioidu un kanabinoidu cieSo saistibu, iedarbojoties uz dopaminergiskas sistémas
vadiSanas celiem. Augsts kanabinoidu CB1 receptoru blivums atrasts CC (I1 — 1l un V
— VI slanis), smadzeniSu, ka ari bazalo gangliju rajona, kur ta receptoru atradnes
lokalizgjas aksonos, bet netika atrastas neironu kermenos un dendritos. CB1 receptorus
eksprese GABAergiskie vidgéja izméra projekcijas neironi (ipaSi GP un SN pars
reticulata rajonos), ka ari subtalamisko kodolu glutamatergiskajos projekcijas neironu
terminali, kas lokalizéjas GP. Presinaptiska CB1 lokalizacija norada uz kanabinoidu
iesaisti neiromediatoru atbrivoSana aksonu terminalos. P&tijjumos pieradits to
nomacoSais efekts uz virkni neiromediatoru, taja skaita GABA, izdali. Informacija par
Saja neiromediatoru inhibéSanas procesa iesaistitiem $tnu mehanismiem joprojam ir
neskaidra, lai gan eksperimenti liek domat par voltaZas atkarigo Ca kanalu jutibu un
iesaisti, kanabinoidiem samazinot sinaptisko parvadi (lversen, 2003). Ir daudz p&tijumu
ar Stnu kultiram un dzivnieku modeliem saistitos eksperimentos par astrocitu dalibu
opioidu, ipaSi morfina, izraisitu signalu aktivacija, taja skaita ka atbildes reakciju
modulgjot tieSu SkelSanas proteinu un citokinu ekspresiju. Ir dati par striatum rajonu
astrocitu iesaisti, bet nav morfologisku pieradijumu par SN astrocitu aktivaciju Sados
gadijumos. Regionala heterogenitate, kas saistita ar opioidu izraisitu signalu kaskades
aktivaciju, paSlaik nav izzinata (Coller and Hutchinson, 2012). Ir pétijumi, kas
apliecina, ka alkohols izraisa paaugstinatu astrocitu sekretétu iekaisuma agentu limeni,
izraisot neironalu iekaisumu (Floreani et al., 2010). Veids, ka alkohols ietekmé

dopaminergisko neironu aktivitati un tai sekojoSo GABAergisko neironu nomaksanu,

31



joprojam ir neizskaidrots. Nav izzinats, vai uzvedibas atSkiribas saistamas ar neironu un
astrocitu izmainam, lai gan ir pieradijumi par citokinu un to receptoru iesaisti, akatas
alkohola lietoSanas rezultata samazinoties motorajai aktivitatei. Neirotoksisku alkohola
iedarbibas izpausmi dalgji saista ar glutamata izdali no astrocitiem, tas laika ar
superoksida anjonu lidzdalibu izmainas Ca jonu koncentracijas Iimenis (Coller and
Hutchinson, 2012).

PlaSs starpdisciplinaru p&tijumu spektrs saistits ar baltas vielas degeneracijas
izpéti alkohola un citu atkaribu izraisosu vielu lietoSanas gadijumos (Kril et al., 1997,
Moselhy et al., 2001; Harper and Matsumoto, 2005; Pfefferbaum et al., 2009;
Pfefferbaum et al., 2010), (2.5. att.).

2.5. att. Mielina apvalka bojajumi, saistiti ar smadzenu baltas vielas degeneraciju,
1 - oligodendrocits, 2 — nervu Siina, 3 — mielina apvalka izmainas
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2.5. Neironu un glijas Sunu imanhistokimiskie markieri

Pedejos gados ievérojami pieaugusi iesp&jamiba agrinu vai pat preklinisku
neirodegenerativu saslim$anu noteikt ar biomarkieru palidzibu. Kaut gan paslaik pilniba
ir pieraditas pieauguso CNS regeneracijas spéjas, boja gajuso neironu aizvietoSanas
mehanisms paliek neskaidrs. Biomarkieru izp&tes mérkis ir precizi noteikt klinisku
diagnozi pirms plasakas neironu bojaejas konstateSanas, progresejot saslimsanam, ka ari
dot ieskatu patogenézes norisés, veicot korelacijas izpéti dazadu biomarkieru vida
(Olsson et al., 2011).

2.5.1. NSE - neironu citosola markieris

Enolaze ir glikolitiska enzima dimérisks izoenzims. Tai ir audu specifiskie
izoenzimi, kas sastav no triju dazadu izoformu (alfa, beta, gamma) homo- un hetero-
dimériem. Neironu specifiska enolaze (NSE) ir 47 kD gamma-homodimérs. NSE ir
neirospecifisks markieris, kas parsvara atrasts neironu un neiroendokrino Sanu
citoplazma, ar1 eritrocitos, gludajos miocitos un tauku Stnas. NSE lokalizacija dazados
nervu Sanu veidos un to izaugumos smadzenu garoza, smadzenités un hipokampa ir
variabla (Schmechel et al., 1987; Seshi et al., 1988). Kaut ari NSE netiek pastavigi
izmantota ka nervu Sanu markieris, tomér paaugstinatu ta l[imeni novéro cerebrospinala
skidruma dazados neirologiski patologiskos procesos. Paaugstinats NSE limenis seruma
novérots pie hroniskas alkohola intoksikacijas (Mussack et al., 2002); augstaki NSE
limena raditaji asins seruma noveéroti kokaina lietotajiem (Kessler et al., 2007).
Biomarkiera limenpa izmainas novérotas pétijjumos par galvas smadzenu bojajumiem un

Alcheimera slimibas gadijumos (Royds et al., 1981; Samgard et al., 2010).

2.5.2. GFAP - astrocttu markieris un ta nozime

Glijas fibrillara skaba olbaltumviela (GFAP) ir astrocitu citoskeleta
starpdiedzinu galvena sastavdala, ta ir nosakama un izvértéjama morfologiskas analizes

laika gaismas mikroskopijas limeni. Reaktivi astrociti, to hipertrofija un proliferacija
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raksturiga CNS degenerativo saslim3anu vai iekaisumu gadijumos, paaugstinata GFAP
ekspresija noverota eksperimentalajos modelos, ieklaujot gliomas, smadzenu
ievainojumus, toksisku iedarbibu un autoimina encefalomielita gadijumus (Hausmann
et al., 2000).

Petijums par GFAP ekspresiju hipokampa astrocitos liek secinat, ka alkohola
iedarbibas gadijuma samazinas gan astrocitu skaits, gan to izaugumu garums un skaits
(Franke, 1995). Savukart Frankes un Kitnera pétijumi atklaj, ka pec pentilenetetrazola
iedarbibas pieaug astrocitu hipertrofija un GFAP ekspresija hipokampa rajona (Franke
and Kittner, 2001).

2.5.3. Dzelzs metabolisma markieris un ta loma

BieZi citetas izmainas Fe metabolisma, kas izraisa parmérigu Fe akumulaciju
audos, ir iesaistitas oksidativa stresa izraisitas izmainas. Smadzenu audos lielaka dala Fe
akumulgjas ka ferritins ar relativi nelielu brivo un reaktivo formu. Perlsa (Perls)
krasoSanas metode lauj izverteét Fe lokalizaciju astrocitos, makrofagos, mikroglijas

Stinas, oligodendrocttos un neironos (Jellinger et al.,1990; Perl and Good,1992).

2.5.4. CD68 — mikroglijas aktivacijas markieris

Nervu Sinu bojaeja iesaistitie iekaisuma procesi CNS saistami ar virkni
neirodegenerativu saslimSanu — tadam ka Parkinsona, Alcheimera, multiplas sklerozes,
prionu un cilveka imandeficita virusa (HIV)-demences saistitas slimibas. llgsto3a
mikroglijas aktivacija, atbrivojot virkni citotoksisku molekulu, pieméram, citokinus,
ROS, proteinazes, var izraisit neironu bojajumus (Dheen et al., 2007). Divi atSkirigi
signalmolekulu izraisiti celi izsauc mikroglijas atbildes reakciju, iesaistoties 1) péksnai
tadu faktoru ka mikrobu, seruma komponentu, iekssanas faktoru iedarbibai un 2) ar
ipadu funkcionalo stavokli saistamiem faktoriem, piem&ram, proteinu agregatiem.
Atkariba no mikroglijas aktivacijas pakapes, izSkir tris fazes (Hanisch and Kettenmann,
2007), (2.6. att.).
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2.6. att. Mikroglijas aktivacija neliela lokala bojajuma gadijuma: 1 — astrocitu aktivacija
atbildes reakcija; 2 — mikroglijas sekretétie neirotropiskie faktori bojata neirona
aizsardzibai. Modificéts pec Hanisch and Kettenmann, Nature Neuroscience, 2007

Smadzenu audu pétijumos par infekcijam un neirodegenerativam saslim$anam
pieradits, ka mikroglijas aktivacija var but saistita ar plasa spektra fenotipiskam un
funkcionalam izmainam (Zemtsova et al., 2011). Alkohola lietoSanas rezultata aktivéta
mikroglija var tikt atpazita ar anti-CD68 antivielu, kas iezim& lizosomalo membranu
glikoproteinu gan makrofagos, gan aktivéta mikroglija ar fagocitotisku aktivitati.
Turklat alkohola izraisita mikroglijas aktivacija bieZzak sekmé neirodegeneracijas
procesus neka nodroSina homeostazi audos. Neskatoties uz petijjumiem par mikroglijas
aktivaciju alkohola lietoSanas gadijumos, joprojam maz zinams par alkohola izraisitam

mikroglijas Stinu izmainam (Marshall et al., 2013).

2.6. AugsSanas faktoru un receptoru nozime CNS

2.6.1. TGF-B1 un ta nozime

TransformgjoSais augSanas faktors beta (TGF-B) pazistams ka multifunkcionals
faktors, kas piedalas attistibas pamatprocesu regulacija, slimibu un audu atjaunoSanas
norises. TGF-B saimi raksturo tris izoformas, kas noteiktas ziditajiem nervaudos:

TGF-B1, kas ekpresgjas neironos, un TGF-B2 un -B3, kas tiek ekspresetas gan neironos,
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gan glijas Sunas (Unsicker and Kreiglstein, 2002). TGF-p tiek sekretetas ka latentas
priekStecu molekulas, to aktivacijai nepiecieSami saistoSie receptori un tiem sekojo$a
signalmolekulu celu kaskades aktivacija (Khalil, 1999; Massagué, 2000; Verrecchia and
Mauviel, 2002). TGF-B1, citokins ar daudzpusigu iedarbibu, spgj tieSi samazinat citu
iekaisuma citokinu ekspresiju, tadéjadi nomacot iekaisumu (Boche et al., 2003). Ar
TGF-B1 saistita smadzenu $tnu imanreakcija (Liu et al., 2006), tomer Sis faktors ir
nozimigs un tiek nedaudz ekspreséts ar1 veselos nervaudos (Gomes et al., 2005). TGF-$3
ir nozimigs MMP sistemas regulators, kas ierosina MMP2 un MMP9 ekspresiju, bet
nomac metaloproteinazu inhibitoru — TIMP2 — ekspresiju gliomu gadijuma (Wick et al.,
2001; Mentlein et al., 2012). TGF-B1 spgj palielinat ECM izveidi, aktivéjot genu
transkripciju, kas regule ECM produkciju un nomac ECM degradgjo$o enzimu aktivitati
(Horssen et al., 2006). Petijumi apliecina, ka TGF-B1 samazinaSanas negativi ietekme
aksonalo transportu, aksonu morfologiju un funkcionalo regeneraciju, ka ari paaugstina
nervu Sanu bojaejas iespéjamibu (Makwana et al., 2007). Petijjumi pierada, Ka,
neitralizéjot endogéno TGF-B, nervu augSanas faktora (NGF) izdale var samazinaties
pat Iidz 50% (Krieglstein et al., 1995). Pieradits, ka TGF-p in vitro modelos iedarbojas
ka dopaminergiskos neironus aizsargajoss faktors intoksikacijas gadijumos, taja pasa
laika neizraisot proliferaciju (Roussa et al., 2004). SalidzinoSi nesen publicéti dati par
neironu sp&ju kontrolét un paaugstinat TGF-B1 ekspresiju ar astrocitu lidzdalibu, kas,
savukart paaugstina astrocitu veidotu aizsardzibu pret eksocitotoksisku faktoru
ietekmétu blakus esoSo neironu bojaeju. TGF-B1 regule GFAP géna ekspresiju un Stnu
diferenciaciju, inhibe ECM molekulu sekréciju (Gomes et al., 2005). In vitro petijumi
pierada TGF-B sp&ju regulét astrocitu iesaisti BBB veidoSana un lidzdalibu ECM
parmainas (Garcia et al., 2004). CNS rajonos paaugstinata TGF-p1 ekspresija noverota
akutu — iSemijas, traumu, encefalita — un hronisku neirodegenerativu saslimsanu
gadijumos, uzsverot ta lomu smadzenu Stanu atbildes reakcija bojajumu/novecoSanas
gadijumos (Bae et al., 2011). Jaunakie zinojumi apstiprina paaugstinatu TGF-1 limeni
asins plazma hronisku alkohola lietotaju izp&tes grupa (Kim et al., 2009); korelacija
starp paaugstinatu TGF-B1 Iimeni periféero asinu plazma un CC slana biezuma

mérijumiem apstiprinas Pirasa un kolegu (Piras et al., 2012) p&tijuma.
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2.6.2. NGFR un ta loma CNS notiekoSajos procesos

Neirotropini, taja skaita nervu augsanas faktors (NGF), ir nozimigi nervaudu
homeostazes, attistibas, funkciongSanas un plasticitates regulatori. NGF piedalas aksonu
un dendritu veidoSanas procesa, inervacijas un proteinu ekspresijas regulacija,
nodrosSinot normalu nervu Sanu funkcionésanu. Pieauguso nervaudos NGF nodroSina
sinaptisko funkciju un ietekmgé sinaptisko plasticitati (Berry et al., 2012). NGF aktive
divu dazadu grupu receptorus — transmembranu tirozina kinazes saimes (Trk) un
p75NTR (pazistamu ka NGFR) receptorus, kas pieder tumora nekrozes faktoru
receptoru klasei (Huang and Reichardt, 2001). NGF kopa ar NGFR un Tkr iz8kirosi
ietekm& smadzenu holinergiskos neironus, kas degradgjas neirodegenerativu saslimsanu
gadijumos un novecojot (Fischer et al., 1987). Hroniskiem alkohola lietotajiem NGF
receptoru samazinaSanas rezultata (Miller et al., 2002) novéro izmainas neironos
(Cadete-Leite et al., 2003). P&tijumi rada, ka alkohola vai heroina iedarbiba NGF Iimeni
batiski paaugstina gan eksperimentos izmantoto dzivnieku, gan cilvéeku asinis (Aloe et
al., 1996). Pedgjo gadu petijumi (Mamidipudi and Wooten, 2002; Johnston et al. 2007)
demonstré dazadus rezultatus par cilvéka p75NTR. Tiek zinots par ta paaugstinatu
ekspresiju aksonu augSanas laika, ka ari sniegti pretrunigi dati par ta Kklatbatni
neironalas regeneracijas gaita. Lai gan p75NTR ekspresija pieaugu$o smadzengs nav
izteikta, ieskaitot nucleus caudatus un putamen holinergiskos neironus, petijjumi atklaj
sensomotoras CC piramidalas Stnas p75NTR proteinus pieaugusam zurkam, ka ari 1
proteina ekspresiju oligodendrocitos un — neliela daudzuma — astrocitos (Sofroniew et
al., 2001). Petijumu dati par neirotropina ekspresiju dazados smadzenu rajonos ir loti
daudzveidigi, eksperimentali p&tijumi rada, ka alkohola lietoSana negativi ietekmé
NGFR ekspresiju un samazina augSanas faktora sintézi un sekréciju (Heaton et al.,
2003; Gericke et al., 2006).

2.7. Cu/Zn superoksida dismutaze un antioksidativa aizsardziba smadzengs

Nozimiga loma organisma antioksidativaja aizsardziba ir superoksida dismutazei
(SOD), kas katalize superoksida radikalu parvérsanu skabekli un tdenraza peroksida. Ta

kopa ar citiem antioksidantu fermentiem aizsarga organismu, taja skaita nervaudus, no
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augsti toksiskiem skabekla radikaliem un no iespéjama oksidativa stresa (Finkel and
Holbrook, 2000; Zelko et al., 2002; Yon et al., 2008; Linseman, 2009). Cu/Zn SOD
(SOD1) — metalus saturoSais enzims, kas parasti ekspresejas visos audos un Sunas,
lokalizéjas galvenokart citosola, nedaudz ari kodola, peroksisomas, lizosomas
(Lindenau et al., 2000; Viggiano et al., 2003; Culotta et al., 2006; Gandhi and
Abramov, 2012). CNS izmainas izraisa endogénie un eksogenie faktori, ipasa ietekme ir

alkohola izraisitam oksidativam stresam (Finkel and Holbrook, 2000), (2.7. att.).

Antioksidantu

Sl L aizsardzibas spéja

Eksogeénie faktori

ultravioleta gaisma

mitohondriji superoksida dismutaze =t
: (SOD) radiacija
peroksisomas tokeTni
reaktiva skabekl|a grupas (ROS)
funkcionalas izmainas homeostaze funkcionalas izmainas
proliferacijas nomakS§ana neizmainits metabolisms kaskades tipa
aizsardzibas sp€ju un aug$anas nosacijumi signalu parraide
nomakSana
novecosanas Sdnu bojaeja

patologiskas
izmainas

2.7. att. Oksidativa stresa izraisitie faktori un iespéjamas sekas.
Modificets pec Finkel and Holbrook, Nature, 2000

Superoksida anjoni ir seviski reaktivi radikali, un to paaugstinats limenis
konstatets daudzas patologiskas situacijas. Nav vienota viedokla par neirodegenerativo
slimibu attistibu, jo p&tijumi liecina, ka nervu Siinu bojaeja saistama gan ar pazeminatu,
gan parmerigi augstu SOD koncentraciju (Cantuti-Castelvetri et al., 2002; Maier and
Chan, 2002). Petijumi liecina, ka paaugstinata SOD aktivitate var bat saistama ar
aizsardzibas mehanismu aktivaciju pret reaktiva skabekla izraisito bojajumu risku. Taja

pasa laika ir zipojumi par metalu jonu, kas atbrivojusies péc oksidativa stresa iedarbibas
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uz enzimu, radot parmeérigi lielu to daudzumu, toksicitati, izraisot dazadu patologisko
procesu attistibu neirodegenerativo slimibu gadijumos (Kocatirk et al., 2004; Johnson
and Giulivi, 2005).

Oksidativais stress iesaistits vairaku slimibu — aterosklerozes, miokarda infarkta,
Parkinsona un Alcheimera slimibas patogenczé (Sayre et al., 2008), turklat p&tijumi
liecina, ka SOD1 aktivitate dazadu slimibu gadijumos var bat gan paaugstinata (Dauna
sindroms), gan samazinata (laterala amiotrofiska skleroze), ka ari neizmainita
(Seetharaman et al., 2009). Taja pasa laika Mancinelli un kolegu (Mancinelli et al.,
2011) petijjums apstiprina oksidativa stresa iesaisti alkoholisma, Dauna slimibas, ka ari
Alcheimera slimibu gadijumos. Floreani un kolégu pétijums pierada brivo radikalu
izraisitu iekaisuma mediatoru izdali no astrocitiem hroniskas alkohola ietekmes
gadijuma (Floreani et al., 2010), turklat apstiprinatas oksidativa stresa izraisitas
endoplazmatiska tikla izmainas, taja skaita nervu Stunas, alkohola lietoSanas ietekmei
mijiedarbojoties ar argjiem, genétiskiem faktoriem, medikamentu vai virusu iedarbibas
gadijuma (Ji, 2012). Antioksidantu aktivitates disbalanss bieZzi paaugstina lipidu
peroksidaciju, izraisot molekularu procesu kaskadi, ka rezultata notiek, piemé&ram,
pastiprinata lipofuscina veidoSanas (Maier and Chan, 2002).

Ir skaidrs, ka SOD ir 1) ipaSa nozime atraja reakcija ar superoksida anjonu, 2)
klatesoSs katra organa un katra $tuna; 3) augsta SOD koncentracija salidzinama ar brivo
radikalu koncentraciju. Lokalizacijai un SOD1 aktivitates izvertejumam audos ir
pievérsta paaugstinata interese, jo tas sniedz informaciju par Stnu atbildes iespgjam uz
oksidativa stresa izraisitiem procesiem. SOD1 ekspresija un aktivitate raksturo gan
nervaudu, gan organisma antioksidativo statusu kopuma, ka ari nervu Sanu bojaejas

pakapi.

2.8. Matrices metaloproteinazes un to nozime CNS patologiju patogeneze

Matrices metaloproteinazes (MMP) tradicionali saistitas ar ECM parveidi audu
morfogenézes laika dzives garuma. MMP pieder proteazu grupai, kas tiek iedalita
apak8grupas un ietver Zelatinazes, stromelizinus, kolagenazes, ar membranu saistitas
metaloproteinazes un citas — kopa ap 25 paveidiem. MMP vairakumam normalos

apstaklos ir neliela ekspresija, ta tiek inducéta ECM parveides gadijumos. MMP tiek
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sekretéts ka latents enzims, kura aktivaciju regulé endogeni MMP inhibitori, tadejadi ta
fiziologiska vai patofiziologiska aktivacija var Klat par izSkiroSu regul&joSu signalu
(Yong, 2005). lerosinataji, kas izraisa MMP aktivaciju, ir Sanu specifiski, un ROS
lesaistas signalu celos, kas izraisa endogenu enzima aktivaciju (Morita-Fujimura et al.,
2000). MMP ekspresijas un aktivitates regulacija ir sarezgits process, tas tiek precizi
vadits trijos atSkirigos limenos: génu transkripcijas, pro-enzima aktivacijas un TIMP
aktivacijas cela, turklat daZzadi citokini, ieskaitot tumora nekrozes faktoru-alfa,
interleikinu-1, TGF-B, eikosanoidus, spgj tieSi inducét vai nomakt MMP ekspresiju
transkripcijas liment (Hartung and Hieseier, 2000; Rosenberg, 2009). Arpus$inu MMP
aktivacija saistita ar citu MMP, plazmina-plazminogéna kaskades un dazadu proteinazu
aktivaciju (Zhang et al., 2010). Dazadu akatu un hronisku neirologisko saslim3anu
pétijumu ietvaros zinots par patologisku MMP ietekmi smadzenu traumu, Alcheimera,
cilveka imandeficita virusa saistitas demences, multiplas sklerozes un migrénas
gadijumos. MMP izraisa BBB bojajumus, citokinu produkciju un imanas atbildes ierosi,
demielinizaciju, ka ari ekspresgjas audzeju, angiogenézes un ECM degradacijas
gadijumos (Gupta, 2009). MMP izraisa BBB bojajumus Hantingtona slimibas gadijuma
(Duran-Vilaregut et al., 2011); zinots, ka oksidativa stresa izraisita MMP aktivitate var
inhibé&t neirodegeneraciju (Wright and Harding, 2009).

MMP9 pieder cinka atkarigai Zelatinazu grupai un ir viena no vairak mingtajam
metaloproteinazém pétijumos par smadzenu patologijam. Norma MMP9 nav
cerebrospinalaja Skidruma, tacu ta limenis paaugstinas ar cilvéka imundeficita virusa
saistitas demences gadijuma (Yong et al., 2001). Nav noskaidrots, kads organs iesaistas
MMP9 limenpa paaugstinasana seruma alkohola lietoSanas gadijumos (Sillanaukee et al.,
2002). Pieejami dati par MMP9 iesaisti selektivas neironu bojaejas procesos hipokampa
i5émijas gadijumos (Lee et al., 2004). P&tijjuma ar dzivnieku modeliem novérota
paaugstinata MMP9 ekspresija gan agrinaja, gan vélinaja fazé péc smadzenu traumas,
kad MMP9 ekspresija noverota endoteliocitos un neitrofilos leikocitos, radot izmainas
BBB un iesaistoties sekundaras cerebrovaskulara bojajuma kaskades reakcijas un
demielinizacija (Seo et al., 2013), (2.8. att.).
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2.8. att. MetaloproteinaZu iesaiste BBB bojajumu, iekaisuma, demielinacijas un
neirodegeneracijas procesos; 1 — asins kapilars, 2 — limfocits, 3 — bazala membrana,
4 — endoteliociti. Modificéts péc Yong et al., Nature Reviews Neuroscience, 2001

Starpsanu telpa, kas aiznem ap 20% no nobriedusu smadzenu apjoma, satur
augsti organizetu ECM, kas lauj prezentét augSanas faktorus Stnu virsmas receptoriem
(Dityatev et al., 2010). P&tijuma ar dzivnieku modeliem, kam zemgarozas baltaja viela
veikta MMP9 mikroinjekcija, demonstréti metaloproteinazu regulacijas traucéjumi
multiplas sklerozes gadijuma. Ir iespgjams, ka MMP, degradgéjot ECM, veicina aksonu
bojajumus, turklat tas korele ar iekaisuma reakciju (Newman et al., 2001). Mielina
pamatproteins — viena no mielina komponentém (Hemmer et al., 2002); lokalizgjas
mielina apvalka iekSpuse (Omlin et al., 1982). Veids, kada ECM esoSas proteinazes
degrade mielina pamatproteina produkciju, to Skelot (Gijbels et al., 1993; Chandler et
al., 1997), ir neskaidrs. Ir iespgjams, ka brivie radikali un citi enzimi piedalas
signalce]os, izraisot ieksgji lokalizéta enzima aktivaciju (Rosenberg, 2002; Hsieh et al.,
2010), (2.9. att.).
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2.9. att. Shematisks atteélojums neironu (1), astrocttu (2) un BBB (3) sarezgitai
mijiedarbibai, iesaistoties MMP9, TGF-B1 un superoksida dismutazei. Dati no
Page-McCaw et al., Nature Reviews Molecular Cell Biology, 2007; Rosenberg,
Journal of Cerebral Blood Flow & Metabolism, 2012; Mentlein et al.,
Biochimica et Biophysica Acta, 2012

MMP9 iesaistas sinapSu parveidg, ieskaitot glutamatergiskas sinapses, to
aktivitate var noradit gan uz fiziologisku noriSu, gan patologisku nosacijumu mainitu
sinaptisku plasticitati (Michaluk et al., 2011). P&tijjumos ar dzivnieku modeliem par
Zelatinazu aktivaciju un iesaisti Alcheimera, epilepsijas slimibu un dazadu atkaribu
izraisoSu vielu lietoSanas gadijumos noskaidrots, ka kompleksi procesi Sanu un
molekularos mehanismos ietekmé sinaptisko plasticitati, taja pasa laika noradot, ka
MMP/TIMP sistéma ir aktiva gan neironos, gan glijas $unas, reguléjot smadzenu
funkcijas (Mizoguchi et al., 2011). MMP9 ekspresija novérota neironos (Szklarczyk et
al., 2002), astrocitos (Lee et al., 2004) un astrocitu kultara (Hsieh et al., 2010),
mikroglija un makrofagos (Kaczmarek et al., 2002; Yong, 2005), bet ne asins kapilaru

endoteliocitos kontroles dzivnieku grupa (Duran-Vilaregut et al., 2011).
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2.9. Apoptoze un tas raksturojums hroniska alkoholisma gadijumos

Programmegta Stnu bojaeja ir bttiska normalas audu homeostazes nodrosinataja.
Neironu bojaeja saistama ne tikai ar akatam, bet art hroniskam smadzenu saslimSanam.
1z8kir divus mehanismus — apoptozi un nekrozi, pie kam abiem veidiem ir batiska
nozime dazadu nervu slimibu norise. Morfologiski apoptoze raksturojas ar Sunas
kermepa samazinasanos, mitohondriju, citoskeleta, kodola hromatina izmainam un
membranas ietvertu apoptotisko kermeniSu veido3anos (Yu et al., 2001; Casha et al.,
2001; Elmore, 2007). Viena no hipotezém, kas izvirzita saistiba ar apoptozi, uzsver
neirotropinu nozimi, to slap&jot, vai, gluZi preteji, Stnas bojaejas ierosinasana,
neirotropiniem saistoties ar neirotropinu receptoru (Yuan and Yankner, 2000; Saito et
al., 2005). Kaskades tipa reakciju norit¢é apoptozes gadijuma nozimigs ir
mitohondrialais cels, kad novéro pékSnpu mitohondrialas aréjas membranas caurlaidibu
proteiniem, kas parasti sastopami starp iek$¢jo un aréjo mitohondrialo membranu
(Green and Kroemer, 2004; Ferri and Kroemer, 2001).

Hroniska alkohola lietoSana izraisa smadzenu lielo puslozu garozas, smadzenisSu
atrofiju, negativi ietekm& neironu darbibu hipokampa un prefronalas CC rajona, 50 —
75% gadijumos izraisot demenci (Kruman et al., 2012). Magnétiskas rezonanses
attéloSanas analize apstiprina pelékas un baltas vielas apjoma samazinasSanos pieres
daivas un prefrontalas garozas, ka ari striatum rajona hroniska alkohola lietoSanas
gadijuma (lkegami et al., 2003; Harper and Matsumoto, 2005; Sullivan et al., 2005).
P&tijuma ar dzivniekiem histokimiskas un elektronmikroskopiskas analizes rezultata
apstiprinata nigrostriatalo dopaminergisko neironu bojaeja mitohondriala un oksidativa
stresa de] intoksikacijas gadijuma (Lin et al., 2012). Fabriciusa un kolegu pétijjuma,
pielietojot stereologiskas metodes, apliecinats, ka nav batiskas starpibas starp neironu
un glijas Sanu daudzumu hronisku alkohola lietotaju un kontroles grupas CC rajonos
(Fabricius et al., 2007), tomer pastav apliecinajumi, ka alkohols izmaina sinaptisko
plasticitati (Takeuchi et al., 2012), astrocitu jutibu, kas negativi ietekmé neironu-glijas
stnu komunikaciju (Gonzélez and Salido, 2009) un izraisa to bojaeju (Vallés et al.,
2004).
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2.10. Aknu morfofunkcionals raksturojums un nozime detoksikacijas procesa

Aknas ka funkcionali daudzveidigs organs sastav no atSkirigam Sanam, kuras
sakartotas noteikta seciba, veidojot aknu daivinas, portalos laukus ar noteiktu asinsrites
un Zults izvadcelu sistemu. Lielako $tnu dalu aknas sastada hepatociti, bet bitiska loma
§1 organa darbiba ir art aknu zvaigznveida Stinam, Kupfera Stinam, sinusveida asins
kapilaru endoteliocitiem un citam Stnam. Visbiezak patologiskais process skar aknu
daivipu portalos laukus, tur paradoties infiltrgjosam Sanam (limfocitiem, aktiviem
makrofagiem, neitrofiliem leikocitiem u.c.), kas reage uz infekciozo vai kadu citu
agentu. Infekcioza agenta ietekmeé morfologiskas izmainas aknas var bt Joti dazadas.
Parmainam So Stnu strukturalaja un ultrastrukturalaja uzbiive seko patologiskas
izmainas un biezi attistas fibroze (Afdhal and Nunes, 2004; Teutsch, 2005).

Alkohola izraisito aknu morfologisko izmainu spektrs varié no neizteiktas
trigliceridu uzkraSanas hepatocitos Iidz cirozei un hepatocelularai karcinomai. Hroniska
alkohola lietoSana ir biezakais aknu fibrogengzes un cirozes etiologiskais faktors
rietumu sabiedriba (Breitkopf et al., 2005). Raksturigakas histologiskas atradnes aknas
ir steatoze, pericelulara/perisinusoidala fibroze, ciroze un neitrofilo leikocitu infiltracija.
Izmainas Sanu limeni varig, bet bieZi ietver Malori kermeniSu, megamitohondriju un
tauku ieslegumu klatbatni, ka ari gluda endoplazmatiska tikla hiperplaziju hepatocitos
(Diehl, 2002; Kleiner et al., 2005; Ramirez et al., 2013). Savukart 90% gadijumos
narkotisko vielu lietotajiem raksturiga limfocitu, plazmatisko Sanu un neitrofilo
leikocitu infiltracija daivinu un portalo traktu rajonos (Weller et al., 1984; Milroy and
Parai, 2011), ka ar1 progresgjo3a fibroze (Wilson et al., 2006).

TransformgjoSais augSanas faktors beta (TGF-B) ir viens no svarigakajiem
fibrozi veicinoSiem citokiniem, kas izraisa ECM veidoSanu, angiogenézi un
imunomodulaciju. TGF-B aktivacija izsauc aknu zvaigZnveida Stnu raZotas ECM
veidoSanos (Siegmund et al., 2005; Gerjevic et al., 2012). TGF-B iesaistits aknu
zvaigznveida Stnu aktivacija, lidz ar to tas ir nozimigs vietgjais regulators. TGF-$3
ekspresija norada uz Stnu izméra izmainam aktina citoskeleta reorganizacijas rezultata
(Meyer et al., 2010). Savukart SOD1 ir nozimiga loma organisma antioksidativaja
aizsardziba (Cederbaum et al., 2009). P&tijuma ar laboratorijas dzivniekiem pieradits, ka
pazeminats SOD limenis negativi ietekmé aknu hepatocitu aizsardzibas spgjas alkohola
ietekmé (Kessova et al., 2003).
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2.11. Jonu homeostaze, mikroanalize un tas iespejas
CNS struktarelementu izpéte

Jonu homeostaze smadzengs, taja skaita natrija (Na) jonu limenis un no ta
atkarigie Na jonu kanali, kas lokalizéjas membranas astrocitu izaugumos, ependimas
Stnas un neironos, tiek stingri kontroléti (Shimizu et al., 2007). Pé&tijjuma ar
eksperimenta  dzivniekiem  uzsvérta astrocitu nozime, kontrolgjot lokalo
mikrocirkulaciju. Paaugstinata neironu aktivitate sekme selektivu, ar kalcija (Ca) joniem
saistitu signalu izraisttu vazodilataciju (Takano et al., 2006). Parlieku augsts Ca jonu
limenis sekmé mitohondrialas membranas izmainas, kas rezultéjas ar mitohondrialu
tasku (Medana and Esiri, 2003).

Nav noskaidrots, ka Mn Skérso BBB, izraisot intoksikaciju un neatgriezeniskas
neirologiskas izmainas, bet ir skaidrs, ka Mn metabolisma izmainas ietekmé alkohola
lietosana (Bouchard et al., 2003; Liu et al., 2006; Stepens et al., 2008).

Petijumi apstiprina, ka izmainas Stnu homeostaze, kas saistamas ar Ca, Kalija
(K), hlora (CI) jonu izmainam, ka ari toksiska magnija (Mg) iedarbiba un glutamata
ierosinata neironu bojaeja, vai endogena cinka (Zn) translokacija postsinaptiskajos
neironos KJast par nozimigiem faktoriem programmeétas Stnu bojaejas kaskades reakciju
laika (Yu, 2001). Parkinsona slimibas gadijuma, izmantojot energiju dispersas
spektroskopijas (EDS) metodi, noteikts, ka Ca, Cu un Mg jonu limenis bija nosakams,
tomer nepietieko$s talakas analizes veik3anai, tacu dzelzs (Fe), K, Na un Zn jonu
limenis bija nosakams un ticami atskirigs, salidzinot SN rajonu ar melaninu saturoSiem
neironiem un zemgarozas pelékas vielas (ietverot ari CS) rajonu. Noteikts ari ipaSi
augsts Fe un aluminija (Al) jonu limenis, kas, iespeéjams, ietekmé Parkinsona slimibas
gaitu (Hirsch et al., 1991). P&tjjuma ar eksperimenta dzivniekiem ar $adu metodi
noteikta Al spgja pastiprinati uzkraties divpadsmitpirkstu zarna, nierés un aknas, izteikti
akumulgjoties lizosomas (Kametani, 2002). Paaugstinata Al un Fe uzkraSanas spg¢ja
konstateta pétijuma dzivnieku aknas (Stacchiotti et al., 2008). Ar caurstarojo$a
elektronu mikroskopa energiju dispersas spektroskopijas sistemu noteikts paaugstinats
Al limenis nervu Skiedras un nervu Stnu citoplazma — pretéji ECM — gan hipokampa,
gan deninu daivas rajonos Alcheimera pacientiem (Yumoto et al., 2009). Behceta
saslimSanas gadijuma pétits pons cerebri rajons, nosakot gan organiskos biologiskos
pamatelementus oglekli (C), skabekli (O), fosforu (P), séru (S), gan neorganiskos

elementus Mg un Ca, konstatgjot par 20% augstakus C, O un P elementu mérijumu
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raditajus kontroles grupa (Aranyosiova et al., 2008). NovecoSanas perioda kopgja Fe
koncentracija pieaug tajos smadzenu rajonos, kurus skar degenerativas smadzenu
patologijas, ieskaitot Alcheimera, Parkinsona un Hantingtona slimibas. Nespgja regulét
Fe homeostazi generé papildu reaktivu Fe, kas negativi ietekmé astrocitus, mikrogliju
un neironus. lzpratne par Fe regulacijas traucéjumiem sniedz nozimigu informaciju par
progresgjosa neironu zuduma patogenézi (Zecca et al., 2004).

Kimisko elementu koncentracijas noteikSanai &rti lietojama ir rentgenstaru
fluorescences (XRF) metode. Izmantojot paraugu ierosinasanai submikronu izmeros
fokusetu sinhrotrona rentgenstarojumu vai protonu kali ("PIXE"), kluvis tehniski
iespéjams noteikt Mn koncentracijas audos koncentracijas zem 1 ug/g ar telpisko
iz8kirSanu 300nm (Robison et al., 2012; Duc¢i¢ et al., 2013). Rentgenstaru fluorescences
paradibu var izmantot elementu analizei art SEM, kur rentgenstarus ierosina elektronu
kalis. To parasti apzimé ka EDX vai EDS. Ta tikusi izmantota kvantitativai galveno
CNS audus veidojoso elementu analizei (Chwiej et al., 2005), ta¢u jautajums par tas

pielietojamibu mazakas koncentracijas klatesosu elementu analizei ir palicis atklats.
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3. MATERIALI UN METODES

3.1. Izpetes materials un ta iedalijums grupas

Pétijuma izmantots SIA “Rigas Austrumu kliniskas universitates slimnicas®
Patologijas centra un Valsts Tiesu medicinas ekspertizes centra smadzenu un aknu audu
arhiva materials, iegits laika posma no 2007. — 2012. gadam no 46 hronisku alkohola
lietotaju, 10 narkotisku vielu lietotaju un 12 kontroles grupas autopsiju audiem (1.tabula
pielikuma).

P&tijuma gaita ietverti sekojosi 5 etapi:

I. Pétama materiala iegaSana un atlase.

Petijjuma sakotngja etapa tika veikta SIA ”Rigas Austrumu kliniskas
universitates slimnicas“ Patologijas centra pacientu véstures izrakstu (laika posma no
2007. Iidz 2010. gadam) analize, tadgjadi atlasot 13 gadijumus ar diagnozi ,,hronisks
alkoholisms”. No Valsts Tiesu medicinas ekspertizes centra laika posma no 2007. lidz
2012. gadam tika ieguts materials, sertificétam patanatomam sekciju laika izvertgjot 1)
smadzenu, sirds, aknu un aizkunga dziedzera patanatomisko ainu makroskopiskaja
liment iesp&jamiem hroniskiem alkohola lietotajiem (Ji, 2012), 2) darienu pedu esamibu
iespéjamiem narkotisko vielu lietotajiem. Smadzenu audu materials nemts saskana ar
Daubera (Dauber, 2007) atlanta ietvertiem smadzenu attéliem, precizi ieveérojot pétamo
rajonu atraSanas vietu. Turpmak, lai papildus izvértetu iespéju materialu ieklaut izpétes
grupas, nemti véra Valsts Tiesu medicinas ekspertizes centra arhiva materialu asins un
urina kimisko analizu rezultati (paaugstinata etanola un/vai citu atkaribu izraisoSu vielu
koncentracija) un histologisko izmeklgjumu dati. Veidojot hronisku alkohola lietotaju
pétijluma grupu, izmantoti ieslégSanas kriteriji saskana ar Harpera un kolégu zinojumu
(Harper et al., 2003). P&tijjuma izmantoti audi ar 7 — 36 h post mortem intervalu.

Tapat visiem pétijjuma ieklautajiem gadijumiem veikta aknu morfologiska
analize, ka ari papildus imanhistokimisks nepiecieSamo markieru ekspresijas
izvertejums, kas atspogulots promocijas darba attiecigaja apakSnodala, pamatojot
materiala ieklauSanu pétjjuma.

P&c materiala atlases izveidotas Sadas grupas:

1. Hroniski alkohola lietotaji: 34 virieSi vecuma no 33 lidz 66 g. (73,9%), 12

sievietes vecuma no 44 lidz 60 g. (26,1%). Hronisku alkohola lietotaju vidgjais vecums
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bija 47 = 10 gadi. 17 no 25 (68%) hroniskiem alkohola lietotajiem asinis konstatéts
etanols no 0,53 Iidz 4,07 %o; citas vielas asinis un urina nav konstatétas.

2. Narkotisko vielu lietotaji: devini virieSi vecuma no 22 g. lidz 45 g. (90%),
viena sieviete 22 g.v. (10%). Narkotisko vielu lietotaju vidgejais vecums bija 34 + 8 gadi.
Piecos gadijumos narkotisko vielu lietotaju asinis konstatéts ari etanols no 0,59 lidz
1,67 %o. Narkotisko vielu lietotaju asinis konstatéti opioidi (morfins, metadons un
tramadols). Benzodiazepins konstatéts viena, karbamazepins — viena gadijuma.
Metkatinona lietotaji: divi.

Kontroles grupa ieklauti 12 gadijumi, vecuma no 17 lidz 37 g., sertificétam
patanatomam izsledzot sirds-asinsvadu, elpoSanas sistémas un aknu patologijas, ka ari
papildus morfologiskas analizes rezultata veicot smadzenu un aknu audu atlasi. Grupa
ieklauti 10 virieSi (83,3%) un 2 sievietes (16,7%). Kontroles grupa vidgjais vecums bija
29 £ 6 gadi.

Lai parbauditu iespéjamas parmainu korelacijas ar vecumu, no hronisku
alkohola lietotaju grupas tika izveidotas divas apakSgrupas: 1. — gados jauni alkohola
atkarigie (zem 34 g.) un 2. — gados veci alkohola lietotaji (virs 60 g.).

I1. Markieru izvéle imainhistokimisko reakciju veikSanai.

Balstoties uz pasaules literataras analizes rezultatiem par nervaudu un smadzenu
neironu un glijas Sanu struktaru un taja notiekoSo procesu izpéti ar biomarkieriem un
attiecigam antivielam, tika izveidots promocijas darba izmantojamo markieru un
antivielu klasts.

I11. Tris smadzenu rajonu audu materiala analize.

Balstoties uz zinatnisko rezultatu iztrakumu par selektivo CNS jutigumu un
ievainojamibu psihoaktivo vielu ietekmé salidzino$a aspekta, tika ieplanota tris
smadzenu rajonu audu materiala analize, pielietojot gaismas, imanhistokimijas,
elektronu mikroskopijas (TEM un SEM) un rentgenmikroanalizes metodes.

IV. Pielietoto metoZu informativitates analize, izmantojot datu statistiskas
apstrades metodes.

Datu statistiskas apstrades metozu klasts tika izvelets, lai objektivizétu un
kvantificetu atradnes par markieru ekspresiju CNS, veicot salidzinajumu starp
smadzenu rajoniem un izp&tes grupam.

V. Kimisko elementu koncentraciju izmainu analize smadzenu audu uzbaves

elementos.
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Kimisko elementu, tostarp metalu, koncentraciju izmainu analize smadzenu
struktaras tika paredzéta, lai izvertétu metodes informativitati un noteiktu
mikroelementu koncentraciju audos, ka ari koreletu EDX atradnes ar smadzenu

izmainam struktaras un ultrastruktiras limeni.

3.2. Materiala apstrade analizei gaismas mikroskopa

Smadzenu audu materials no prefrontalas garozas (CC), substantia nigra (SN)
un corpus striatum (CS) nemts saskana ar Daubera (Dauber, 2007) atlanta ietvertiem
smadzenu attéliem, precizi ievérojot p&tamo rajonu atraSanas vietu (3.1., 3.2. un
3.3.att.).

3.1. att. Substantia nigra (bulta) rajons
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3.2. att. Cortex cerebri (balta bulta) un corpus striatum (sarkana bulta) rajoni

3.3. att. Lateralie ventrikuli (bulta)

Veicot smadzenpu un aknu audu materiala apstradi un sagatavoSanu
mikroskopiskajai analizei gan gaismas, gan elektronmikroskopijas limeni, ievérota
noteikta seciba. Materiala apstrades kartiba ir izzinata un teorétiski pamatota. Pétama
materiala sakuma apstrades posma vienmér ieklauj audu fiksaciju. Pareiza materiala
fiksacija ir svariga, lai iegaitu visaugstakas kvalitates audu griezumus. Audu fiksacijai ir

nozime Sanas struktarelementu, molekulu nostiprinasana tada stavokli, kada tie atrodas
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dzive (attieciga funkcionala stavokli). NepiecieSams panakt, lai SGnas mikroskopiskie
un submikroskopiskie elementi péc savas uzbaves, formas un novietojuma batu
maksimali tuvi stavoklim pirms fiksacijas (Maunsbach, 1994). Galvenais noteikums ir
panakt péc iespéjas mazaku laika atstatumu starp fikséjama materiala ieguvi un
fiksacijas sakumu (2 min.) ([aiiep, 1974; Celis, 1994). Tas ievérojami samazina
skabekla bada, ka ari autolizes izraisitu izmainu raSanas iespéjas. Laiku, kas
nepiecieSams fikséjosam Skidumam, lai tas sasniegtu audus visa dziluma, var variét. Tas
atkarigs no audu struktiras, no fiksgjosa Skiduma sastava, difazijas sp&jas un audu
parauga izméra. Fiksacijas kvalitate atkariga art no fizikaliem un fizikali-kimiskiem
faktoriem, pie kuriem pieder fiksgjosa Skiduma fizikalas un kimiskas 1ipaSibas,
temperatara, pielietoSanas veids un adenraZa jonu koncentracija.

Preparati, kuri bija pagatavoti, izmantojot gaismas mikroskopijas metodi un
ieguldot smadzenu un aknu audu autopsiju materialu parafina, vispirms tika fikséti,
izmantojot formalina fikséjoSas ipaSibas. Smadzenu un aknu audu preparati ar izmeru
1 cm® fiksati 10% formalina. Formalins sakotngji reagé ar audu olbaltumvielam, saistas
ar adenradi saturo$am grupam, veido oksimetilgrupu. St grupa kondensacijas reakcijas
reage ar citu lidzigu grupu, kura satur aktivo tidenraza atomu un veido metilentiltinus
(Taitep, 1974; Maunsbach, 1994). Parastos fiksacijas apstak]os formalins var reagéet ar
aminogrupam, ar pirm&jam amidgrupam, guanidingrupam, ka art ar fenolgrupam, bet
izveidojusas saites bieZi ir nestabilas. Uzskata, ka notiek reakcijspgjigas grupas
nepilniga blok&Sana, tapec nepiecieSamais fiksacijas laiks ir 24 — 72 stundas (I"aiiep,
1974). Pec fiksacijas preparati atidenoti pieaugoSas koncentracijas spirta Skidumos.
AttdenoSana sakas 50° spirta, péc tam seko 70°, 90° 95° un absolatais spirts. Tad
smadzenu un aknu audu gabalinus iegulda izkauséta parafina un sacietina. No sacietéta
parafina blokos ielieta smadzenu un aknu audu materiala ar mikrotomu pagatavoti 4 —

6 um biezi audu griezumi.

3.2.1. Rutinas krasoSanas metode

Parafina bloku griezumus krasoja ar hematoksilinu un eozinu, lai iegatu parskata
preparatus. Parskata griezumos tiek vizualizétas hematoksilina iekrasotas Sunu bazofilas

struktaras, galvenokart, Stiinu kodolu hromatins un ribosomas citoplazma, ka ari eozina
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iekrasota Sanu citoplazma, citoskelets, Stnas plazmatiska membrana, organoidu
membranas, bet arpus $unas — kolagena Skiedras. Ar mikrotomu pagatavotus audu
griezumus parnes uz priekSmetstiklina, kurS parklats ar adhezivam vielam, tad
griezumus Zavé istabas temperatiira vai ievieto termostata. Tas nodroSina griezumu
pieliméSanu. Péc tam griezumus deparafiné un kraso. Nokrasotos audu griezumus

atadeno spirta Skidumos, caurspidina ksilola un parklaj ar ieslegSanas vidi (Celis, 1994).

3.2.2. Imuanhistokimijas metode

Imunhistokimijas metode lauj noteikt makromolekularo komponentu
lokalizaciju audos ar antigéna ipaSibam (I"aitep, 1974). Metode pamatojas uz vienu no
visspecifiskakajam reakcijam — uz imunologisko reakciju starp antigénu-antivielu
(Celis, 1994).

Petijuma izmantotas ABC (avidin: biotinylated enzyme complex), HRP Polymer
system un EnVision vizualizacijas sistemas:

1. StreptABC Complex/HRP Duet (biotinylated goat anti-mouse/rabbit Ig,
streptavidin, biotinylated horseradish peroxidase (DacoCytomation, Glostrup,
Denmark)); vizualizacijai  izmantots  diaminobenzidins  (3,3'-diaminobenzidine
tetrahydrochloride jeb DAB) (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO);

2. HiDef Detection™ HRP Polymer system (CellMarque, Rocklin, CA, USA),
ieskaitot HiDef Detection™ Amplifier un HiDef Detection™ HRP Polymer Detector,
vizualizacijai izmantots komplekts: DAB substrate kit (UltraMarque™ HRP Detection
system);

3. DacoCytomation EnVision + Dual Link System-HRP (DAB+)
(DacoCytomation, Glostrup, Denmark), ieskaitot Dual Endongenous enzyme block,
Labeled polymer-HRP, vizualizacijai izmantots kits DAB+Chromogen un
DAB+Substrate buffer (DacoCytomation, Glostrup, Denmark).

Saja petfjuma skrininga veida smadzenu audos veiktas imanhistokimiskas
reakcijas ar peles monoklonalam antivielam: anti-NSE (Novocastra, Newcastle, UK,
Leica Biosystems,1:100, klons 5E2), anti-GFAP (Novocastra, Newcastle, UK, Leica
Biosystems, 1:100, klons GA5), anti-NGFR (DacoCytomation, Carpinteria, CA, USA,
1:50, klons NGFR5;). Skrininga veida izvelétos smadzenu audu gabalinos aktivetas
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mikroglijas vizualizacijai veikta imanhistokimiska reakcija ar anti-CD68 antivielu
(DacoCytomation, Glostrup, Denmark, 1:50, klons PG-M1).

Smadzenu audu analizei, nosakot oksidativa stresa izraisitas izmainas, izmantota
anti-SOD1 antiviela (Novocastra, Newcastle, UK, Leica Biosystems, 1:100, klons
30F11). Savukart augSanas faktoru un metaloproteinazu ekspresijas noteikSanai
izmantotas $adas antivielas: anti-TGF-p1 (Novocastra, Newcastle, UK, Leica
Biosystems, 1:40, klons TGFB17) un anti-MMP9 (Novocastra, Newcastle, UK, Leica
Biosystems, 1:40, klons 15W2). TUNEL-pozitivo Sanu iezime&Sanai izmantots In Situ
Cell Death Detection Kit, POD markieris, ieskaitot Enzyme solution, Label solution un
Converter-POD (Roche, Mannheim, Germany).

Antigéna un antivielas reakcijas vizualizacijas nodroSinaSanai tiek izmantotas
1) gan biotinu saturoSas sekundaras, gan tercialas antivielas, kas satur streptavidinu un
biotina-marrutku peroksidazes Skidumu standarta ABC sistemas lietoSanas gadijuma,
2) reakcijas amplifikators un poliméra iezimétajs, ja izmantota HRP polimeru sistéma,
3) ieziméts polimérs, kur$ konjugets ar sekundaro antivielu, izmantojot En Vision
sistemu. Vizualizacijas rezultats atkarigs no antigena lokalizacijas $tinu membrana,
citoplazma vai kodola.

Reakcijas gaita (StreptABC Complex/HRP, HiDef Detection™ HRP Polymer
system, DacoCytomation EnVision + Dual Link System-HRP (DAB+)): audu
histologiskie griezumi, Kkuri novietoti uz HistoBond®+ (Marienfeld, Lauda-
Kdnigshofen, Germany) priekSmeta stikliniem, deparafinizéti ksilola un hidratéti spirta
skidumos ar dilstoSu koncentraciju. Péc tam 0,3% H,O, saturosa metilspirta Skiduma
iztureti 20 — 40 minates, vai lietots Skidums endogéno enzimu nomaksSanai (Dual
Endongenous enzyme block). Antigénas struktaras apstradei (antigénu epitopu
pieejamibas nodroSinasanai) stiklini variti 0,01 M Na citrata bufera Skiduma (pH 6,0) 15
minites, pec tam atdzeseti temperatiira lidz 60° C. ABC vai En Vision pielietosanas
gadijuma reakcijas gaita preparati inkubgti ar 1% versa seruma albuminu (bovine serum
albumin fraction V jeb BSA, Roche, Mannheim, Germany) TRIS bufera Skiduma Iidz
stundai istabas temperatira. Tad preparati inkubgti ar primaro monoklonalo antivielu
saturoSu serumu (atSkaidijums ar TRIS bufera un BSA Skidumu attiecigi katrai
antivielai pec specifikacijas rekomendacijam) un iztureti 12 stundas ledusskapt 2 — 6 °C
temperatara. Péc trisreizéjas skaloSanas PBS Skiduma griezumi inkubé&ti kamera ar
sekundaro antivielu saturoSo serumu (biotinylated goat anti-mouse/rabbit 1g) vai HRP

poliméru (Labeled polymer-HRP) 30 minates istabas temperatara, vai ar HiDef
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Detection™ Amplifier 10 minates istabas temperatara. Tad veikta trisreizéja skalosana
PBS Skiduma un, attiecigi, inkubacija (ABC un HiDef Detection™ HRP Polymer
system lietoSanas gadijuma) ar tercialo antivielu saturoSo serumu (streptavidin,
biotinylated horseradish peroxidase) 30 minates istabas temperatira vai HiDef
Detection™ HRP Polymer Detector 10 minates istabas temperatara. Péc tam veikta
skaloSana ar TRIS bufera Skidumu. Turpmak DAB (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO) vai
DAB komplekts (UltraMarque™ HRP Detection system vai DAB+Chromogen un
DAB+Substrate buffer) lietots ka hromogens 10 mindtes, bet Meijera (Mayer)
hematoksilins — ka Stnu kodolu krasviela. Péc krasoSanas preparati skaloti krana tident
un dehidratéti augoSas koncentracijas spirta Skidumos (70°, 80°, 90°). Nobeiguma
preparati caurspidinati ksilola un parklati ar ieslégSanas vidi (ieslegsanas vide PERTEX,
mounting medium for light microscopy, Histolab, Gothenburg, Sweden). Par
imanpozitivam uzskatitas Sanas, kuras ar diaminobenzidinu uzradijuSas branus reakcijas
produktus. Preparati ar attieciga epitopa jau zinamu pozitivitati lietoti ka pozitiva
kontrole. Ming&to preparatu paralélie griezumi, kuros primara antiviela aizstata ar TRIS,
izmantoti ka negativa kontrole.

TUNEL reakcijas veik3anai skrininga veida izvéletie smadzenu audu griezumi
deparafinizéti, hidrateti spirta Skidumos ar dilstoSu koncentraciju, tad skaloti destiléta
adeni. Péc tam 0,3% H,0, saturoSa metilspirta Skiduma tie izturéti 40 minttes un
parnesti destiléta dens vanna. Talak audu griezumi ievietoti Na citrata bufera Skiduma
(pH6) vanna un variti 15 miniites, pec tam atdzesgti istabas temperatiira lidz 60°C. Audu
griezumi atstati 1% BSA TRIS bufera Skiduma uz 1 stundu, péc tam parklati ar TUNEL
mix (TUNEL Enzyme solution : TUNEL label, atSkaidijums 1 : 9) un izturéti 1 stundu
37° C temperatara termostata. Pec skaloSanas TRIS bufera Skiduma griezumi inkubgti ar
konvertoru (Converter-POD solution) termostata 37° C 30 minates. P&éc skaloSanas
TRIS bufera Skiduma griezumi parklati ar DAB (10 mindtes) un skaloti krana adeni.
Stnu kodolu kontrastkraso$ana veikta ar hematoksilinu, preparati dehidratéti augo3as
koncentracijas spirta Skidumos, tad caurspidinati ksilola un parklati ar ieslegsanas vidi.

Perlsa reakcija veikta izlases veida, ietverot gan hronisku alkohola un narkotisko
vielu lietotaju, gan kontroles grupas materialu. Perlsa krasoSanas metodi ar Prasijas
(Prussian) zilo rekomende Fe(l1l) noteikSanai dzivnieku audos atra un labi izvértéjama
rezultata de], dodot izteikti zilu krasu reakcijas produktam (Jellinger et al.,1990; Perl
and Good,1992).
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Antigénu ekspresijas izvertéjums veikts smadzenu autopsiju CC, zemgarozas
kodolu rajonu pelékas un ar tiem asociétas baltas vielas rajonos, ka ari lateralo
ventrikulu (VL) rajona, katra no tiem izvertgjot ekspresiju dazados Sanu veidos.
Imanhistokimisko reakciju rezultatu analize veikta, izvertéjot imtnreaktivitati neironu
un glijas Sunas, tostarp astrocitos un oligodendrocitos; veikta ari asins kapilaru
veidojoSo endoteliocitu un pericitu analize. SOD1 un TGF-B1 imanreaktivitate noteikta
art aknu audu griezumos.

Reakciju imanreaktivitates intensitate un antigenu ekspresija izverteta, gaismas
mikroskopa Leica (LEICA, LEITZ DMRB, Vacija), randomizéti izveloties 10
redzeslaukus x 400 palielinajuma.

Intensitate analizéta puskvantitativi, izmantojot $adu sistemu: O — negativa
reakcija, 1 — vaja, 2 — vidgja, 3 — izteikta reakcija. TGF-f1, SOD1 un MMP9
imtnreaktivitates izvertéjums smadzenu audos veikts, analizgjot relativo proporciju, t.i.,
izvertejot, cik lielu dalu no redzeslauka, izteiktu procentos (0% - 100%), aiznem
analizéjama struktidra, kura noveéro antigeéna ekspresiju. legatas vertibas reizinatas ar

intensitati un defingtas ka ekspresija. Neironu skaits redzeslauka analizéts kvantitativi.

3.2.3. Imunhistokimisko reakciju rezultatu statistiska analize

Imanhistokimisko reakciju rezultati atspoguloti ka medianas ar starpkvartilu
vertibam (IQR (25%; 75%)). Vairaku kategorizétu mainigo salidzina$anai izmantots hi
kvadrata (Chi-Square) tests. Imanreaktivitates vertibas starp grupam analizétas ar
Manna-Vitnija (Mann Whitney U) vai Kruskola-Volisa (Kruskal-Wallis) testu, grupa —
ar Vilkoksona (Wilcoxon Signed Ranks) vai Fridmena (Friedman's) testu. Spirmena
(Spearman's rank) korelacijas koeficients lietots, izvertgjot saistibu starp TGF-p, SOD1
un MMP9 ekspresiju. Korelacija novertéta ka cieSa, ja korelacijas koeficients bijis
lielaks vai vienads ar 0,7. Batiskuma limenis (p) ar vértibu, kas mazaka par 0,05, vertéts

ka statistiski ticams. SPSS 20.0 programma izmantota nepiecieSamo aprekinu veiksanai.
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3.3. Materiala apstrade analizei caurstarojosa elektronu mikroskopa

3.3.1. Audu fiksacija un ieguldiSana epoksida svekos

Smadzenu audu materials elektronmikroskopiskajai analizei sasmalcinats 1 mm?®
gabalinos un fiksets 2,5% glutaraldehida Skiduma 0,1 M fosfata buferi (pH=7,4) 2 lidz 4
stundas 4 °C temperatara. Glutaraldehids Jauj veidot cieSaku saistibu starp molekulam ar
metiltiltina palidzibu neka formalins, tapec fiksejoSas ipaSibas ir stiprakas. Fiksetais
audu materials skalots fosfata bufera Skiduma (pH=7,4), kam pievienota saharoze (tris
reizes buferis mainits ik péc 10 minatem 4 °C temperatiira). Papildu fiksacija veikta ar
1% osmijskabi 0,1 M fosfata buferi 1 stundu 4 °C temperatara. Pecfiksacija ar
osmijskabi nepiecieSama, lai pilnigi stabilizétu Stnu struktaras. PEc tam preparats tris
reizes skalots fosfata bufera Skiduma bez saharozes, ik péc 10 minatém Skidumu mainot
4 °C temperatara. Tad audu materials atadenots ar spirtu pieaugo3a koncentracija (50°,
70°, 80°, 90°, 96° un 100°), katras koncentracijas spirta Skidumu nomainot 2 — 3 reizes ik
pec piecam minatém 4 °C temperatiira. P&c izturéSanas 70° spirta, audu gabalinus uz
diennakti ievieto 2% uranilacetata 70° spirta Skiduma. Audu materials pakapeniski
piesatinats ar epoksida sveku (Epoxy embedding medium Kkit: Epoxy embedding
medium, Epoxy embedding medium hardener DDSA [2-dodecenylsuccinic anhydrite],
NMA [methylnadic anhydrite], Sigma-Aldrich, Buchs, Switzerland) komponentu un
acetona maisijumu, izturot termostata +37 °C temperatira vienu stundu. Péc tam audu
gabalini atstati pa nakti istabas temperatira epoksida sveku maisijuma (bez katalizatora
Epoxy embedding medium accelerator DPM-30 [2,4,6-
Tris(dimethulaminomethyl)phenol]). Materials ieguldits epoksida sveku maisijuma (ar
katalizatoru) specialas plastmasas kapsulas un ievietots termostata +60 °C temperatira
uz 24 — 48 stundam (Maunsbach, 1994; Celis, 1994).

3.3.2. Pusplano audu griezumu gatavoSana

Smadzenu audu materiala pusplanie griezumi, kas krasoti ar toluidinzilo, lauj
noveértét griezuma ietverto pamatelementu kopgjo ainu un izvertet morfologiskas
izmainas gaismas mikroskopa. Salidzinot ar parafina ieguldito audu materiala analizi, $1

metode ir informativaka — ta dod plasSakas iespgjas atpazit, izveértét un aprakstit
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smadzenu $anu struktaru. ST metode dod iespgju precizi izveleties turpmako ultraplano
griezumu analizes vietu.

No epoksida svekos ieguldita audu materiala, izmantojot ultramikrotomu
(Y2088, LKB, Zviedrija), izgatavoti 1 — 2 pm biezi audu pusplanie griezumi. Talak no
ultramikrotoma audu griezumi parnesti uz priekSmeta stiklipa, uz kura ieprieks
uzpilinats adens piliens, pec tam Zavéti uz elektriskas plits. Tada veida izZzavétie audu
griezumi iztaisnojas un pielimgjas pie priekSmeta stikla. KrasoSanai gatavots 1%
toluidinzila Skidums adeni pie pH 9,0 (Taitep,1974). Pagatavotajam Skidumam
pievienots natrija tetraborata tidens atSkaidijums attieciba 1:1. KrasoSanas intensitate
atkariga no krasas koncentracijas, krasoSanas laika, audu griezumu biezuma un
temperataras. Uz priekSmeta stikla ar griezumiem uzpilinata krasa un stikls sildits
apmgeram pusminati. Tad stikls noskalots ar destilétu adeni un Zavets. Nokrasotie audu
griezumi parklati ar ieslégSanas vidi un segstiklinu.

Pusplanie smadzenu audu griezumi analizeti un izverteti pie dazadiem gaismas
mikroskopa palielinajumiem. Ar 400x gaismas mikroskopa palielinajumu var vertet
smadzenu pamatelementu izvietojumu, to savstarpgjas attiecibas, krasoSanas kvalitati,
ka art analizét Sunas, Stunu kodolus, iesléegumus u.c. (Zalcmane un Groma, 2004,
Kamann et al., 2007).

3.3.3. Ultraplano audu griezumu gatavoSana

P&c pusplano audu griezumu novértéSanas gaismas mikroskopa izvéléta noteikta
elektronmikroskopiskai analizei deriga audu materiala vieta preparata, lai pagatavotu 60
— 80 nm ultraplanus griezumus. Pec tam, kad bloka atrasta nepiecieSama audu vieta un
pats bloks noasinats, ar ultramikrotoma (Y2088, LKB, Zviedrija) palidzibu pagatavoti
ultraplanie griezumi.

Pirma audu kontrastéSana (krasoSana) notikusi péc audu fikséSanas 1%
osmijskabe (osmija tetroksida (Acros Organics, Geel, Belgium) Skidums fosfata buferi),
kas satur smaga metala atomus. Osmijskabe reagé gan ar lipidiem, gan ar
olbaltumvielam, rezultata palielinot kontrastu starp Sanu membranu lipoproteidiem un
citoplazmas tauku ieslegumiem. Nukleoproteidu kontrasts ir salidzinoSi mazaks, jo

osmijskabe reagg tikai ar to olbaltumvielu komponentu. Veélak ultraplanie griezumi, kas
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novietoti uz vara sietinpiem, dubultkontrastéti ar uranilacetata (Polysciences, Inc,
Warrington, P.A.) Skidumu un svina citratu (pagatavots no svina (Il) nitrata (Merck,
Darmstatd, Germany), natrija citrata monohidrata (Merck, Darmstatd, Germany) un 1M
Na hidroksida) (Reynolds, 1963). Elektronmikroskopija audu ultraplano griezumu
dubultkontrasteSana (dubultkrasoSana) ietver: 1 — kontrastéSanu ar uranilacetata
Skidumu 10 — 20 minates, 2 — skaloSanu ar destilétu adeni, 3 — kontrastéSanu ar svina
citratu 2 — 5 minates, 4 — skaloSanu ar destilétu tdeni. Zinams, ka uranilacetats
ievérojami palielina DNS un RNS kontrastu, mazak — olbaltumvielu kontrastu. Tadgl
uranilacetatu uzskata par selektivu, bet nespecifisku nukleinskabju krasvielu. Krasviela
var reaget ar fiksatora molekulam, kas saistitas ar audiem. Svina citrats saistas ar
osmijskabes savienojumiem starp osmiju un daZiem Sunas komponentiem audu
fiksacijas laika. Tada veida pec fiksacijas ar osmijskabi svins darbojas ka universala
audu kontrastviela. Svina sali augstas pH vértibas labi iekraso Stanas membranu
(Watson, 1958).

Preparata analize vispirms veikta maza elektronu mikroskopa palielinajuma (ap
2000% — 3000x). Pec tam, kad vajadzigais Sunu griezums atrasts, tas analizets, aprakstits
un, ja nepiecieSams, fotograféts rezultatu dokumentéSanai. Turpmak, veicot preparatu
analizi, izvelets lielaks palielinajums. Optimalais preparata analizes palielinajums
atkarigs no parauga ipatnibam un kontrasta. Darba preparatu analize veikta
palielinajuma no 2000x Iidz 40000x. JEOL firmas elektronu mikroskopa JEM 1011
(Japana) zem ekrana ievietotas specialas Kodak firmas fotoplatnites (SO-163, Kodak,
Rochester, N.Y.), kas parklatas ar sikgraudainu emulsiju, nodroSinot elektronattéla
detalu fiksaciju. Talak fotoplatnites attistitas, izmantojot atbilstoSu Kodak firmas
fotofilmu attistitaju un skengtas (Epson Perfection V700 Photo, Seiko Epson Corp.,

Japana) digitalai attélu iegtsanai.

3.4. Materiala apstrade analizei sken€josa elektronu mikroskopa un EDX

3.4.1. Materiala sagatavo$ana analizei skengjosa elektronu mikroskopa

Audu autopsijas gabalini sakotngji fikseti atbilstosi metodei 2,5% glutaraldehida
Skiduma un 1% osmijskabé. Audu apstrades ar osmijskabi merkis ir audu cietibas

panakSana un elektriskas vaditspéjas palielinasana. Pirms audu ZaveéSanas kritiskaja
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punkta, tie atadenoti pieaugoSas koncentracijas acetona (60°, 70°, 80°, 90°, 100°).
Zave$ana kritiskaja punkta ar Zavétaju (E3000, Agar Scientific Ltd, Anglija)
nodroSinata ar oglskabas gazes (CO,), attieciga spiediena un wdens temperatiras
palidzibu. Sausie paraugi piestiprinati specialam turétajam ar sudraba pastas palidzibu,
tad parklati ar zelta kartinu katoda putinataja aparata (JFC-1300, JEOL, Japana).
Sagatavotie audu turctaji ar paraugiem ievietoti skengjosa elektronu mikroskopa JSM-
6490LV (JEOL, Japana); SEI (sekundaro elektronu attéloSana) reZzima pie 25kV liela

sprieguma paraugi verteti 3,000x — 20,000x liela palielinajuma.

3.4.2. Rentgenmikroanalizes metode

Starpkatedru elektronmikroskopijas laboratorija sagatavoti smadzenu autopsiju
paraugi, tos 1paSi apstradajot kimisko elementu analizei ar EDX skengjosa
elektronmikroskopa augsta vakuuma apstak]os. Audu griezumi atadenoti pieaugosas
koncentracijas acetona (60°, 70°, 80°, 90°, 100°). P&c zavéSanas kritiskaja punkta
paraugi sagatavoti, parklajot tos ar oglekla Kartinu. Sagatavotie audu turctaji ar
paraugiem ievietoti skengjo$a elektronu mikroskopa JSM-6490LV; BSE (atstarotie
sekundarie elektroni) reZima pie 25kV liela sprieguma paraugi verteti 3,000x — 20,000x
liela palielinajuma.

Elementu sastava noteikSanai analizéts parauga izstaroto sekundaro rentgenstaru
spektrs, izmantojot ar Skidru slapekli dzesétu silicija detektoru (JSM 6490LV, JEOL,
Japana) ar no poliméru filmas veidotu ieejas logu, kas, atSkiriba no detektoriem ar
berilija logu, lavis registrét ari vieglos elementus, sakot no bora un ieskaitot organiskas
vielas svarigos elementus — oglekli un skabekli. Elementu analizes ekspozicijas laiks
ildzis ne vairak par 10 minateém, nodroSinot minimalu parauga materiala desorbciju zem
elektronu kula. legatajos rentgenfluorescences spektros novertets, kuri spektralie
maksimumi ir virs trokSnu limena, noteikti artefakti, ta saucamie "summas" piki un
energijas noplades silicija detektora (“escape™) piki. Kopa ar $o informaciju iegatais
spektrs izmantots elementu koncentracijas aprékinam ar firmas "Ametek" programmu
paketi, lietojot ta saucamo fundamentalo parametru metodi, tas ir, izmantojot zinamos
atomu fundamentalos parametrus un neizmantojot empirisku salidzinasanu ar zinamas

elementu koncentracijas saturoSiem etalonparaugiem.
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4, REZULTATI
4.1. Gaismas mikroskopijas rezultati

Hroniskiem alkohola lietotajiem parskata griezumos novéro galvas smadzenu
asinsvadu pilnasinibu, perivazalas hemoragijas, difazu perivaskularu tasku, biezi miksta
smadzenu apvalka fibrozi un pereklveidigus demielinizacijas rajonus baltaja viela (4.1.
A, B, C att.). Aknu analize uzrada pereklainu vai totalu hepatocitu steatozi, biezi novero
hepatocitus, kas satur lielpiliena tauku ieslegumus, t.s. tauku cistas citoplazma. Novero
periportalu un portalu fibrozi, reizém izteiktu cirozi (4.1. D att.). BieZi novéro portalu
aknu cirozi uz difazas aknu steatozes fona.

Narkotisko  vielu lietotajiem  novérota galvas smadzenu  tuska,
sastregumpilnasiniba un asinsvadu mikrocirkulacijas traucgjumi. Aknu audu analize
uzrada hepatocitus ar gluda endoplazmatiska tikla hiperplaziju, leikocitaru infiltraciju
portalajos traktos, taukaino hepatozi un aknu fibrozi.

Kontroles grupa viena no gadijjumiem Kkonstatéta asinsvadu pilnasiniba
smadzenu viela. SeSos no analizétajiem kontroles paraugiem novérots galvas smadzenu
miksta apvalka neregulars caurasinojums, smadzenu apvalku un vielas nevienmériga
pilnasiniba, tacu vielas zimgjums saglabats. Pieci no analizétajiem kontroles paraugiem
histologiski bez izmainam. Kontroles grupa, analizéjot aknu audus, divos gadijumos
novérota aknu hepatoze, viena gadijuma limfocitu infiltrati un viena no tiem ari fibroze,
citos daivinu un parenhimas zimgjums saglabats. Aknu audos tika konstatéta sikpilienu
hepatoze, mazizteikta steatoze, Zultsstaze un neizteikta fibroze, 4 no p&tamas grupas
gadijumiem aknu audi bez patologijas.

Gaismas mikroskopa, analizéjot pusplanos griezumus bazalo gangliju rajona
pelekaja viela, novéro neironu kermenus un to izaugumus, astrocitus, retak
oligodendrocitus, savukart baltaja viela novero oligodendrocitus ar nelielu, apalu un

tum3u kodolu, mielingtus aksonus un polimorfus astrocitus (4.2. A,B att.).
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4.1. att. Alkohola lietotaju grupa: asinsvadu pilnasiniba SN pelekas (A) un baltas vielas
(C) rajonos, x400, x200; (B) pereklveidigi demielinizacijas rajoni SN baltaja viela, x250;
(D) aknu fibroze, tauku cistas hepatocrttu citoplazma, x100

4.2. att. Pusplanie griezumi: (A) SN rajona peleka viela, (B) SN rajona balta viela, x400
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4.1.1. NSE imanhistokimiskas izpétes rezultati

Imanhistokimiskas reakcijas ar anti-NSE antivielu tika veiktas izlases veida,
ietverot gan hronisku alkohola un narkotisko vielu lietotaju gadijumus, gan kontroles
grupas materialu. NSE ekspresija novérota neironu perikariona un izaugumos.
Noverots, ka NSE imanekspresija varig, izvertejot intensitati SN un CS rajonos.

Hronisku alkohola lietotaju SN rajona pelekas vielas neironos novérota
intensitate vari€ja no negativas (0) Iidz vajai (1), neiropila vaja (1) un mérena (2), baltas
vielas rajona ta varic no negativas (0) lidz mérenai (2). CS rajona pelekaja viela
neironos negativa (0), biezak merena (2), neiropila vaja (1) un mérena (2), baltas vielas
Skiedras vari¢ no negativas (0) lidz izteiktai (3) intensitatei (4.3. A att.). Hronisku
alkohola lietotaju CC rajonos novérota vaja (1), biezak mérena (2) NSE intensitate
pelekas vielas neironos, neiropila vaja (1) un mérena (2), baltas vielas Skiedras negativa
(0), retak vaja (1).

4.3. att. NSE ekspresija hronisku alkohola lietotaju CS rajona (A), x250; narkotisko vielu
lietotaju SN pelekaja viela (B), x400; kontroles grupas SN un CS rajonos (C,D), x250
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Narkotisko vielu lietotaju grupa SN rajona pelékaja viela novéro negativu vai
reti vaji pozitivu (1) imanreaktivitates intensitati neironos, savukart neiropila mérenu
(2) lidz izteiktu (3), baltas vielas rajona lidzigi (4.3. B att.).

No kontroles grupas izvélétajos gadijumos negativa (0), biezak izteikta (3)
intensitate novérota SN pelekas vielas neironos, neiropila vaja (1) Iidz mérena (2),
savukart baltas vielas rajonos mérena (2) (4.3. C att.). CS rajona pelekas vielas neironos
noveérota negativa (0) un reti vaja (1) NSE intensitate, savukart neiropila mérena (2).
Variabla NSE intensitate konstatéta baltas vielas rajonos, kur novérota gan vaja (1), gan
izteikta (3) (4.3. D att.).

4.1.2. GFAP imiainhistokimiskas izpétes rezultati

Sakara ar sarezgito galvas smadzenu telpisko struktiaru, astrocitu diferenciacijai
tika izmantots specifiskais astrocitu markieris — monoklonala anti-GFAP antiviela,
izlases veida izveloties gadijumus no hronisku alkohola un narkotisko vielu lietotaju
pétijuma grupam.

Izteikta (3) GFAP intensitate tika noverota gan CC astrocitos baltaja viela, gan
pelekas vielas rajonos. Lidzigi CS rajona astrocitos — gan baltaja, gan pelekaja viela —
alkohola un narkotisko vielu lietotajiem noverota izteikta (3) GFAP intensitate (4.4.
A,B,C,D att.).

Anti-GFAP antivielas lokalizacija vertéjama ka difaza, to novéro gan $anas
kerment, gan izaugumos. Izteiktu GFAP intensitati (3) novero astrocitu gala izaugumos

pie asins kapilariem (4.4. B,D att.).
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4.4. att. GFAP ekspresija CS rajona (A,B) hroniskiem alkohola lietotajiem, x200;
(C,D) narkotisko vielu lietotajiem, x200, X250

4.1.3. Dzelzs histokimiskas noteikSanas rezultati

Perlsa reakcija tika veikta izlases veida, ietverot gan hronisku alkohola un
narkotisko vielu lietotaju gadijumus, gan kontroles grupas materialu. Perlsa reakcija
stinas ar dzelzi saturo$am granulam noveéro zila krasa. lzvélétajos paraugos no hronisku
alkohola lietotaju grupas Fe pozitivas Stnas tika noverotas maz, biezi neviena.
Salidzinosi vairak Fe depozitus novero narkotisko vielu lietotaju grupa asins kapilaru
tuvuma (4.5. AB att.).

64



4.5. att. Fe depoziti narkotisko vielu lietotaju grupa asins kapilaru tuvuma: CS rajons
(A,B), x250, x200

4.1.4. CD68 imuanhistokimiskas izpetes rezultati

Izteiktu (3) CD68 intensitati novérojam gan pelckaja, gan baltaja viela
hroniskiem alkohola lietotajiem visos izp&tes smadzenu rajonos. Biezi CD68 pozitivas
Stinas novero asins kapilaru, art neironu tuvuma (4.6. A,B att.).

4.6. att. CD68 pozitivas Suinas asins kapilaru un neironu tuvuma CS rajona baltaja (A) un
pelekaja (B) viela, X250, x200
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4.1.5. TGF-B1 imunhistokimiskas izpétes rezultati

Statistiski ticami atSkiras alkohola atkarigo un kontroles TGF-B1 pozitivo
neironu skaits SN rajona: 1,0 (0,0; 6,0) un 0,0 (0,0; 1,0), (p<0,001), CS rajona 8,5 (2,0;
19,0) un 1,0 (0,0; 12,3), (p<0,001), CC statistiski ticamas atSkiribas nenovéro: 17,5
(11,0; 29,0) un 21,0 (7,0; 26,0), (p=0,266), (4.7. att.).

Salidzinot TGF-B1 intensitati neironos starp izp&tes rajoniem pétijjuma grupas,
dati statistiski ticami atSkiras (p=0,007) gan hroniskiem alkohola lietotajiem, attiecigi:
SN 1,0 (0,0; 1,0), CS 1,0 (1,0; 1,0) un CC 1,0 (1,0; 1,0), gan kontrolei (p<0,001),
attiecigi SN 0,0 (0,0; 1,0), CS 1,0 (0,0; 1,0) un CC 1,0 (1,0; 1,0). Salidzinot TGF-p1
intensitati neironos hroniskiem alkohola lietotajiem un kontrolei, dati statistiski ticami
atskiras visos izpétes rajonos: SN un CS (p<0,001), ka art CC (p=0,008).
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4.7. att. Hronisku alkohola lietotaju un kontroles grupas kopéjais neironu skaits (N) un
TGF-p1 pozitivo neironu skaits (N/P) izpetes rajonos

Salidzinot TGF-B1 intensitati neiropila starp izp&tes rajoniem, dati statistiski
ticami atSkiras (p<0,001) gan hroniskiem alkohola lietotajiem, attiecigi: SN 1,0 (0,0;
1,0), CS 1,0 (0,0; 1,0) un CC 0,0 (0,0; 1,0), gan kontrolei (p<0,001), attiecigi SN 0,0
(1,0; 2,0), CS 1,0 (1,0; 2,0), CC 0,0 (0,0; 1,0).
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Statistiski ticamas atSkiribas (p<0,001) TGF-B1 intensitatei novéro hroniskiem
alkohola lietotajiem, salidzinot SN rajona neironus ar neiropilu: 1,0 (0,0; 1,0) un 1,0
(0,0; 1,0), lidzigi CC rajona 1,0 (1,0; 1,0) un 0,0 (0,0; 1,0). Lidzigi, statistiski ticamas
atsSkiribas (p<0,001) noveéro, salidzinot baltas vielas Skiedras ar neiropilu — SN: 2,0
(2,0;3,0) un 1,0 (0,0;1,0), CC: 2,0 (1,0;2,0) un 0,0 (0,0; 1,0).

TGF-B1 intensitate narkomaniem neironos statistiski ticami atSkiras, salidzinot
ar kontroli, CC rajona: 1,5 (1,0; 3,0) un 1,0 (1,0; 1,0), (p<0,001), citos rajonos atSkiribas
NeNovVero.

Kontroles grupa novero statistiski ticamas atSkirtbas (p<0,001) TGF-f1
intensitatei visos izpétes rajonos, salidzinot neironus ar neiropilu — SN: 0,0 (0,0; 1,0) un
0,0 (1,0; 2,0), lidzigi CS rajona 1,0 (0,0; 1,0) un 1,0 (1,0; 2,0), ka art CC 1,0 (1,0; 1,0)
un 0,0 (0,0; 1,0). Turklat, statistiski ticamas atSkiribas (p<0,001) novéro, salidzinot SN
baltas vielas Skiedras ar neiropilu: 2,0 (2,0; 3,0) un 1,0 (0,0; 2,0), lidzigi CS rajona 1,0
(1,0; 2,0) un 1,0 (1,0; 2,0), CC atsSkiribas nenoveéro.

Ependimociti uzradija negativu (0) un vaju (1) TGF-B1 imanreaktivitates
intensitati alkohola lietotaju grupa. Vidgji izteikta TGF-B1 ekspresija novérota VL
sienina.

Salidzinot alkohola atkarigo grupa TGF-B1 ekspresiju neironos starp izpéetes
rajoniem, novero statistiski ticamas atSkiribas (p<0,001): SN 0,04 (0,00; 0,40), CS 0,8
(0,15; 1,00), CC 0,88 (0,50; 1,00). Lidzigi, salidzinot kontroles grupa TGF-p1
ekspresiju neironos starp izpetes rajoniem, novéro statistiski ticamas atSkiribas
(p<0,001): SN 0,00 (0,00; 0,07), CS 0,33 (0,00; 0,97), CC 0,88 (0,26; 1,00). Salidzinot
TGF-B1 ekpresiju alkohola atkarigajiem ar kontroli, statistiski ticami atSkiras SN
(p<0,001) un CS neironi (p=0,001), CC neironos atskiribas nenovéro (p=0,372), (4.8.
att.).

67



Bl substantia nigra
I compus striahun
[ ] cortex

3,0

E e
oo 0

2,54

k3
L]
1

*

Ekspresija
g

0,57

=

1
E— 00 O A% %
Bas % 4

0,0

T T
Alkoholil Fontiole
Grupa

4.8. att. Hronisko alkohola lietotaju un kontroles grupas TGF-p1 ekspresija neironos
izpétes rajonos

Salidzinot hronisko alkohola lietotaju grupa TGF-B1l ekspresiju neironos un
baltas vielas Skiedras, iegati statistiski ticami atSkirigi rezultati (p<0,001) SN rajona:
0,04 (0,00; 0,40) un 0,95 (0,60; 1,50), (p<0,001). Salidzinot kontroles grupa TGF-B1
ekspresiju neironos un baltas vielas Skiedras, ieguti statistiski ticami atSkirigi rezultati
(p<0,001) — SN: 0,00 (0,00; 0,07) un 1,40 (0,80; 2,10), CC 0,88 (0,26; 1,00) un 1,60
(0,90; 2,00).

Salidzinot hronisko alkohola lietotaju grupa TGF-B1 ekspresiju neiropila visos
izp&tes rajonos, novero statistiski ticamas atskiribas (p<0,001): SN 0,20 (0,00; 0,80), CS
0,20 (0,00; 0,50), CC 0,00 (0,00; 0,60), (p=0,007). Lidzigi, salidzinot kontroles grupa
TGF-B1 ekspresiju neiropila visos izpétes rajonos, novero statistiski ticamas atSkiribas
(p<0,001): SN 0,40 (0,00; 1,00), CS 0,20 (0,10; 0,40), CC 0,00 (0,00; 0,68), (p<0,001).
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4.9. att. TGF-B1 ekspresija hronisku alkohola lietotaju grupa: (A) SN baltas vielas rajona,
%200, un (C) CS rajona pelekaja un baltaja viela, x100; (B) kontroles grupas SN rajona
baltaja viela, X100, un (D) pelekas vielas neironos, x200; (E) narkotisko vielu lietotaju CC
neironos, x250, un (F) SN rajona neironos, x200

Alkohola atkarigajiem statistiski ticami atSkiras (p<0,001) TGF-B1 ekspresija
Visos izpétes rajonos baltas vielas Skiedras, salidzinot ar neiropilu — SN 0,95 (0,60;
1,50) un 0,20 (0,00; 0,80), CS: 0,70 (0,20; 1,20) un 0,20 (0,00; 0,50), CC: 0,90 (0,60;
1,00) un 0,00 (0,00; 0,60), (4.9. A,C att.). Lidzigi, kontroles grupa statistiski ticami
atSkiras (p<0,001) TGF-Bl ekspresija Vvisos izpétes rajonos baltas vielas Skiedras,
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salidzinot ar neiropilu — SN: 1,40 (0,80; 2,10) un 0,40 (0,00; 1,00), CS 0,60 (0,20; 1,00)
un 0,20 (0,10; 0,40), CC 1,60 (0,90; 2,00) un 0,00 (0,00; 0,68), (4.9. B,D att.).

Salidzinot TGF-B1 ekpresiju hroniskiem alkohola lietotajiem ar kontroli,
statistiski ticami atSkiras SN neiropils 0,20 (0,00; 0,80) un 0,40 (0,00; 1,00), (p=0,028);
SN baltas vielas Skiedras, attiecigi 0,95 (0,60; 1,50) un 1,40 (0,80; 2,10), (p<0,001), ka
art CC baltas vielas Skiedras, attiecigi 0,90 (0,60; 1,00) un 1,60 (0,90; 2,00), (p<0,001).
Citur at8kiribas nenovero.

Narkotisko vielu lietotajiem, salidzinot ar kontroli, statistiski ticami atSkiras gan
pozitivo neironu skaits 40,5 (33,3; 45,8) un 21,0 (7,0; 26,0), gan TGF-B1 ekspresija:
1,20 (0,84; 2,66) un 0,88 (0,26; 1,00), (p=0,011) tikai CC rajona (4.9. E att.).
Narkotisko vielu lietotajiem, salidzinot ar kontroli, statistiski ticamas TGF-B1
ekspresijas atSkirtbas novéro, salidzinot SN neiropilu 0,00 (0,00; 0,20) un 0,40 (0,00;
1,00), (p<0,001) un baltas vielas Skiedras 0,90 (0,50; 1,60) un 1,40 (0,80; 2,10),
(p<0,001). CC rajona novero statistiski ticamas atSkiribas, salidzinot baltas vielas
Skiedras 1,10 (0,30; 1,80) un 1,60 (0,90; 2,00), (p=0,003).

Narkotisko vielu lietotajiem statistiski ticamas TGF-B1 ekspresijas atSkiribas
(p<0,001) novero, salidzinot neironus un baltas vielas Skiedras visos izp&tes rajonos: SN
0,00 (0,00; 0,14) un 0,60 (0,40; 0,63); CS 0,50 (0,00; 0,93) un 0,40 (0,10; 0,50), CC
1,20 (0,84; 2,66) un 0,35 (0,20; 0,40), (4.9. F att.).

Salidzinot alkohola lietotaju, narkomanu un kontroles grupas neironus visos
izpétes rajonos, statistiski ticami atSkiras neironu skaits CS un CC rajonos, ka ari
TGF-B1-pozitivo neironu skaits visos izpétes rajonos (p<0,001), (4.10., 4.11., 4.12. att.).
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4.10. att. Visu izpétes grupu kopgjais neironu skaits (N) un TGF-B1 pozitivo neironu
skaits (N/P) SN rajona
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4.11. att. Visu izpetes grupu kopgjais neironu skaits (N) un TGF-B1 pozitivo neironu
skaits (N/P) CS rajona

71



B cortex (M)
[ cortex (H/P)
O
G0
]
o
wr 40
]
g o
[0]
20+
O
8]
I:I_
T T T
Alkoholil: HNarkomam Fontiole
Grupa

4.12. att. Visu izpétes grupu kopgjais neironu skaits (N) un TGF-p1
pozitivo neironu skaits (N/P) CC rajona

Hroniskiem alkohola lietotajiem neironos TGF-B1 ekspresija statistiski ticami
korelé ar SOD1 ekspresiju SN (r=0,199, p=0,038), CC rajonos turpreti novero negativu
korelaciju (r=-0,326, p<0,001). Savukart CS rajona novéro negativu korelaciju ar
MMP9 ekspresiju (r=-0,366, p<0,001). Kontroles grupa novéro pozitivu TGF-B1
korelaciju ar SOD1 ekspresiju SN (r=0,257, p=0,22) un CC (r=0,553, p=0,002)
neironos, savukart CS rajona novéro negativu ekspresijas korelaciju (r=-0,528, p=0,17).

Alkohola lietotaju grupa novero pozitivu TGF-B1 ekspresijas korelaciju ar
MMP9 ekspresiju SN neiropila (r=0,360, p<0,001), savukart negativu korelaciju ar
SOD1 CC neiropila (r=-0,197, p=0,025). Kontrolei novero pozitivu TGF-B1 ekspresijas
korelaciju ar SOD1 ekspresiju neiropila SN rajona (r=0,307, p=0,006), savukart CS
rajona novero negativu korelaciju (r=-0,600, p=0,005).

Alkohola lietotajiem novero negativu TGF-B1 ekspresijas korelaciju ar MMP9
ekspresiju CS rajona baltas vielas Skiedras (r=-0,303, p=0,004), savukart Seit pozitiva
korelacija ar SOD1 (r=0,332, p=0,005). Kontrolé novéro pozitivu korelaciju TGF-B1
ekspresijai ar SOD1 ekspresiju SN baltas vielas Skiedras (r=0,243, p=0,030).

Kopsavilkums.

Salidzinot TGF-B1 ekspresijas medianas vertibas neironos, hroniskiem alkohola

lietotajiem SN un CS rajonos tas ir augstakas neka kontrolei, CC atSkiribas nenoveéro.
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Zemakas TGF-B1 ekspresijas medianas vertibas bija alkohola lietotaju grupa SN un CC
baltas vielas Skiedras, tas salidzinot ar kontroli. Narkotisko vielu lietotajiem, salidzinot
ar kontroli, neironos augstakas medianas vertibas novéro tikai CC rajona, lidzigi,
augstakas tas bija ar1, salidzinot baltas vielas Skiedras.

Hroniskiem alkohola lietotajiem neironos TGF-B1 ekspresija statistiski ticami
korele ar SOD1 ekspresiju SN rajona, CC rajona turpreti novéro negativu korelaciju.
Savukart CS rajona novero negativu TGF-B1 korelaciju ar MMP9 ekspresiju.
Hroniskiem alkohola lietotajiem noveéro negativu TGF-B1 ekspresijas korelaciju ar
MMP9 ekspresiju CS rajona baltas vielas Skiedras, savukart Seit pozitiva korelacija ar
SODL1 ekspresiju.

4.1.6. NGFR imainhistokimiskas izpétes rezultati

Salidzinot SN rajona NGFR pozitivo neironu skaitu, ieguvam statistiski ticamas
atskiribas (p<0,001) visas izp&tes grupas: hroniskiem alkohola lietotajiem 7,3%, (n=8),
narkomaniem 38,0%, (n=35) un kontroles grupa 11,4%, (n=19), (4.13. att.). Salidzinot
ar kontroli (44,3%), (n=31), alkohola lietotajiem novéro 29,1%, (n=32) NGFR pozitivas
baltas vielas Skiedras SN rajona (p=0,037), — narkomaniem (40,0%), (n=20),
salidzinajuma ar kontroli, statistiski ticamas atSkirtbas nenovéro (4.14. att.).

Salidzinot CS rajona NGFR pozitivo neironu skaitu, ieguvam statistiski ticamas
atSkiribas (p<0,001): alkohola lietotajiem 26,0%, (n=26), narkomaniem 40,0%, (n=20)
un kontroles grupa 6,0%, (n=3), (4.13. att.). Salidzinot CS rajona NGFR pozitivo
Skiedru daudzumu baltas vielas rajona, neieguvam statistiski ticamas atSkiribas:
alkohola lietotajiem 40,0%, (n=40), narkomaniem 28,0%, (n=14) un kontroles grupa
28,0%, (n=14).

Salidzinot CC rajona NGFR pozitivo neironu skaitu, ieguvam statistiski ticamas
atskiribas (p<0,001): alkohola lietotaju grupa 45,0%, (n=27), kontroles grupa 0,0%,
(n=0), lidzigi dati ieguti, salidzinot abu grupu baltas vielas Skiedras: 46,7%, (n=28) un
0,0%, (n=0).
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4.13. att. NGFR-pozitivo neironu skaits substantia nigra, corpus striatum un
cortex cerebri rajonos alkohola lietotaju un kontroles grupas
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4.14. att. NGFR-pozitivo Skiedru daudzums substantia nigra, corpus striatum
un cortex cerebri baltas vielas rajonos alkohola lietotaju un kontroles grupas

Neironu izaugumi uzradija heterogenu NGFR ekspresiju CC un bazalo gangliju
rajonos.

Hroniskiem alkohola lietotajiem NGFR intensitate neironos SN rajona bija
parsvara negativa (0), CS rajona vaji izteikta (1); attiecigi mérena (2) intensitate

noveérota SN baltas vielas rajonos, bet mérena (2) Iidz izteikta (3) CS rajona baltaja viela
(4.15. A,B att).
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Narkotisko vielu lietotajiem novéro parsvara negativu (0) intensitati bazalo
gangliju rajona, reti ta bija vaji izteikta (1). SN rajona baltaja viela tika novérota izteikta
intensitate (3), savukart CS baltaja viela ta bija mérena (2) I1dz izteikta (3), (4.15. C att).

Kontroles grupa bazalo gangliju neironu aksoni demonstréja negativu (0) vai loti
vaju NGFR intensitati, taja paSa laika SN un CS baltas vielas rajonos noverota vidgja
(2) lidz izteikta (3) NGFR intensitate (4.15. D att).

4.15. att. (A) NGFR ekspresija alkohola lietotaju grupa SN rajona pelekaja, x250, un
(B) CS baltaja viela, x250; (C) narkotisko vielu lietotaju SN rajona pelekaja un baltaja
viela, x200; (D) kontroles grupa SN rajona baltaja viela, x250

Kopsavilkums.

Salidzinot ar kontroles grupu, izp&tes grupas SN rajonos NGFR intensitate bija
zemaka gan pelékas, gan baltas vielas rajonos, CS un CC rajonos ta bija augstaka.

AtSkiribas tika noverotas, salidzinot art SN rajona NGFR-pozitivo neironu skaitu
un Skiedru daudzumu alkohola lietotajiem ar kontroli, attiecigi ( 7,3%, (n=8) un 11,4%,
(n=19), p<0,001; 29,1%, (n=32) un 44,3%, (n=31), p=0,037).
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4.1.7. SOD1 imanhistokimiskas izpétes rezultati

Neironu perikarionu skaits statistiski ticami atSkiras hroniskiem alkohola
lietotajiem Saja petijuma ieklautajos rajonos, uzradot sekojoSus raditajus: smadzenu
garoza 25,0 (19,0; 35,0), CS 19,0 (12,0; 29,8) un SN 14,0 (9,0; 22,0), (p<0,001). Lielaks
SOD-pozitivu neironu skaits tika noverots CC rajona gan hroniskiem alkohola
lietotajiem, gan kontrolei, turklat atSkiribas bija statistiski ticamas — attiecigi 17,5 (11,8;
29,.0) un 15,0 (8,0; 21,0), p=0,014. Taja pasa laika CS and SN uzradija attiecigi
statistiski ticami atSkirigus sekojosSus rezultatus: 15,0 (9,0; 23,0) un 9,5 (5,0; 17,0); 8,0
(3,0; 18,0) un 3,0 (0,0; 7,0), (p<0,001), (4.16. att.).
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4.16. att. Hronisku alkohola lietotaju un kontroles grupas neironu (N)
un SOD1 pozitivo neironu skaits (N/P) izpétes rajonos

Neironos novero sekojoSas SOD1 intensitates hroniskiem alkohola lietotajiem
un kontrolei: attiecigi SN 1,0 (1,0; 1,0) un 1,0 (0,0; 1,0), CS 2,0 (2,0; 3,0) un 2,0 (2,0;
3,0), CC 2,0 (2,0; 3,0) un 1,0 (1,0; 1,0), turklat rezultati statistiski ticami (p<0,001)
atskiras, salidzinot visu rajonu neironu SODL1 intensitati gan alkohola lietotajiem, gan
kontrolei. Salidzinot SOD1 intensitati neironos starp alkohola lietotajiem un kontroli,

statistiski ticamas atSkiribas novéro SN un CC rajonos, (p<0,001).
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Alkohola lietotajiem, salidzinot SOD1 intensitati neironos un neiropila, rezultati
statistiski ticami (p<0,001) atSkiras visos izpétes rajonos: SN 1,0 (1,0; 1,0) un 2,0 (2,0;
3,0), CS 2,0 (2,0; 3,0) un 2,0 (2,0; 3,0), CC 2,0 (2,0; 3,0) un 1,0 (1,0; 2,0). Alkohola
lietotajiem, salidzinot astrocitu un oligodendrocitu SOD1 intensitati pelckaja viela, dati
statistiski ticami atSkiras SN rajona 2,0 (1,0; 2,0) un 1,0 (1,0; 2,0), (p<0,001), un CC
rajona 2,0 (1,0; 2,0) un 2,0 (1,0; 2,0), (p=0,003). Alkohola lietotajiem, salidzinot
astrocttu un oligodendrocitu SODL1 intensitati baltaja viela, dati statistiski ticami atSkiras
SN 2,0 (2,0; 2,0) un 2,0 (2,0; 3,0), (p=0,044), un CS rajonos 2,0 (2,0; 2,0) un 2,0 (2,0;
3,0), (p<0,001).

Alkohola lietotajiem visos izpétes rajonos, salidzinot pelékas un baltas vielas
rajonus, statistiski ticami atSkiras SOD1 intensitate astrocitos: SN 2,0 (1,0; 2,0) un 2,0
(2,0; 2,0), (p<0,001); CS 2,0 (2,0; 3,0) un 2,0 (2,0; 2,0), (p=0,004); CC: astrociti 2,0
(1,0; 2,0) un 2,0 (2,0; 3,0), (p<0,001). Lidzigi, alkohola lietotajiem visos izpé&tes
rajonos, salidzinot pelekas un baltas vielas rajonus, statistiski ticami (p<0,001) atSkiras
SODL1 intensitate oligodendrocitos: SN 1,0 (1,0; 2,0) un 2,0 (2,0; 3,0); CS 2,0 (2,0; 2,0)
un 2,0 (2,0; 3,0); CC 2,0 (1,0; 2,0) un 2,0 (2,0; 3,0). Alkohola lietotaju grupa statistiski
ticamas intensitates atSkiribas (p<0,001) novéro visos izpétes rajonos, salidzinot baltas
vielas Skiedras un pelékas vielas neiropilu: SN 2,0 (1,0; 3,0) un 2,0 (2,0; 3,0); CS 2,0
(1,0; 2,0) un 2,0 (2,0; 3,0); CC 2,0 (1,0; 2,0) un 1,0 (1,0; 2,0).

Lidzigi ka alkohola lietotajiem, kontroles grupa visos izpétes rajonos, salidzinot
SOD1 intensitati neironos un neiropila, rezultati statistiski ticami (p<0,001) atSkiras: SN
1,0 (0,0; 1,0) un 2,0 (1,0; 2,0), CS 2,0 (2,0; 3,0) un 1,0 (1,0; 2,0), CC 1,0 (1,0; 2,0) un
1,0 (1,0; 1,0). Kontroles grupa, salidzinot astrocitu un oligodendrocitu SOD1 intensitati
pelékaja viela, dati statistiski ticami atSkiras visos izpétes rajonos: SN rajona 2,0 (1,0;
2,0) un 1,0 (0,0; 1,0), (p<0,001); CS 2,0 (1,0; 2,0) un 1,0 (1,0; 2,0), (p<0,001) un CC
rajona 0,0 (0,0; 1,0) un 2,0 (2,0; 3,0), (p=0,001). Kontroles grupa, salidzinot astrocitu un
oligodendrocitu SOD1 intensitati baltaja viela, dati statistiski ticami atSkiras SN 2,0
(2,0; 2,0) un 3,0 (2,0; 3,0), (p<0,001) un CS rajona 1,0 (0,0; 1,8) un 2,0 (2,0; 3,0),
(p<0,001). Kontroles grupa, salidzinot pelekas un baltas vielas rajonus, statistiski ticami
atSkiras SOD1 intensitate astrocitos: CS 2,0 (1,0; 2,0) un 1,0 (0,0; 1,8), (p<0,001); CC:
1,0 (0,0; 1,0) un 0,0 (0,0; 1,0), (p=,001). SN rajona statistiski ticamas atSkiribas
nenovero, (p=0,600). Kontroles grupa visos izp&tes rajonos, salidzinot pelekas un baltas
vielas rajonus, statistiski ticami (p<0,001) atSkiras SOD1 intensitate oligodendrocitos:
SN 1,0 (0,0; 1,0) un 3,0 (2,0; 3,0); CS 1,0 (1,0; 2,0) un 2,0 (2,0; 3,0); CC 1,0 (1,0; 2,0)
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un 2,0 (2,0; 3,0). Kontroles grupa statistiski ticamas intensitates atSkiribas (p<0,001),
salidzinot baltas vielas Skiedras un pelékas vielas neiropilu: SN 2,0 (2,0; 2,0) un 2,0
(1,0; 2,0) un CS rajonos 1,0 (1,0; 1,0) un 1,0 (1,0; 2,0). CC rajona statistiski ticamas
SODL1 intensitates atSkiribas nenoveéro, salidzinot baltas vielas Skiedras un pelékas
vielas neiropilu.

Statistiski ticamas SODL1 intensitates atSkiribas (p<0,001) novéro, salidzinot
alkohola lietotajus ar kontroli: SN pelekas vielas neiropila: 2,0 (2,0; 3,0) un 2,0 (1,0;
2,0), oligodendrocitos 1,0 (1,0; 2,0) un 1,0 (0,0; 1,0); baltas vielas Skiedras 2,0 (1,0; 3,0)
un 2,0 (2,0; 2,0), astrocitos 2,0 (2,0; 2,0) un 2,0 (1,0; 2,0), oligodendrocitos 2,0 (2,0;
3,0) un 3,0 (2,0; 3,0). CS pelekas vielas neiropila 2,0 (2,0; 3,0) un 1,0 (1,0; 2,0),
oligodendrocitos 2,0 (2,0; 2,0) un 1,0 (1,0; 2,0); baltas vielas Skiedras 2,0 (1,0; 2,0) un
1,0 (1,0; 1,0), astrocttos 2,0 (2,0; 2,0) un 1,0 (0,0; 1,8). CC pelékas vielas astrocitos 2,0
(2,0; 2,0) un 1,0 (0,0; 1,0), baltas vielas Skiedras 2,0 (1,0; 2,0) un 1,0 (1,0; 1,0),
astrocttos 2,0 (2,0; 3,0) un 0,0 (0,0; 1,0), oligodendrocitos 2,0 (2,0; 3,0) un 2,0 (1,0;
2,0). Salidzinot alkohola lietotajus ar kontroli, ticami atSkiras (p<0,001) astrocitu
intensitate SN baltaja viela un CC pelékaja viela, savukart oligodendrocitu intensitate
ticami atSkiras (p<0,001) SN gan pelékaja, gan baltaja viela.

SODL1 intensitate statistiski ticami (p<0,001) atsSkiras, salidzinot narkotisko vielu
lietotaju un kontroles grupas neironus Vvisos izpétes rajonos: SN 1,0 (1,0; 1,3) un 1,0
(0,0; 1,0), CS 1,0 (2,0; 2,0) un 2,0 (2,05 3,0), CC 3,0 (2,0; 3,0) un 1,0 (1,0; 1,0). SOD1
intensitate statistiski ticami (p<0,001) atSkiras, salidzinot narkotisko vielu lietotaju un
kontroles grupas baltas vielas Skiedras: SN 2,0 (1,0; 2,0) un 2,0 (2,0; 2,0), CC 2,0 (2,0;
2,0)un 1,0 (1,0; 1,0).

SODL1 ekspresija neironos statistiski ticami atSkiras gan alkohola lietotaju, gan
kontroles grupa visos izpétes rajonos (p<0,001): SN 0,96 (0,25; 1,00) un 0,14 (0,00;
0,57), CS 1,97 (1,00; 2,19) un 2,00 (1,55; 2,00), CC 1,78 ( 0,94; 2,57) un 0,86 (0,51;
1,47). Turklat statistiski ticamas ekspresijas atSkiribas uzradija neironi SN un CC
rajonos, salidzinot alkohola lietotaju grupu ar kontroli, (p<0,001), (4.17. un 4.23.
A,B,C att.).
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4.17. att. SOD1 ekspresija neironos pétijuma ieklautajos rajonos
hroniskiem alkohola lietotajiem un kontroles grupa

Alkohola lietotajiem statistiski ticamas ekspresijas atSkirtbas novero, salidzinot
SN (p=0,044) un CS baltas vielas oligodendrocitus ar astrocitiem. Salidzinot pelekas
vielas oligodendrocitus un astrocitus, statistiski ticamas atSkiribas novero tikai CC
rajona (p=0,022).

4.1. tabula apkopoti rezultati (p<0,001) par SOD1 ekspresiju oligodendrocitos,
astrocitos un neiropila pelekas vielas rajonos, ka ari oligodendrocitos, astrocitos un
neironu izaugumos baltaja viela (4.23. D att.) visos izpétes rajonos gan alkohola
lietotajiem, gan kontrolei. Salidzinot SOD1 ekspresiju neiropila un baltas vielas
Skiedras alkohola lietotajiem, statistiski ticamas atSkiribas uzradija: SN 0,90 (0,80; 1,20)
un 0,70 (0,50; 0,90), p<0,001; CS 1,00 (0,90; 1,40) un 0,80 (0,60; 1,00), p<0,001; CC
0,80 (0,70; 1,20) un 0,80 (0,60; 1,00), p<0,001. Alkohola lietotaju grupa augstaku
ekspresiju novéroja visu izpétes rajonu oligodendrocitos baltaja viela, salidzinot
attiecigi ar peleko vielu: SN 0,35 (0,30; 0,60) un 0,30 (0,20; 0,40), p<0,001; CS 0,70
(0,20; 1,50) un 0,60 (0,40; 0,80), p=0,001;CC 0,40 (0,20; 0,80) un 0,20 (0,20; 0,40),
p<0,001. Statistiski ticamas atSkirtbas SOD1 ekspresija noveroja astrocitos, salidzinot
balto un peleko vielu visos izpétes rajonos alkohola lietotajiem ar kontroli, tacu
ekspresija atSkiribas neuzradija, salidzinot attiecigos raditajus grupu robezas. Salidzinot
oligodendrocitus ar astrocitiem baltaja viela visos rajonos alkohola lietotajiem,
statistiski ticamas atSkiribas noveroja sekojosi: SN 0,35 (0,30; 0,60) un 0,30 (0,20;
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0,60), p=0,002; CS 0,70 (0,20; 1,50) un 0,60 (0,20; 1,20), p<0,001; CC 0,40 (0,20; 0,80)
un 0,25 (0,20; 0,40), p<0,001. Turklat alkohola lietotajiem SOD1 ekspresijas sadalijums
oligodendrocitiem un astrocitiem pelékaja viela uzradija lidzigu tendenci. Kontrolg,
pretgji, astrocitos SOD1 ekspresija ticami pieauga pelékaja viela, salidzinot ar
oligodendrocitiem: SN 0,20 (0,18; 0,40) un 0,00 (0,00; 0,00), p<0,001; CS 0,20 (0,10;
0,40) un 0,10 (0,00; 0,20), p<0,001; CC 0,00 (0,00; 0,10) un 0,00 (0,00; 0,10), p=0,037.

Atskiriba no alkohola lietotajiem, kur ticami atSkiras ekspresija tikai CC pelekas
vielas oligodendrocitiem, tos salidzinot ar astrocitiem, kontrolei atSkirtbas novero visos
izpétes rajonos: SN un CS (p<0,001), CC (p=0,037). Salidzinot SOD1 ekspresiju
neiropila alkohola lietotajiem un kontrolei, statistiski ticamas atSkiribas novéro SN un
CC rajonos (p<0,001), (4.18. att.).
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4.18. att. SOD1 ekspresija neiropila alkohola lietotajiem un
kontrolei visos izpétes rajonos

Salidzinot SOD1 ekspresiju baltas vielas Skiedras un i rajona oligodendrocitos
alkohola lietotajiem un kontrolei, statistiski ticamas atSkiribas novero visos izpétes
rajonos (p<0,001), (4.19. att.).
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4.19. att. SOD1 ekspresija baltas vielas Skiedras (BV) un §1 rajona
oligodendrocitos (O) alkohola lietotajiem un kontrolei

LV sieninas ependimocitos alkohola lietotaju grupa novero negativu lidz vidgju
ekspresiju (4.23. E att.). SOD1 ekspresija netika noverota endoteliocitos.

SN rajona novero pozitivu SOD1 ekspresijas korelaciju neironos un baltas vielas
Skiedras alkohola lietotajiem (r=0,222, p=0,002). Kontroles grupa S$adu korelaciju
nenovero. CS rajona SOD1 ekspresijas korelaciju neironos un baltas vielas Skiedras
alkohola lietotajiem nenovero, savukart kontroles grupa novéro negativu korelaciju

(r=-0,264, p=0,042). CC rajona SOD1 ekspresijas korelaciju neironos un baltas
vielas Skiedras alkohola lietotajiem nenoveéro, savukart kontroles grupa novéro pozitivu
korelaciju (r=0,384, p=0,002).

Narkotisko vielu lietotajiem novéro SOD1 pozitivus neironus: SN 11,0 (6,0;
17,0), CS 18,5 (10,3; 27,0), CC 40,0 (34,0; 46,0). Salidzinot alkohola lietotaju,
narkomanu un kontroles grupas SOD1 pozitivos neironus, statistiski ticamas atSkiribas
(p<0,001) atrastas visos izpétes rajonos (4.20., 4.21.,4.22. att.).
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4.20. att. Visu izpéetes grupu neironu kopéjais skaits (N) un SOD1
pozitivo neironu skaits (N/P) SN rajona
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4.21. att. Visu izpetes grupu neironu kopéjais skaits (N) un SOD1
pozitivo neironu skaits (N/P) CS rajona
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4.22. att. Visu izpéetes grupu neironu kopéjais skaits (N) un SOD1
pozitivo neironu skaits (N/P) CC rajona

Narkotisko vielu lietotajiem, salidzinot ar kontroli, neironos SOD1 ekspresijai
novero statistiski ticamas atSkirtbas (p<0,001) visos izpéetes rajonos: SN 1,00 (0,40;
1,00) un 0,14 (0,00; 0,57), CS 1,00 (0,79; 2,00) un 2,00 (1,55; 2,00), CC 2,22 (1,73;
2,79) un 0,86 (0,51; 1,47), (4.23. F att.).

Narkotisko vielu lietotajiem, salidzinot ar kontroli, statistiski ticamas SOD1
ekspresijas atSkirihas novéro visos izpétes rajonos neiropila: SN 1,40 (1,13, 1,60) un
0,70 (0,40; 0,85), (p<0,001), CS 0,80 (0,70; 1,15) un 0,90 (0,80; 1,60), (p=0,001), CC
1,40 (1,40; 1,60) un 0,50 (0,40; 0,60), (p<0,001).

Narkotisko vielu lietotajiem, salidzinot ar kontroli, statistiski ticamas SOD1
ekspresijas atSkirtbas novero visos izpétes rajonos pelékas vielas astrocitos: SN 0,80
(0,40; 1,20) un 0,20 (0,18; 0,40), (p<0,001), CS 0,40 (0,30; 0,80) un 0,20 (0,10; 0,40),
(p=0,001), CC 0,20 (0,20; 0,40) un 0,00 (0,00; 0,10), (p<0,001). Lidzigi — pelekas vielas
oligodendrocitos SN 0,60 (0,40; 0,60) un 0,00 (0,00; 0,00), (p<0,001), CS 0,60 (0,30;
0,70) un 0,10 (0,00; 0,20), (p<0,001), CC 0,40 (0,20; 0,60) un 0,00 (0,00; 0,10),
(p<0,001).

Narkotisko vielu lietotajiem, salidzinot ar kontroli, statistiski ticamas SOD1
ekspresijas atSkirtbas novero SN 0,90 (0,70; 1,20) un 1,20 (0,80; 1,50), (p=0,005) un
CC rajona 0,60 (0,40; 0,80) un 0,35 (0,30; 0,40), (p<0,001) baltas vielas Skiedras.
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4.23. att. (A) SODL1 ekspresija alkohola lietotaju grupa CC rajona neironos, x250, (C) SN
rajona neironos, x400, un (D) baltaja viela, x400, (E) lateralo ventrikulu sienina, x400. (B)
SOD1 ekspresija CC rajona kontroles grupai, x250; (F) narkotisko vielu lietotaju SN
rajona neironos, x400

Narkotisko vielu lietotajiem, salidzinot ar kontroli, statistiski ticamas SOD1
ekspresijas atSkiribas novéro visos izpétes rajonos baltas vielas astrocitos: SN 0,80
(0,60; 1,20) un 0,60 (0,48; 1,00), (p=0,030), CS 0,30 (0,10; 0,75) un 0,05 (0,00; 0,10),
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(p<0,001), CC 0,40 (0,20; 0,60) un 0,00 (0,00;0,10), (p<0,001), lidzigi baltas vielas
oligodendrocitos SN 0,60 (0,40; 0,90) un 0,60 (0,30; 1,00), (p=0,039), CS 0,60 (0,40;
0,60) un 0,20 (0,20; 0,30), (p<0,001), CC 0,60 (0,60; 0,60) un 0,10 (0,10; 0,28),
(p<0,001).

Kopsavilkums.

Statistiski ticamas ekspresijas atSkiribas uzradija neironi SN un CC rajonos,
salidzinot alkohola lietotaju grupu ar kontroli, turklat, hroniskiem alkohola lietotajiem
SODL1 ekspresijas medianas veértibas bija augstakas. Lidzigi rezultati iegdti, salidzinot
narkotisko vielu lietotajus un kontroli. Rezultati par SOD1 ekspresiju oligodendrocitos,
astrocitos un neiropila pelekas vielas rajonos, ka ari oligodendrocitos, astrocitos un
neironu izaugumos baltaja viela alkohola lietotajiem uzrada augstakas medianas
vertibas CS un CC rajonos, ka ari SN pelekaja viela. Pretgji, SN baltas vielas rajonos
noveéro zemakas SOD1 ekspresijas medianas vértibas. Narkotisko vielu lietotajiem,
salidzinot ar kontroli, augstakas SOD1 ekspresijas medianas véribas novero baltas

vielas Skiedras SN un CC rajonos.

85



4.1. tabula.
SOD1 ekspresijas sadalijums dazados smadzenu rajonos

Substantia nigra Corpus striatum Cortex cerebri
Lokalizacija Pelcka viela Balta viela Pelcka viela Balta viela Pelcka viela Balta viela
Alkoholiki  Kontrole Alkoholiki  Kontrole  Alkoholiki  Kontrole  Alkoholiki  Kontrole  Alkoholiki  Kontrole  Alkoholiki  Kontrole
Mediana Mediana Mediana Mediana Mediana Mediana Mediana Mediana Mediana Mediana Mediana Mediana
(IQR) * (IQR) (IQR) (IQR) (IQR) (IQR) (IQR) (IQR) (IQR) (IQR) (IQR) (IQR)
n n n n n n n n n n n
Neiropils 0,90 0,70 1,00%* 0,90** 0,80 0,50
(0,80;1,20) (0,40;0,85) (0,90;1,40) (0,80;1,60) (0,70;1,20) (0,40;0,60)
210 110 220 80 190 60
Astrociti 0,40 0,20 0,30 0,60 0,60 0,20 0,60 0,05 0,20 0,00 0,25 0,00
(0,30;0,60) (0,18;0,40) (0,20;0,60) (0,48;1,00) (0,40;0,80) (0,10;0,40) (0,20;1,20) (0,00;0,10) (0,20;0,40) (0,00;0,10) (0,20;0,40) (0,00;0,10)
210 110 200 110 210 80 180 60 190 60 160 60
Oligodendroctti 0,30 0,00 0,35 0,60 0,60 0,10 0,70 0,20 0,20 0,00 0,40 0,10
(0,20;0,40) (0,00;0,00) (0,30;0,60) (0,30;1,00) (0,40;0,80) (0,00;0,20) (0,20;1,50) (0,20;0,30) (0,20;0,40) (0,00;0,10) (0,20;0,80) (0,10;0,28)
220 110 200 110 210 80 180 60 190 60 160 60
Nervu Skiedras 0,70 1,20 0,80 0,60 0,80 0,30
(0,50;0,90) (0,80;1,50) (0,60;1,00) (0,40;0,90) (0,60;1,00) (0,30;0,40)
220 110 180 60 160 60

*IQR(25%; 75%)
p<0,001; ** SOD1 ekspresija corpus striatum neiropila neuzrada statistiski ticamas atSkiribas salidzinot ar kontroli, p=0,259
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4.1.8. MMP9 imiainhistokimiskas izpétes rezultati

Statistiski ticami palielinats MMP9-pozitivo neironu skaits tika noverots CC
rajona alkohola lietotajiem 19,5 (12,8; 28,0), salidzinot ar kontroli 3,0 (0,0; 10,8),
p<0,001. Zemaks MMP-pozitivu neironu skaits novérots SN rajona alkohola
lietotajiem: 5,0 (0,0; 14,0), salidzinot ar kontroli 3,0 (0,0; 6,0), p<0,001, (4.24. att.).
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4.24. att. Alkohola lietotaju un kontroles grupas neironu kopgjais skaits
(N) un MMP9 pozitivo neironu skaits (N/P) izpétes rajonos

Statistiski ticamas MMP9 intensitates atSkiribas (p<0,001) novéro, salidzinot
visu izpétes rajonu neironus hroniskiem alkohola lietotajiem un kontrolei — SN: 1,0
(0,0; 1,0) un 1,0 (0,0; 1,0), CS: 1,0 (1,0; 2,0) un 1,0 (1,0; 1,0), CC: 2,0 (1,0; 2,0) un 1,0
(0,0; 1,0).

Alkohola lietotaju grupa statistiski ticamas MMP9 intensitates atSkiribas
(p<0,001) novero, salidzinot visos izpétes rajonos neironus un neiropilu: SN 1,0 (0;0;
1,0) un 1,0 (1,0; 2,0); CS 1,0 (1,0;1,0) un 1,0 (1,0;1,0); CC 2,0 (1,0; 2,0). Turklat
statistiski ticamas intensitates atSkiribas (p<0,001) tika novérotas, salidzinot SN
oligodendrocitus un astrocitus baltaja viela 2,0 (1,0; 3,0) un 2,0 (1,0; 2,0), ka ari
attiecigi CS oligodendrocitus un astrocitus gan pelékaja 1,5 (1,0; 2,0) un 1,0 (1,0; 2,0),
gan baltaja viela 2,0 (1,0; 3,0) un 2,0 (1,0; 2,0).
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Statistiski ticamas MMP9 intensitates atSkiribas (p<0,001) novéro, salidzinot
visu izpétes rajonu neironus narkotisko vielu lietotajiem un kontrolei — SN: 1,0 (1,0;
1,0)un 1,0 (0,0; 1,0), CS: 1,0 (1,0; 2,0) un 1,0 (1,0; 1,0), CC: 2,0 (1,0; 3,0) un 1,0 (0,0;
1,0).

Narkomaniem statistiski ticamas MMP9 atSkiribas novero, salidzinot intensitati:
SN neironos un neiropila 1,0 (1,0; 1,0) un 1,0 (1,0; 2,00), (p<0,001); CS 1,0 (1,0; 2,0)
un 0,6 (0,5; 0,8), (p<0,001) un CC 2,0 (1,0; 3,0) un 1,0 (1,0; 1,0), attiecigi (p=0,002), ka
art SN baltas vielas astrocitos un oligodendrocitos 2,0 (2,0; 2,0) un 1,0 (1,0; 2,0),
(p=0,002).

Kontroles grupa statistiski ticamas MMP9 intensitates atSkirtbas noveéro,
salidzinot SN un CS neironus un neiropilu, attiecigi 1,0 (0,0; 1,0) un 1,0 (1,0; 1,0),
(p<0,001); 1,0 (1,0; 1,0) un 1,0 (1,0; 1,0), (p=0,009). Statistiski ticamas MMP9
intensitates atSkiribas (p<0,001) novéro, salidzinot SN baltas un pelekas vielas
oligodendrocitus un astrocitus, attiecigi 1,0 (0,0; 1,0) un 1,0 (0,0; 1,0); 1,00 (0,0; 2,0) un
0,0 (0,0; 1,0). Statistiski ticamas atSkiribas novero, salidzinot CC baltas vielas
oligodendrocitus un astrocitus 0,0 (0,0; 1,0) un 0,0 (0,0; 0,8), (p=0,034).

Alkohola lietotaju grupa statistiski ticamas (p<0,001) MMP9 intensitates
atSkiribas novero visu izpétes rajonu oligodendrocitos, salidzinot balto un peleko vielu
katra rajona, attiecigi SN 2,0 (1,0; 3,0) un 1,5 (1,0; 2,0); CS attiecigi 2,0 (1,0; 3,0) un
1,0 (1,0; 2,0); CC 2,0 (2,0; 3,0) un 1,0 (1,05 2,0).

Narkomanu grupa statistiski ticamas MMP9 intensitates atSkirtbas novéro,
salidzinot baltas un pelekas vielas astrocitus SN 2,0 (2,0; 2,0) un 1,0 (1,0; 2,0),
(p<0,001) un CC 2,5 (1,0; 3,0) un 1,50 (1,0; 2,0), (p=0,003). Lidzigi, statistiski ticamas
atSkirtbas noveéro, salidzinot oligodendrocitus SN 2,0 (2,0; 3,0) un 1,0 (1,0; 2,0),
(p<0,001), CS 0,0 (0,0; 2,0) un 1,0 (1,0;1,0), (p=0,003), CC 2,0 (1,3; 3,0) un 1,0 (1,0;
2,0), (p=0,001).

Kontroles grupa statistiski ticamas MMP9 intensitates atSkiribas noveéro,
salidzinot oligodendrocitus baltaja un pelekaja viela SN 1,0 (0,0; 2,0) un 1,0 (0,0; 1,0)
(p=0,004), CS 0,0 (0,0; 0,0) un 1,0 (0,0; 1,0), (p=0,006), CC 0,0 (0,0; 1,0) un 0,0 (0,0;
0,0), (p=0,005). Lidzigi, atSkiribas novéro, salidzinot baltas vielas Skiedras un pelékas
vielas neiropilu SN 1,0 (1,0; 2,0) un 1,0 (1,0; 1,0), (p<0,001), ka art CS 0,0 (0,0; 1,0) un
1,0 (1,0; 1,0), (p<0,001). Statistiski ticamas MMP9 intensitates atSkiribas novero,
salidzinot CS baltas un pelékas vielas astrocitus 0,0 (0,0; 0,0) un 1,5 (0,0; 1,0),
(p=0,001).

88



Alkohola lietotaju grupa ticamas atSkiribas nenovéro MMP9 intensitaté starp SN
pelekas vielas astrocitiem un oligodendrocitiem, CC pelékas vielas astrocitiem un
oligodendrocitiem, CC baltas vielas astrocitiem un oligodendrocitiem. Saja grupa
nenovero ticamas atSkirihas starp CS pelekas vielas astrocitiem un baltas vielas
astrocitiem.

Kontroles grupa nav ticamas intensitasu atSkiribas starp SN pelékas vielas un
baltas vielas astrocitiem, ka art CC pelékas vielas un baltas vielas astrocitiem.

Salidzinot MMP9 intensitati savstarpgji alkohola lietotajiem, narkomaniem un
kontrolei, statistiski ticamas atSkiribas novérojam SN un CS rajonu neironos, astrocitos,
oligodendrocitos peléekaja viela (p<0,001), ka ari attiecigi baltas vielas Skiedras,
astrocttos un oligodendrocitos (p<0,001).

CC rajona statistiski ticamas MMP9 intensitates atSkiritbas novérojam pelékas
vielas neiropila, baltas vielas astrocitos un oligodendrocitos (p<0,001).

MMP9 ekspresija neironos ticami atskiras (p<0,001) alkohola lietotaju: SN 0,42
(0,00; 1,00), CS 1,00 (0,77; 2,00), CC 1,06 (0,71; 1,88) un kontroles: SN 0,17 (0,00;
0,46), CS 0,69 (0,29; 1,00), CC 0,20 (0,00, 0,42) grupas, analizgjot atSkirigus smadzenu
rajonus. Alkohola lietotajiem statistiski ticamas atSkiribas novérotas visu rajonu
neironos, salidzinot ar kontroli, (p<0,001), (4.25. att. un 4.31. A,B att.).
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4.25. att. MMP9 ekspresija neironos alkohola lietotajiem un
kontrolei visos izpgtes rajonos
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4.2. tabulas dati (p<0,001) atspogulo MMP9 ekspresiju neiropila,
oligodendrocitos, astrocitos pelekaja viela un oligodendrocitos, astrocitos, neironu
izaugumos baltaja viela (4.31. C att.) gan alkohola lietotajiem, gan kontrolei visos
izpétes rajonos. Salidzinot MMP9 ekspresiju neiropila alkohola lietotajiem un kontrolei,

statistiski ticamas atSkiribas novero visos izpéetes rajonos (p<0,001), (4.26. att.).
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4.26. att. MMP9 ekspresija neiropila alkohola lietotajiem un
kontrolei visos izpetes rajonos

Salidzinot MMP9 ekspresiju neiropila un baltaja viela alkohola lietotajiem,
statistiski ticamas atSkiribas novéro: CS 0,60 (0,30; 0,80) un 0,20 (0,10; 0,40), p<0,001;
CC 0,40 (0,20; 0,70) un 0,10 (0,05; 0,20), p<0,001. Statistiski ticamas atSkiribas netika
noverotas SN rajona alkohola lietotajiem, attiecigi 0,60 (0,40; 0,.80) un 0,40 (0,20;
0,90), p=0,277.

Salidzinot MMP9 ekspresiju baltas vielas Skiedras un St rajona oligodendrocitos
alkohola lietotajiem un kontrolei, statistiski ticamas atSkiribas novero visos izpétes
rajonos (p<0,001), (4.27. att.).
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4.27. att. MMP9 ekspresija baltas vielas Skiedras (BV) un §i rajona
oligodendrocitos (O) alkohola lietotajiem un kontrolei

Augstaka ekspresija oligodendrocitos novérota pelékaja viela, salidzinot ar
kontroli: SN 0,30 (0,10; 0,60) un 0,15 (0,10; 0,30), p<0,001, CS 0,50 (0,20; 0,80) un
0,15 (0,10; 0,20), p<0,001. Attiecigi MMP9 ekspresija CC oligodendrocitos neuzradija
statistiski ticamas atSkiribas. Alkohola lietotajiem MMP9 ekspresija CS baltaja viela
ticami pieauga, salidzinot ar MMP9 ekspresiju astrocitos: 0,15 (0,10; 0,20) un 0,10
(0,00; 0,20), p<0,001. Statistiski ticamas atSkiribas noveroja MMP9 ekspresija
astrocitos alkohola lietotajiem, salidzinot peleko un balto vielu: SN 0,40 (0,20; 0,60) un
0,20 (0,10; 0,30), p<0,001; CS 0,40 (0,20; 0,80) un 0,10 (0,00; 0,20), p<0,001; CC 0,25
(0,105 0,40) un 0,20 (0,10; 0,30), p=0,011. Reti MMP9 ekspresiju novérojam asinsvadu
endoteliocitos un pericitos. Tomér alkohola lietotajiem statistiski ticamas atSkiribas
MMP9 ekspresija noveroja CC endoteliocitiem, salidzinot ar kontroli: 36 laukos no 160
(22,5%) un attiecigi 3 laukos no 60 (5%), p=0,002. M&s nenovérojam MMP9-pozitivas
iekaisuma Stinas neviena no izpéetes rajoniem alkohola lietotajiem. Novérojam statistiski
ticami pieaugoSas MMP9 medianas veértibas neiropila, astrocitos, oligodendrocitos visos
rajonos alkohola lietotajiem, salidzinot ar kontroli.

SN rajona nav korelaciju starp neironu un baltas vielas Skiedru MMP9 ekspresiju
ne alkohola lietotaju, ne kontroles grupas. Savukart CS rajona novéro Sadas korelacijas

gan alkohola lietotaju grupa (r=0,298, p<0,001), gan kontroles grupa (r=0,417,
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p=0,003). Lidzigas korelacijas novero CC rajonos gan alkohola lietotajiem (r=0,376,
p<0,001), gan kontrolei (r=0,382, p=0,003).

Neironos MMP9 ekspresija statistiski ticami korele ar SOD1 ekspresiju,
attiecigi: SN (r=0,532, p<0,001), CS (r=0,327, p<0,001), un CC (r=0,306, p<0,001).
Neiropila statistiski ticamas korelacijas noverojam SN (r=0,532, p<0,001) un CS
(r=0,352, p<0,001) rajonos. Imanekspresija glijas Sunas uzradija pretéju sakaribu:
alkohola lietotaju CC pelckaja un baltaja viela, salidzinot ekspresiju oligodendrocitiem
un astrocitiem, novérota pozitiva MMP9/SOD1 ekspresijas korelacija: (r=0,402,
p<0,001), (r=0,307, p<0,001) un (r=0,547, p<0,001), (r=0,337, p<0,001), kamer CS
astrociti baltaja viela uzradija negativu korelaciju (r=-0,236, p=0,003).

MMP9 ekspresija neironos statistiski ticami korele ar SOD1 ekspresiju baltas
vielas Skiedras SN rajona (r=0,316, p<0,001); CS rajona korelacija bija negativa
(r=-0,183, p=0,021). Kontroles grupa Sada korelacija ir tikai SN rajona (r=0,374,
p<0,001).

Narkotisko vielu lietotajiem MMP9-pozitivo neironu skaits bija: SN 7,5 (4,0;
17,3); CS 20,5 (9,5; 27,8); CC 35,5 (22,3; 45,0). Narkotisko vielu lietotajiem, salidzinot
ar kontroli, neironos novero MMP9 intensitati: SN 1,00 (1,00; 1,00) un 1,00 (0,00;
1,00), CS 1,00 (1,00; 2,00) un 1,00 (1,00; 1,00), CC 2,00 (1,00; 3,00) un 1,00 (0,00;
1,00), (p<0,001).

Narkotisko vielu lietotajiem, salidzinot ar kontroli, neironos novéro statistiski
ticamas MMP9 ekspresijas atSkiribas (p<0,001) visos izpétes rajonos: SN 0,56 (0,33;
1,00) un 0,17 (0,00; 0,46), CS 1,00 ( 0,85; 2,00) un 0,69 (0,29; 1,00), CC 1,76 (0,71;
2,66) un 0,20 (0,00; 0,42), (4.31. D att.).

Salidzinot MMP9 pozitivos neironus alkohola lietotajiem, narkomaniem un
kontrolei, ieguvam statistiski ticami atSkirigus rezultatus visos izpétes rajonos: SN
(p<0,001), CS (p=0,001), CC (p<0,001), (4.28., 4.29., 4.30. att.).
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4.28. att. Visu izpéetes grupu neironu kopéjais skaits (N) un MMP9
pozitivo neironu skaits (N/P) SN rajona
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4.29. att. Visu izpetes grupu neironu kopéjais skaits (N) un MMP9
pozitivo neironu skaits (N/P) CS rajona
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4.30. att. Visu izpéetes grupu neironu kopéjais skaits (N) un MMP9
pozitivo neironu skaits (N/P) CC rajona

Narkotisko vielu lietotaju grupa, salidzinot ar kontroli, statistiski ticamas
ekspresijas atSkiribas novero visu izpétes rajonu Stinas un izaugumos: SN pelékas vielas
neiropila attiecigi 0,65 (0,5; 0,9) un 0,40 (0,20; 0,60), (p<0,001), astrocitos 0,30 (0,20;
0,43) un 0,10 (0,00; 0,45), SN baltaja viela 0,6 (0,40; 0,63) un 0,20 (0,10; 0,40),
astrocttos 0,60 (0,40; 0,60) un 0,00 (0,00; 0,10), oligodendrocitos 0,40 (0,19; 0,40) un
0,10 (0,00; 0,20). CS attiecigi narkomaniem un kontrolei pelekaja viela neiropila 0,60
(0,50; 0,80) un 0,20 (0,10; 0,30), astrocitos 0,30 (0,20; 0,60) un 0,03 (0,00; 0,06),
oligodendrocitos 0,30 (0,20; 0,66) un 0,03 (0,00; 0,10). Savukart baltas vielas Skiedras
0,40 (0,10; 0,50) un 0,00 (0,00; 0,20), astrocitos 0,00 (0,00; 0,23) un 0,00 (0,00; 0,00).
CC pelgkas vielas neiropila 0,75 (0,70; 0,90) un 0,10 (0,00; 0,10), astrocitos 0,10 (0,10;
0,20) un 0,00 (0,00; 0,10), oligodendrocitos 0,10 (0,10; 0,20) un 0,00 (0,00; 0,00), bet
baltas vielas Skiedras 0,35 (0,20; 0,40) un 0,00 (0,00; 0,038), astrocitos 0,25 (0,10; 0,83)
un 0,00 (0,00; 0,038), oligodendrocitos 0,40 (0,10; 0,60) un 0,00 (0,00; 0,05), iznemot
SN pelekas vielas oligodendrocitus (p=0,17) un CS baltas vielas oligodendrocitus
(p=0,223).

Narkotisko vielu lietotaju grupa, salidzinajuma ar kontroli, statistiski ticamas
ekspresijas atSkiribas novero, salidzinot baltas un pelekas vielas astrocitus; SN,
(p<0,001); CS (p<0,001); un CC (p=0,005). Lidzigi, salidzinajuma ar kontroli,

statistiski ticamas ekspresijas atSkiribas novéro, salidzinot baltas un pelékas vielas

94



oligodendrocitus: SN (p<0,001); CS (p<0,001); un CC (p=0,001). Salidzinajuma ar
kontroli, statistiski ticamas ekspresijas atSkirtbas noveéro, salidzinot baltas vielas
Skiedras un pelekas vielas neiropilu CS (p<0,001) un CC (p=0,002) rajonos.

Salidzinot alkohola lietotajus, narkomanus un kontroli, statistiski ticamas
ekspresijas atSkiribas novérojam visu izpétes rajonu baltas un pelekas vielas Stnas un
izaugumos (p<0,001).

Narkotisku vielu lietotajiem neironos MMP9 ekspresija statistiski ticami korelé
ar SOD1 ekspresiju, attiecigi: SN (r=0,463, p<0,001), CS (r=0,269, p<0,001), un CC
(r=0,323, p<0,001).

Narkomanu izpétes grupa ependimocitos noveéro neizteiktu MMP9 ekspresiju.
Kontroles grupa noverojumi Iidzigi, savukart alkohola lietotajiem ependimociti bija
izteikti MMP9 pozitivi (4.31. E att.).

Narkotisko vielu lietotajiem MMP9 ekspresija statistiski ticami negativi korelé
ar SOD1 ekspresiju, novértgjot neironus un baltas vielas Skiedras: SN (r=-0,413,
p<0,001), (4.31. F att.).
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4.31. att. (A) MMP9 ekspresija hronisko alkohola lietotaju SN rajona neironos, x400,
(B) CC neironos, x400 un (C) baltaja viela, x250. (D) MMP9 ekspresija narkotisko vielu
lietotaju SN rajona neironos, X400, un (F) baltaja viela, x400. (E) Izteikta MMP9
ekspresija lateralo ventrikulu sienina un ependimocitos alkohola lietotajiem, x400

Kopsavilkums.

Alkohola lietotajiem, salidzinot ar kontroli, augstakas MMP9 ekspresijas
medianas vértibas noverotas visu rajonu neironu perikarionos. SN rajona nav korelaciju
starp neironu un baltas vielas Skiedru MMP9 ekspresiju ne alkohola lietotaju, ne
kontroles grupas. Savukart CS un CC rajona novéro $adas korelacijas gan alkohola

lietotaju grupa, gan kontroles grupa.
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legits jauns ieskats attieciba uz antioksidantu aktivitates un degradéjoso enzimu
lidzdalibas savstarpéjo saistiou CNS bazalajos ganglijos un CC uzbaves elementos.
Izvertejot oksidativa stresa izraisitus bojajumus un precizéjot MMP9 lomu hronisku
alkohola un narkotisko vielu lietotaju smadzenés notiekoSajos procesos, iegatas
statistiski ticamas pozitivas SOD1 un MMP9 ekspresijas korelacijas visu izpétes rajonu
neironos. SN rajona alkohola lietotaju grupa iegatas statistiski ticamas pozitivas SOD1
un MMP9 ekspresijas korelacijas, izvertejot neironus un baltas vielas Skiedras, pretgji
negativai korelacijai CS rajona, tadgjadi pieradot atSkirigu iespgjamo izmainu pakapi
dazados smadzenu rajonos. Ar imanhistokimijas un statistikas metozu iegatajam SOD1
un MMP9 korelacijam SN rajona alkohola lietotaju grupa skaidrojamas izmainas St
rajona baltas vielas Skiedras, kas konstatétas elektronmikroskopiskas analizes cela.

Narkotisku vielu lietotajiem neironos MMP9 ekspresija statistiski ticami korele
ar SOD1 ekspresiju visos izpétes rajonos. Negativa korelacija novérota, salidzinot

narkotisko vielu lietotaju neironus un baltas vielas Skiedras SN rajona.
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4.2.tabula.
MMP9 ekspresijas sadalijums dazados smadzenu rajonos

Substantia nigra Corpus striatum Cortex cerebri
Lokalizacija Peleka viela Balta viela Peleka viela Balta viela Peleka viela Balta viela
Alkoholiki  Kontrole  Alkoholiki  Kontrole  Alkoholiki ~ Kontrole  Alkoholiki  Kontrole  Alkoholiki ~ Kontrole  Alkoholiki ~ Kontrole
Mediana Mediana  Mediana Mediana  Mediana Mediana  Mediana Mediana Mediana Mediana Mediana Mediana

(IQR) * (IQR) (IQR) (IQR) (IQR) (IQR) (IQR) (IQR) (IQR) (IQR) (IQR) (IQR)
n n n n n n n n n n n n

Neiropils 0,60 0,40 0,60 0,20 0,40 0,10
(0,40;0,80)  (0,20:0,60) (0,30;0,80)  (0,10;0,30) (0,20;0,70)  (0,00;0,10)
240 110 250 70 170 60
Astrociti 0,40 0,10 0,20 0,00 0,40 0,03 0,10 0,00 0,25 0,00 0,20 0,00
(0,20;0,60)  (0,00:0,5) (0,10:0,30) (0,00;0,10) (0,20;0,80) (0,00;0,07) (0,00;0,20) (0,00;0,00) (0,10;0,40) (0,00;0,10) (0,10;0,30) (0,00;0,04)
240 110 230 110 250 70 220 50 170 60 160 60
Oligodendroti 0,30 0,10 0,15 0,10 0,50 0,03 0,15 0,03 0,30 0,00 0,15 0,00
(0,10;0,60) (0,00;0,60) (0,10;0,30) (0,00;0,20) (0,20;0,80) (0,00;0,10) (0,10;0,20) (0,00;0,10) (0,10;0,40) (0,00;0,00) (0,10;0,30) (0,00;0,05)
240 110 240 110 250 70 220 50 160 60 160 60
Nervu 0,40 0,20 0,20 0,00 0,10 0,00
skiedras (0,20;0,90)  (0,10;0,40) (0,10;0,40)  (0,00:0,20) (0,05;0,20)  (0,00;0,04)
240 110 220 50 160 60

*|QR(25%; 75%)
p<0,001
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Neironu imanhistokimisko markieru ekspresijas sadalijjums dazadas alkohola
lietotaju vecuma grupas.

Ar vecumu vaji korele SOD1 SN neironos (r=0,139, p=0,039), citos izpétes
rajonos korelacijas nenovéro, korelacijas nenovero ari MMP9 ekspresija.

Atlasitu grupu, kur gados jauni hroniski alkohola lietotaji (zem 34 g.), salidzinot
ar grupu, kur gados veci alkohola atkarigie (virs 60 g.), korelacijas nenovéro SOD1 un
MMP9 ekspresijai, bet tadas novero TGF-B1 ekspresijai, turklat SN rajona vértibas

samazinas lidz ar vecumu, bet CC - pieaug.

4.1.9. TUNEL reakcija

TUNEL reakcija tika veikta, skrininga veida izvéloties gadijumus no hronisku
alkohola lietotaju, narkotisku vielu lietotaju un kontroles grupas.

Alkohola lietotajiem SN rajona neatrod TUNEL-pozitivu neironu kodolus; gan
pelekas, gan baltas vielas astrocitos un oligodendrocitos atrod 5%, (n=20)
TUNEL-pozitivu Sanu kodolu. Narkotisko vielu lietotajiem atrasti TUNEL-pozitivi
kodoli neironos (< 5%), (n=20); gan pelekas, gan baltas vielas astrocitos un
oligodendrocitos atrasti 10 — 20%, (n=20) TUNEL-pozitivu $anu kodolu (4.32. A att.).
Kontroles grupa Saja rajona neatradam TUNEL-pozitivus neironu kodolus; gan
pelekaja, gan baltaja viela atradam atseviskus TUNEL-pozitivus astrocitu un
oligodendrocitu kodolus.

CS rajona alkohola lietotaju grupa atrasti TUNEL-pozitivi neironu kodoli (20%),
(n=70); gan pelekas, gan baltas vielas astrocitos un oligodendrocitos atrod 5 — 10%,
(n=70) TUNEL-pozitivu Sanu kodolu (4.32. B att.). Kontroles grupa atrasti
TUNEL-pozitivi neironu kodoli (5 — 20%), (n=30); gan pelékas, gan baltas vielas
astrocttos un oligodendrocitos atrod <5%, (n=30) TUNEL-pozitivu Sanu kodolu (4.32.
C att.).

CC rajona alkohola lietotaju grupa atrasti TUNEL-pozitivi neironu kodoli
(10%), (n=10); gan pelekas, gan baltas vielas astrocitos atrod 10%, (n=10)
TUNEL-pozitivu Stnu kodolu. Savukart pelékas vielas rajona atrasti 10%, (n=10)
TUNEL-pozitivi oligodendrocitu kodoli, bet baltas vielas rajonos 30%, (n=10)
TUNEL-pozitivi oligodendrocitu kodoli (4.32. D att.).
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TUNEL reakcijas rezultati, t.i., TUNEL-pozitivo Sanu kodolu skaits gan
hroniskas alkohola, gan narkotisku vielu lietoSanas gadijumos, salidzinot ar kontroles
grupu bija augstaka.

Vislielako skaitu TUNEL-pozitivo neironu kodolu alkohola lietotaju grupa
novéero CS rajona (4.32. B att.), salidzinoSi CC rajona mazak. Visvairak
TUNEL-pozitivu astrocitu kodolu novérots CS un CC baltaja viela, retak SN rajona.
TUNEL-pozitivitate tika novérota oligodendroglijas Sanu kodolos baltas vielas rajonos—

visvairak CC rajona (4.32. D att.). Loti reti novéroja ekspresiju ependimocitu kodolos.
TUNEL-pozitivi endotelialo sanu kodoli varigja no 2,88%, (n=30) Iidz 10,46%, (n=30)
hroniska alkoholisma gadijumos un no 16,30%, (n=20) lidz 16,34%, (n=20)

narkomanijas gadijumos.

4.32. att. (A) Narkotisko vielu lietotaju SN rajona peleka viela, x400; (B) alkohola lietotaju
CS rajona peleka un balta viela, x200; (C) kontroles grupas TUNEL-pozitivi
oligodendrociti CS pelekas vielas rajona, x400, (D) alkohola lietotaju CC baltaja viela
TUNEL-pozitivie oligodendrociti un astrociti, x400
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Kopsavilkums.

Alkohola lietotaju grupa SN rajona neatrod TUNEL-pozitivus neironu kodolus
atsSkiriba no narkotisko vielu lietotaju grupas, kur novérota neliela TUNEL-pozitivitate
neironos. Vislielako skaitu TUNEL-pozitivo neironu kodolu alkohola lietotaju grupa
novero CS rajona, CC rajona mazak. Augstaku TUNEL-pozitivu glijas Sanu kodolu
skaitu novero SN rajona baltaja un peléekaja viela pretéji CS, kur novéro lielaku
TUNEL-pozitivu neironu skaitu, salidzinot ar glijas Stnam. Iznpémums bija CC balta

viela, kur novero visaugstako TUNEL-pozitivitati oligodendrocitos.

4.1.10. Aknu audu SOD1 un TGF-g1 imanhistokimiskas izpétes rezultati

Analizei ar anti-TGF-B1 un anti-SOD1 antivielam tika izveleti atseviski
gadijumi no alkohola lietotaju un kontroles grupam.

Hroniskiem alkohola lietotajiem TGF-B1 ekspresija hepatocitos varigja no vaji
izteiktas (1) Iidz izteiktai (3), galvenokart ta bija mereni izteikta (2) (4.33. A att.).
Savukart SODL1 intensitates pakape variéja no méreni izteiktas (2) lidz izteiktai (3)
(4.33. B att.). SOD1 pozitivo hepatocitu daudzums varigja no 51 — 75%, (n=130),
savukart TGF-B1 pozitivo hepatocitu daudzums bija >76%, (n=60). TGF-B1
imanekspresija bija izteikti pozitiva zultsvadu epitélija un makrofagos, un negativa
fibroblastos (4.33. C att.). SOD1 intensitate Zultsvadu epitélija un makrofagos visbiezak
bija negativa (0). Alkoholisma gadijuma SOD1 reakcijas produkts lokalizgjas
hepatocitos, ir manami intensiva krasojuma rajoni, tomer tie nav viendabigi, lidzigi
narkotisko vielu lietoSanas gadijuma (4.33. D att.). Mazak izteikta reakcijas produkta
lokalizacija ir vérojama portala trakta saistaudu Stinas.

Kontroles grupa SOD1 un TGF-B1 intensitate varigja no vaji izteiktas (1) lidz

mereni izteiktai (2).

101



4.33. att. (A,C) TGF-B1 ekspresija hepatocitos un zultsvadu epitelija alkohola lietotajiem,
%200, x250. SOD1 ekspresija alkohola lietotaju (B) un narkotisko vielu lietotaju
hepatocitos (D), x250

4.2. Caurstarojosas elektronmikroskopijas rezultati

4.2.1. Neironu perikarionu ultrastruktira

Atseviski videja izméra neregularas formas nervu Sanu kermeni redzami CS
rajona. SN rajona raksturigi videja izméra un lieli neironu perikarioni. Nervu Sanu
kodoliem ir saméra gluda, membranas veidota kontira un smalks, granulara hromatina
veidots zim&jums. Viens liela izméra kodolinS raksturigs katram kodolam. DaZiem
neironu kodoliem vérojama vilnota kodola membrana, bet art $ados gadijumos kodola
hromatins ir sikgraudains (4.34. A att). Vairakuma gadijumu verojams izteikts
graudainais endoplazmatiskais tikls ar regulari izvietotam paralélam cisternam (4.34. B
att.) Sunas citoplazma. DaZreiz §is cisternas ir nedaudz paplasinatas. Goldzi komplekss

ir vaji vai vidgji attistits un lokalizéjas endoplazmatiska tikla rajona. Nervu Sanu
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citoplazma verojami apali vai ovalas formas uzbriedusi mitohondriji ar zemu matrices
blivumu. Mitohondriju kristas uzrada loti lielu formas daudzveidibu, dazi mitohondriji
uzrada reducetu kristu daudzumu. Vairums gadijumu Kkristas ir Sauras un paraléli
orientétas, tomer veérojamas ari vakuolizétas mitohondriju kristas. Nervu Sunu
perikarionos verojami atseviski lipofuscina ieslegumi. BieZi lipofuscina ieslegumus
satur ari dendritu izaugumi. Atseviski CC neironi satur ovalus ieslegumus ar
elektronoptiski blivu matrici. SN neironi satur melanina pigmenta graudinus, kas labi
saskatami jau gaismas mikroskopijas Iimeni. Elektronmikroskopiskaja analizé
nenoverojam nervu Sunu bojaeju. Neironu perikariona ultrastruktira atspogulo normalu
sintézes procesa norisi Stuna. Ultrastrukturalie noverojumi apkopoti 4.3. tabula. 1zteiktas

atSkiribas neironu uzbiveé dazados smadzenu rajonos netika novérotas.
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Ultrastrukturalas izmainas CNS rajonos hroniskiem alkohola lietotajiem

4.3. tabula

Corpus striatum

Substantia nigra

Cortex cerebri

Neironi:
kodols

endoplazmatiskais
tikls

apali vai ovalas formas kodoli ar izteiktu
sikgraudainu hromatinu

dazreiz uzbrieduSas cisternas

apalas vai vilnotas formas kodols ar

kodolinu; izteikts granulara hromatina

ZIMEjums

Vidgji attistits, parsvara ar saplacinatam

cisternam, ribosomu un poliribosomu
esamiba

apaligas formas kodols ar
fragment&tu kodolinu;
samagzinats hromatina daudzums
uzbriedusu cisternu esamiba

mitohondriji Vidgjs daudzums mitohondriju ar uzbriedusam un daudz ovalas formas mitohondriju ar dazi uzbriedusi, elektronoptiski
vakuolizétam kristam uzbriedusam un vakuolizétam kristam gaisi mitohondriji ar

vakuolizétam kristam

ieslegumi bieZi lipofuscina ieslegumi Sanu izaugumos melanina ieslegumi perikariona lipofuscina ieslegumi
perikariona

stnu gala variabls daudzums citoskeleta elementu; sinaptiskie  neredz sinapses iztukSota citoplazma, dazu

izaugumi un terminali ar pasliSiem, iztukSotu sinapSu esamiba sinapSu esamiba

sinapses

Astrociti: ieapali kodoli ar regulari izvietotiem hromatina ieapal$ kodols, biezi uzbriedis apaligi kodoli, biezi samazinats

kodols un Sunas sakopojumiem, uzbriedis endoplazmatiskais tikls , endoplazmatiskais tikls , dazadas hromatina daudzums,

kermenis daZas apoptotiskas $anas formas mitohondriji, dazi astrociti ar elektronoptiski gaiSa citoplazma

iztukSotu citoplazmu ar samazinatu organellu

daudzumu

izaugumi videjs daudzums citoskeleta elementu videja daudzuma citoskeleta elementi endotelija tuvuma izaugumos

iztukSota citoplazma ar lieliem,
uzbrieduSiem mitohondrijiem

Oligodendrociti:
kodols un Stnas
kermenis

apalas vai ovalas formas kodoli ar hromatina
sakopojumiem

elektronoptiski bliva citoplazma,
ieslegumu esamiba, dazi apoptotiski
§tinu kermeni

elektronoptiski bliva
citoplazma, uzbriedis
endoplazmatiskais tikls

104



4.3. tabulas turpinajums

Mielina apvalks

dazada biezuma mielina apvalks; mielina slana
paplasinajumi; neregularas formas cilpas ar
balonveida paplaSinajumiem paranodalajos rajonos;
gan normala, gan iztuksota citoplazma

gan paralélas, gan atslanojusas mielina
membranas, biezi novéro cilpveida
membranas, to krustoSanos

aksonala degeneracija ar
elektronoptiski blivu
citoplazmu, iztukSota
citoplazma ar uzbriedusiem
mitohondrijiem

Mikroglija

neregularas formas kodols ar heterohromatina
sakopojumiem, elektronoptiski bliva citoplazma

neregularas formas kodols ar
heterohromatina sakopojumiem,
elektronoptiski bliva citoplazma

neregularas formas kodols ar
heterohromatina sakopojumiem,
elektronoptiski bliva citoplazma
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4.2.2. Neironu izaugumu ultrastrukturala izpéte

Novérojam aksonus, kuru citoplazma parsvara uzbriedusi. Raksturigi, ka
novérojami aksoni, kam iztukSota centrala dala, periférija saglabajusies citoplazmas un
organellu fragmenti. Tomer ir ari tadi aksoni, kur vérojami izteikti citoskeleta diedzini.
Abos iepriek§ mingtajos variantos aksonu citoplazma noveroti lieli, uzbriedusi
mitohondriji. Reizém viens vai divi mitohondriji aizpem visu aksona Skérsgriezumu. Ap
aksoniem biezi noverots mielina apvalks, kas zaudgjis membranu paralélo novietojumu.
Biezi mielina apvalka veidojas paplaSinajumi ar citoplazmas ieslegumiem vai bez tiem.
Nereti novérojam mielina membranu ieloces, lidzigas vakuolam, membranas bieZi
krustojas. Sakrustotas membranas novérojam gan mielina apvalka arga dala, gan
vidusdala, retak tuvu aksonam (4.34. C,D att.). Salidzino$i, kontroles gadijumos
novérojam mielina membranu atslanoSanos, reti ari vakuolam lidzigus paplaSinajumus.
Tomer mielingtiem aksoniem skaidri iezimgjas apvalka kopgja paraléla struktara.

Novérojam salidzinoSi elektronoptiski blivaku dendritu citoplazmu neka aksonos,
kura biezi uzbriedusi mitohondriji ar izmainitu kristu daudzumu un formu. Novéroti ari
dendriti, kuru citoplazma redzami sinaptiskie paslisi, izteikta pre- un post-sinaptiska daja
ar sabiezinatam, elektronoptiski blivam membranam (4.34. E att.). Mitohondriji vidgji
lieli, salidzinoSi tum3aki neka aksonos, uzbriedusi (4.34. F att.). Novéro gan

asimetriskas, gan simetriskas sinapses, biezi tas ir iztukSotas.
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4.34.att. Ar hronisku alkohola lietoSanu saistitas izmainas cortex cerebri (A), substantia
nigra (B,C) un corpus striatum (D — F) rajonos: (A) vilnota kodola membrana, citoplazma
ar graudaina endoplazmatiska tikla cisternam, mitohondrijiem un ieslegumiem. (B)
Neirona perikariona fragments ar elektronoptiski gaisu citoplazmu, ar izteiktam,
regularam graudaina endoplazmatiska tikla cisternam, poliribosomam un mitohondrijiem
ar vakuolizetam kristam. (C) Mielina slapa izmainas, aksona degeneracijai (bulta)
raksturiga elektronoptiski bliva aksoplazma; paranodalie rajoni tuvu vai attalinati no
aksolemmas uzrada membranu cilpveida veidojumus, kas bieZi krustojas. (D) Neregularas
formas mielina apvalks, verojama mielina membranu cilpveida krustoSanas. (E)
Uzbriedusi dendritu izaugumi, kuru citoplazma redzami sinaptiskie paslisi. (F)
Mitohondriji videji lieli, Sauram kristam aksonu un dendritu gala izaugumos
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4.2.3. Astrocitu ultrastruktara

Astrociti demonstré izméru samazinasanos un/vai sarausanos, kas raksturiga
apoptozei, bet netika konstatétas citas Sunu bojaejai raksturigas iezimes. Astrociti
demonstre elektronoptiski gaiSu citoplazmu ar atseviskam organellam (4.35. att.),
paplaSinatas graudaina endoplazmatiska tikla cisternas un uzbrieduSus mitohondrijus
starp tam. Citoskeleta elementu kalisi bija vérojami uzbrieduSaja, gaisaja citoplazma. CC
rajonos atradaim pavisam nedaudz izstiepta profila astrocitus. Sanas kodols
elektronoptiski gaiss, taja neliels, tumss kodolins. Maza izméra heterohromatina picinas
izvietotas vienmerigi. Astrocitu citoplazma biezi iztukSota. Citoplazma maz citoskeleta
elementu. Uzbriedu$i, vidgja izméra mitohondriji. Mitohondriji gan apali, gan

neregularas formas.

4.35. att. Astrocrta citoskeleta elementu kalisi uzbriedusaja,
gaiSaja citoplazma, uzbriedusi mitohondriji ar reducetam kristam
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4.2.4. Oligodendrocrttu ultrastruktira

Ultraplanie griezumi demonstré izteikti daudz baltas vielas rajonu esamibu
striatalos un nigralos rajonos, tajos verojam galvenokart oligodendrocitus. CC peleka
viela demonstrg izteikti daudz neiropila ap neironiem, oligodendrocitus un astrocitus.
Ultrastrukturali oligodendrociti demonstré vidéju Iidz normalu Sanas struktiras
saglabasanos ar elektronoptiski Dblivu citoplazmu, kas satur 1sas graudaina
endoplazmatiska tikla cisternas, Goldzi aparatu un mitohondrijus. SN baltas vielas
rajonos reizém novero oligodendrocitus ar samazinatiem S$anas izmériem un tumsu
citoplazmas daJu. Oligodendrocitos starp normala izméra organellam vérojamas
graudaina endoplazmatiska tikla cisternas, kas ir izteikti paplasinatas. Dazkart Sinas
citoplazma vérojami ieslegumi. Oligodendrocitu kodola profils ir apals lidz ovals,
dazreiz demonstré nedaudz neregularu formu. Tipiski kodols novietots Siinas centralaja
dala, daZreiz verojam ekscentriski novietotu kodolu. Kodola hromatinu raksturo lieli
sakopojumi, tie uzrada izteiktu hromatina marginaciju (4.36. A att.). Noverojam
oligodendrocitus ar apalu kodolu, dazreiz ar vilnotu kodola membranu. Kodols
elektronoptiski tumss, taja izteikts liels, tum3s kodolinS. Ir kodoli, kas gaisaki, bet ari
tajos tika noverots tumss kodolins, ka ari periferija lokalizeti lieli heterohromatina
sakopojumi. Citoplazmas zona ap kodolu bieZi iztukSota. Reizém citoplazma noveéroti

osmiofili ieslegumi. Mitohondriji biezak apali, vidgji lieli, tumsi, uzbriedusi.

4.2.5. Mielina slapa ultrastrukturala izpete

Mielingtie aksoni uzrada variablu ultrastrukttras ainu parsvara ar labi saglabatu
aksonu citoplazmas struktiiru, ieskaitot citoskeletu. Veérojam nedaudz palielinatu
aksoplazmas satura vakuolizaciju un lielu, uzbrieduSu mitohondriju Kklatbatni ar
reducétam kristam, dazreiz kristas novérojam tubularus paplaSinajumus. Pavisam reti
mielinétajos aksonos novérojam elektronoptiski blivu citoplazmu, kas norada uz nervu
Stnas degeneracijas procesu (4.34. C att). Mielina apvalks uzrada neregularus
ieSkelumus ar vakuolizétu saturu starp mielina membranam. Paranodalie rajoni tuvu vai
attalinati no aksolemmas uzrada cilpveida veidojumus, kas bieZi krustojas. Sadas

izmainas bija raksturigas nigraliem un striataliem rajoniem (4.36. B, C, D att.).
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4.36. att. Ar hronisku alkohola lietoSanu saistitas izmainas corpus striatum (A) un substantia
nigra (B, C, D) rajona. (A) Oligodendrocita kodola fragments ar Sauru citoplazmas dalu un
isam graudaina endoplazmatiska tikla cisternam, ribosomam, uzbrieduSiem
mitohondrijiem. (B) DaZadas pakapes mielina slapa izmainas. (C) Aksoni ar
elektronoptiski gaiSu citoplazmu, uzbrieduSsiem mitohondrijiem. (D) Mielingti aksoni ar
heterogenu mielina slanpa ultrastruktiru
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4.2.6. Mikroglijas ultrastruktara

Mikroglijas Stinas novérojam tuvu asins kapilariem. Mikroglijas Stnam raksturigs
neregularas formas kodols, ta periférija izvietoti tumsi heterohromatina sakopojumi.
Novérojam elektronoptiski blivu citoplazmu. Citoplazma izteikti uzbriedis graudainais
endoplazmatiskais tikls ar stipri paplaSinatam cisternam, GoldZi aparats, neliela izméra

lizosomas un ieslegumi (4.37. att.).

4.37.att. Mikroglijas Suna asins kapilara tuvuma

4.2.7. Asins-smadzenu barjeras ultrastruktara

Endotelialo Stnu raksturo saplacinata, variabla forma un elektronoptiski bliva
citoplazma. Endoteliocita kodola apvalks vilpots (4.38. A att.). Endotelialas Sanas virsma
uzrada neregularas formas isas mikrobarkstinas, plazmatiskaja membrana vidgji daudz

nelieli pinocitotiski pasliSi. Citoplazma reti, nelieli, reizém uzbrieduSi mitohondriji.
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Endoteliocttu savienojuma vietas novero vienkarsas jugles, retak slegjagles (4.38. B att.).
Bazala membrana variabla platuma, vietam daudzplakSnaina. Bazalas membranas
plaksnites lokali apnem pericitu citoplazmas un endoteliocitu izaugumu fragmentus.
Pericitu citoplazma elektronoptiski bliva, plazmatiska membrana uzrada pinocitotiskus
pusliSus un atseviSkas balsta platnitnes. Pericitu kodola apvalks reizém izteikti vilnots,
citoplazma paplaSinats graudainais endoplazmatiskais tikls, poliribosomas, uzbriedusi,
dazadas formas mitohondriji. Astrocitu kajinas demonstré lielus, uzbrieduSus
mitohondrijus, vakuolas un samazinatu citoskeleta elementu daudzumu. Novéro kapilaru
tuvuma esoso aksonu mielina apvalka izmainas, aksonu citoplazma izteikti citoskeleta

elementi, dazadas formas mitohondriji.

4.38. att. (A) Endotelioctts ar elektronoptiski blivu citoplazmu un vilpotas formas kodolu
taja. (B) Endoteliocttu savienojuma vietas ar vienkarsam jaglem

Narkotisko vielu lietotajiem bazalo gangliju rajona novéro oligodendrocitus,
mielingtus aksonus un astrocitus. Mingto Stnu un Skiedru izmainas novero, analizgjot Sis
struktiras caurstarojosa elektronu mikroskopa. Aksoni ar atSkiriga biezuma mielina

apvalku tika noveéroti starp nemielinétiem Sanu izaugumiem, kas, ticami, ir astrocitu
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izaugumi. Mielina apvalka paplasSinajumos tika novéroti citoplazmas ieslegumi.
Atskiriga elektronoptiska blivuma aksoplazma tika novéroti polimorfi mitohondriji,
nelielas un neregularas cisternas, kas atgadina membranas, neirofilamenti un neirotubuli
(4.39. A, Al att.).

4.39. att. (A) Aksoni ar dazada biezuma mielina slaniem. (A1) Aksoplazma ar uzbrieduSiem
mitohondrijiem un samazinatu kristu daudzumu (bultas). (B,C) Oligodendrociti ar
uzbrieduSiem mitohondrijiem (bultas), lieli, osmiofili ieslegumi Siinas citoplazma (melnais
bultas gals), kas satur mielina membranas (baltais bultas gals)
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Mitohondriji bieZi iegareni, ar reducétam Kkristam un matrici ar zemu
elektronoptisko blivumu. Astrocitos novéro nedaudz vilnotu Sanas kodola apvalku,
polimorfus, biezi uzbrieduSus un palielinatus mitohondrijus ar lielu reducgtu kristu
daudzumu, Stonas izaugumos noveéro neirofilamentu kaliSus (4.39. B att.).
Oligodendrocitos novero regularas formas kodolu, reducétas graudaina endoplazmatiska
tikla cisternas, palielinatus, uzbrieduSus mitohondrijus ar reducétam kristam un lielus,
osmiofilus ieslegumus Stnas perinukleara citoplazmas dala, kas satur mielina membranas
(4.39. C att.).

4.3. Skengjosas elektronmikroskopijas rezultati

Skengjosa elektronu mikroskopa analizei izveleti zemgarozas kodolu pelekas un
baltas vielas rajoni. Pelékas vielas rajonos labi izSkirami neironi ar izteiktu starainu
stnas kermeni un labi nosakamu aksona sakuma dalu, neirona izméri ap 20um (4.40. A
att.). Nervu Sanas citoplazmas dalai salidzinoSi liels apjoms. Nervu Sanas perikariona
labi iz8kirams kodols. Asins kapilaru tuvuma atradam astrocitus ar salidzinoSi nelielu
stinas kermeni, izmeri varie ap 12 um, labi izSkirams kodols taja (4.40. B att.). Neiropila
dala vérojami izaugumi ar loti variablu diametru (1,3 — 2,9 um), biezi novero izaugumu
papladinajumus. Baltaja viela labi nosakami oligodendrociti, $anu izmers ap 7um.

Oligodendrocita kodols liels, aiznem praktiski visu citoplazmas dalu.
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4.40. att. (A) Neirona Sanas kermenis ar izteiktu kodolu. (B) Astrociti asins kapilara
tuvuma. (C) Oligodendrociti ar periferi novietotu, apalu kodolu. (D) SN rajona pelekas un
baltas vielas rajoni

Atradam salidzinoSi maz olidendroglijas Sanas, salidzinot ar kopgjo redzeslauka
esoSo baltas vielas rajonu (4.40. C att.). Ir vérojams, ka endoteliocitus, kas izklaj asins
kapilaru sieninas, vieno cieSi savstarpgji savienojumi. Salidzinot ar redzeslauka redzamo

stnu kermenu apjomu, neiropils lokalizgjas plasaka teritorija (4.40. D att.).

4.4. Rentgenmikroanalizes rezultati

Veicot mikroanalizi SN pelekas vielas rajona, rentgenfluorescences spektros
doming paraugus veidojoSo "pamata” kimisko elementu, oglekla (C) un skabekla (O)
piki. Bez tam, mazakas koncentracijas novérojami fosfors (P), sérs (S) un kalcijs (Ca),
turklat dazadi pelekas vielas apgabali uzrada atSkirigu Ca limeni. Atseviskas vietas,
iespgjams, konstate ar1 nelielus magnija (Mg) un aluminija (Al) pikus (4.41., 4.42. att.).
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4.41. att. Rentgenfluorescences spektrs kimisko elementu mikroanalizei SN pelekas
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4.42. att. Rentgenfluorescences spektrs kimisko elementu mikroanalizei SN pelekas
vielas rajona

Saja rajona, analizgjot atseviskas nervu $anas, novero mainigu kimisko elementu

sadalfjumu: novérojamas ievérojamas variacijas galveno sastava ietilpstoso kimisko

elementu O, P, S un, it 1pasi, Ca koncentracijas (4.43., 4.44. att.). Bez tam, uz metodes
jutibas robezas, iesp&jams, noverojama magnija (Mg) un vara (Cu) klatbatne.
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4.43. att. Rentgenfluorescences spektrs kimisko elementu mikroanalizei SN rajona

neirona
Gledax32igenesis\genmaps.spe 03-Apr 2010 13:12:53 Element Wit% At%
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4.44. att. Rentgenfluorescences spektrs kimisko elementu mikroanalizei SN rajona

neirona

Salidzinot SN pelekas (4.41., 4.42. att.) un baltas vielas (4.45. att.) rajonus,

konstate ieverojami atSkirigas Ca koncentracijas — baltaja viela tas ir ap 5 reizém

zemakas, turklat augstakas koncentracijas uzrada Na.
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Chlorte (i 30,86, 20.86, 3805, 114, 5.64,0.58) LSecs : 304 Element Wt % At %
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4.45. att. Rentgenfluorescences spektrs kimisko elementu mikroanalizei SN rajona

baltaja viela

Analizgjot asinsvadu kimisko elementu sastavu, konstaté stipri mainigus Ca

Iimenus, ka art nelielas, tacu izm&ramas izmainas séra (S) koncentracijas (4.46., 4.47.,

4.48. att.). Turklat atsevisSkos paraugos novero natriju (Na) (4.47. att.).
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Chilorite (Hrm.%= 38.86, 20.96, 34.83, 1.14, 3.84, 0.28)
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4.46. att. Rentgenfluorescences spektrs kimisko elementu mikroanalizei asinsvada

sienina SN rajona
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4.47. att. Rentgenfluorescences spektrs kimisko elementu mikroanalizei asinsvada

sienina SN rajona
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4.48. att Rentgenfluorescences spektrs kimisko elementu mikroanalizei asinsvada

sienina SN rajona

Mg, Fe, un Cu linijas nav drosi izSkiramas no signala fona trokSpiem (4.46.,

4.47., 4.48. att.). Magnija limeni, kas, iesp&jams, ir virs signala trokSnu robezas (atbilst

0.07 atomu %), var konstatet asinsvada endotélija (4.49. att.).
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4.49. att. Rentgenfluorescences spektrs kimisko elementu mikroanalizei asinsvada

endotélija SN rajona
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5. DISKUSIJA

Saja patijuma tika kompleksi — imanhistokimiski un ultrastrukturali — analiz&ti no
alkohola atkarigo un narkotisko vielu lietotaju tris dazadiem smadzenu rajoniem iegti
smadzenu audu autopsiju paraugi, tos salidzinot ar kontroles paraugiem. Lai izvértetu
nervaudu elementu jutibu, ko atspogulo to oksidativais stavoklis, tika veikta kompleksa
histopatologiska novértésana, pielietojot datu statistisko analizi. Konstatéts, ka smadzenu
audu morfologiska analize kopa ar statistikas datiem lauj izvertét smadzenu audu un
stinu jutibu hroniska alkoholisma un narkotisko vielu lietoSanas gadijumos.

Petijuma ka neironu diferencéSanas markieris tika izmantota anti-NSE antiviela.
CNS petijumos NSE specifiskas lokalizacijas del to bieZi pielieto nervu Sanu
noteik3anai, $adi precizgjot talaku smadzenu audu izpéti (Lyck et al., 2008). P&tijjuma
novérojam mainigu NSE ekspresiju neironos un neiropila, taja skaita heterogenu
ekspresijas intensitati gan kontroles grupas smadzenu audos, gan alkohola un narkotisko
vielu lietotaju izpétes materiala.

Lidzigi Steinera un kolegu (Steiner et al., 2007), ka ar1 Likas un kolegu (Lyck et
al., 2008) petijjumos, Saja petijjuma GFAP ka specifiskais astrocitu markieris izmantots
astrocitu lokalizacijas noteikSanai. Norma GFAP novéro fibrozajos astrocitos baltaja
viela un CC molekularaja slani, savukart protoplazmatiskajos astrocitos, kas galvenokart
lokalizéjas pelekaja viela, ir saméra nedaudz citoplazmas un salidzinoSi neliels
daudzums GFAP filamentu (Eng and Ghirnikar, 1994). Hausmana un kolégu pétijuma
konstatétas zimigas izmainas astrocitu GFAP imanreaktivitateé dazados smadzenu
topografiskajos rajonos gliozes gadijuma, ko var izsaukt starpdiedzinu sadaliSanas tiskas
apstaklos vai paaugstinata GFAP sintéze (Hausmann et al., 2000). GFAP ekspresija var
pieaugt smadzenu traumu un astrocitu hipertrofijas gadijuma (Eng et al., 2000). P&etijjuma
noverota izteikta GFAP ekspresija alkohola lietotaju CS protoplazmatiskajos astrocitos
varétu noradit uz astrocitu hipertrofiju, kas saskan ar Peknija un Peknas datiem parskata
zinojuma (Pekny and Pekna, 2004). Astrociti ir galvenas CNS eso$as glijas Sanas, to
citoplazma esoSie mikrotubuli, aktina diedzini un starpdiedzini tieSi piedalas sekretoro
puslisu transportésana. Starpdiedzinu izmainas rada batiskus traucéjumus pisliSu
parvietoSana, tadgjadi izsaucot astrocitu-nervu Sanu komunikacijas izmainas.
Noskaidrots, ka sekretoro pasliSu vidgjais parvieto$anas atrums ir nozimigi zemaks
astrocttos ar petjjuma gaita depolimerizétiem starpdiedziniem, pieradot starpdiedzinu

iesaisti Saja procesa (Potokar et al., 2007). Pieradits, ka alkohols ietekmé iekaisuma
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mediatoru un citokinu sekréciju astrocitos (Floreani et al., 2010). Saskana ar Siem
datiem, $aja pétijuma novérotas izmainas CS rajona GFAP imanreaktivitate varétu
liecinat par alkohola ietekmei paklauto astrocitu jutibu — var tikt izraisitas Stnu
citoskeleta izmainas, ka art ar to saistiti iespgjami sekretoras funkcijas traucgjumi.

Petijumi rada, ka apkartgjas vides toksini un endogeni proteini var aktivet
mikroglijas Sanas, kas, atbrivojot superoksida radikalus, var izraisit neirotoksicitati
(Block et al., 2007). Patologiju gadijuma mikroglijas Sanas iziet kompleksu
daudzpakapju aktivacijas celu, klastot par aktivam imtnas reakcijas kontrolétajam
smadzengs. Mikroglijas Stinas var ekspresét neiromediatoru receptorus, tadgjadi ar lielu
daudzumu signalce]u tas var komunicét ar makroglijas Sinam un neironiem (Kettenmann
et al., 2011; Ramaglia et al., 2012). Mikroglijas aktivacija var bat saistita gan ar neironu
aizsardzibu, gan art izraisit neironu bojajumus. Ir atskirigi pétjjumu dati par mikroglijas
iesaisti hroniska alkohola lietoSanas gadijuma (Ward et al., 2009). Ir pé&tijumi, kas
liecina, ka hroniskas alkohola lietoSanas gadijumos, pieaugot iekaisuma citokinu tumora
nekrozes faktora alfa (TNFa) un interleikina-1p (11-1B) limenim, tiek aktivéta mikroglija,
noradot uz alkohola izraisitu iekaisuma reakciju smadzenu audos (He and Crews, 2008).
Sadu apgalvojumu apstiprinasanai baitu nepiecie3ama turpmaka izpéte.

TGF-B1 ir multifunkcionals citokins, kas regule ECM veidoSanos un tiek saistits
ar audu atjaunoSanas sp&jam akatu un hronisku smadzenu bojajumu gadijumos (Bae et
al., 2011). Petjjuma iegutie dati liecina, ka TGF-B1 intensitate neironos visos izpétes
rajonos bija augstaka hroniskiem alkohola lietotajiem, salidzinot ar kontroli. legttie dati
ir preteji Cippitelli pétijuma rezultatiem ar laboratorijas dzivniekiem (Cippitelli et al.,
2010), kur neironos gyrus dentatus un hipokampa rajonos novéroja samazinatu TGF-p1
ekspresiju alkohola ietekmes gadijuma. Kima un Piras pétijjumos paaugstinats TGF-p1
limenis noveérots asins plazmas paraugos alkohola lietotajiem (Kim et al., 2009; Piras et
al., 2012), savukart Si pétijjuma rezultati pierada, ka hroniskas alkohola lietoSanas
gadijuma tas ir paaugstinats ari noteiktu smadzenu rajonu audos. Lidzigi ka Rousas un
kolegu pétijuma in vitro modelos, tas liek domat par $i daudzfunkcionala faktora
lidzdalibu in vivo, iedarbojoties ka neironu aizsargajoSam faktoram intoksikacijas
gadijumos (Roussa et al., 2004). Saja pétijuma noverota at3kiriga dazadu smadzenu
rajonu $anu un to izaugumu anti-TGF-B1 ekspresija, pieradot izteiktu atSkiribu katra
rajona atbildes reakcija gan alkohola, gan narkotisko vielu ietekmes gadijuma. Saja
pétijuma, salidzinot TGF-B1 ekpresiju alkohola lietotajiem ar kontroli, statistiski ticamas
atSkiribas novérotas SN un CS neironos, turklat alkohola lietotajiem vértibas bija
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augstakas, bet CC neironos Sadas atSkiribas nenovérojam. Interesanti, ka izvertgjot
TGF-B1 ekpresiju neiropila, ieguvam zemakas veértibas alkohola lietotajiem tikai SN
rajona, salidzinot ar kontroles grupu. Lidzigi, statistiski ticami atSkiras TGF-B1
ekspresija SN un CC baltas vielas Skiedras, kur alkohola lietotajiem medianas vértibas
bija zemakas, salidzinot ar kontroli. Citos izp&tes rajonos $adas atSkiribas nav noverotas.
P&tijuma iegutie rezultati liecina, ka paaugstinata TGF-B1 ekspresija neironos ne
vienmér korele ar paaugstinatu ta ekspresiju nervu Sanu izaugumos, turklat ir vérojamas
izteiktas atSkiribas, salidzinot dazadus smadzenu rajonus. lespgjams, ka Saja petijjuma
noverota paaugstinata TGF-B1 ekspresija nervu Sinas hroniskos alkohola lietoSanas
gadijumos ir méginajums kompensét samazinato TGF-B1 limeni SN un CC rajonu baltas
vielas Skiedras. Turklat iespéjams, ka paaugstinata TGF-B1 ekspresija nervu Stunas, ko
izraisijis augsts oksidativa stresa Iimenis, ietekmgjis MMP9 ekspresiju (Horssen et al.,
2006, Mentlein et al., 2012). Parskata zinojuma par kanabinoidu un endokanabinoidu
ietekmétu iekaisumu smadzengs aprakstits, ka iekaisuma procesa iesaistiti divejadi — gan
ar kanabinoidu receptoriem saistitie, gan nesaistitie mehanismi, ka ari noskaidrota
kanabinoidu izraisita imtna atbildes reakcija un konstatéta ar to saistita TGF-p1
paaugstinata sekrécija periférajas asinis (Klein, 2005). Turklat ir pétits, ka kanabinoidi
modulg imanas sistémas Stanu, taja skaita limfocitu un makrofagu, funkcionalo aktivitati,
izraisot citokinu ekspresijas izmainas (Klein and Cabral, 2006). Kaut ari, lidzigi ka
alkohola lietoSanas gadijumos, ir maz p&tijumu par narkotisko vielu ietekmétu TGF-1
ekspresiju smadzenu audos, $1 pétijuma rezultati liek domat par TGF-B1 iesaisti Sados
gadijumos. Interesanti, ka Saja p&tijuma iegatie rezultati narkotisko vielu lietotajiem,
salidzinot ar kontroli, uzrada statistiski ticamas TGF-B1 ekspresijas atSkiribas neironos
tikai CC rajona, kur, lidzigi ka alkohola lietotajiem, medianu vértibas bija augstakas.
Narkotisko vielu lietotajiem, salidzinot ar kontroli, statistiski ticamas TGF-B1 ekspresijas
atSkirtbas noverojam, salidzinot SN neiropilu, kur, lidzigi ka alkohola lietotajiem,
medianu vertibas bija zemakas, un baltas vielas Skiedras, kur pretéji — novérojam
augstakas medianas vertibas. CC rajona novérojam statistiski ticamas atSkiribas,
analizejot ekspresiju baltas vielas Skiedras, turklat, lidzigi ka alkohola lietotajiem,
medianu vertibas bija zemakas neka kontrolei. Saja petijuma iegitie rezultati, kas uzrada
izteiktas atSkirtbas TGF-B1 ekspresija SN rajona baltaja viela hroniskiem alkohola un
narkotisko vielu lietotajiem, liek spriest par katrai toksisko vielu grupai raksturigo
iedarbibas celu un ietekmi. Lidzigi ka alkohola lietoSanas gadijumos, S1 pétijjuma

rezultati par narkotisko vielu ietekmi baltas vielas rajonos liecina par izmainitu TGF-p1
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ekspresijas limeni un liek domat par TGF-B1 iesaisti baltas vielas Skiedru un ECM
parmainas.

Saja petijuma alkohola lietotajiem novérojam pozitivu TGF-B1 Kkorelaciju ar
SOD1 SN rajona neironos, turpreti CC rajona attieciga korelacija bija negativa. So
rajonu neiropila Iidzigas korelacijas noverotas starp TGF-p1 un MMP9. Negativa
TGF-B1 un MMP9 korelacija novérota alkohola lietotajiem CS rajona neironos, ka ari
CS rajona baltas vielas Skiedras. Interesanti, ka ari kontroles grupa novérota pozitiva
TGF-B1 un SOD1 korelacija, tacu nav novérota TGF-f1 un SOD1 korelacija ar MMP9.
Sada daudzfaktoru kombingta iesaiste liecina par sarezgitu regulacijas mehanismu, un,
lidzigi ka Pages un kolegu parskata zinojuma (Page-McCaw et al., 2007), pétijjuma
iegatie novérojumi norada, ka MMP9 var aktivét latento TGF-B1 proteinu, izraisot ta
paaugstinatu ekspresiju SN un CC neironos. Turklat iespgjams, ka paaugstinato TGF-p1
ekspresiju nervu Sanas, ietekmgjot MMP9 ekspresiju, izraisijis paaugstinatais
oksidativais stress (Horssen et al., 2006, Mentlein et al., 2012).

Langa un kolegu (Lang et al., 2004) parskata zinojuma apkopoti dati par
neirotropiniem noradot, ka tiem piemit neiroaizsardzibas efekts, savukart oksidativais
stress ka riska faktors minéts gadijumos, kad novéro pazeminatu NGF Iimeni seruma
alkohola izraistas neiropatijas un Alcheimera slimibas gadijumos. Sadam pazeminatam
NGF limenim seko pieaugoSa NGF ekspresija, ko skaidro ar, iespgjams, samazinatu
NGF receptoru esamibu hipokampa un CC rajonos post mortem pétijjumos Alcheimera
slimibas gadijumos (Hock et al., 2000). Saja pé&tijuma iegitie rezultati uzrada lielaku
anti-NGFR pozitivu neironu skaitu alkoholisma gadijuma gan CC, gan ari CS rajonos,
tacu samazinats anti-NGFR pozitivu neironu daudzums, salidzinot ar kontroli, novérots
SN rajona. Narkotisko vielu lietoSanas gadijumos gan SN, gan CS rajonos NGFR
pozitivo neironu skaits bija augstaks, salidzinot ar kontroli. Turpmaka So rajonu izpéte
batu nepiecieSama, analizeéjot anti-NGFR izmainas saistiba ar NGF ekspresijas
izvertegjumu. Neironala aktivitate, saistita ar neirotropinu ekspresiju, sekréciju un
iedarbibu, var ietekmét sinaptisko parvadi, nodroSinot saikni starp nervu Stanu aktivitati
un sinaptisko plasticitati (Berry et al., 2012). Henrija un kolégu pétijjuma ar
eksperimentaliem dzivniekiem ir imanelektronmikroskopiski pétita NGFR lokalizacija
nucleus caudatus rajona gan nelielos mielinétajos, gan nemielinétajos aksonos un to
terminalos (Henry et al., 1994). Pieradita art mielina asocieta glikoproteina — aksonu
regeneracijas inhibitora — saistiba ar NGFR, noradot, ka tam ka ko-receptoram ir
potenciali terapeitiska nozime nervu Skiedru regeneracija (Wong et al., 2002). Lidzigi
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dati ieguti, petot perifero nervu Skiedru remielinizacijas procesu un neirotropinu iesaisti
taja (Notterpek, 2003). Saja pétijuma iegatie rezultati liecina par variablu NGFR
lokalizaciju smadzenu rajonu baltas vielas Skiedras gan alkohola, gan narkotisko vielu
lietoSanas gadijumos, uzradot gan samazinatu (SN rajoni), gan palielinatu (CC rajoni)
NGFR ekspresiju hroniskas alkohola lietoSanas gadijumos, bet paaugstinatu (SN rajoni)—
narkotisko vielu lietoSanas gadijumos.

Saja pétijuma analizétajos alkohola (4.1. tab.) un narkotisko vielu lietotaju
smadzenu regionos paradita atSkiriga aizsargajosas superoksida dismutazes ekspresija
gan nervu Sunas, gan glijas Sunas, neitralizgjot brivos radikalus bazalo gangliju un CC
rajonos CNS. Turklat, balstoties uz p&tijuma rezultatiem gan par antioksidantu aktivitates
izmaipam smadzenu audos izpetes rajonos kopuma, gan, konkréti, par SOD1
imanreaktivitates samazinaSanos SN baltaja viela, paraléli elektronmikroskopiski
dokumenteti batiski mielina struktiras bojajumi. Tadgjadi ieguti pieradijumi par
nervaudu elementu selektivu jutibu alkohola iedarbibas ietekme.

SOD1 Kklatbatne un plasa izplatiba dazados $anu veidos CNS ir nozimiga,
iedarbigi katalizgjot superoksida radikala O® parvér$anu tidenpraza peroksida (H,O) un
molekularaja skabeklt, tapec Sadi detaliz&ti p&tijjumi par endogéno antioksidantu sistemu
smadzenu struktaras ir nozimigi, lai noteiktu, vai antioksidantu trikums/parmeérigs
daudzums var veicinat neironu ievainojamibu attieciba uz oksidativajiem bojajumiem, ka
ari neirodegeneracijas noriti. Enzima imanlokalizacija dazados $anu veidos, saskana ar
literataras datiem (Peluffo et al., 2005; Yon et al., 2008), vérojama ka atbildes reakcija
uz oksidativa stresa izraisitam izmainam. Turklat Saja p&tijjuma, elektronmikroskopiski
apstiprinot mitohondriju ultrastrukturalas izmainas, ieguvam lidzigus rezultatus ka
Matsuda un kolégu pétijuma (Matsuda et al., 2009), kas apliecina, ka, iespgjams,
mitohondriala disfunkcija ir iemesls brivo radikalu izraisitam oksidativam stresam un
tam sekojoSai SOD aktivitatei. Pétfjuma ar dzivniekiem konstatéta alkohola izraisita
izteikti izmainita antioksidativas aizsardzibas sistémas aktivacija hipokampa un striatum
rajona (Sommavilla et al., 2012). Lidzigi ir Saja p&tijuma iegatie rezultati, kur SOD1
imtnhistokimiska analize liecina par antioksidantu aktivitati CNS bazalo gangliju un CC
rajona, ietverot peleko un balto vielu. Salidzinot ar kontroles grupu, alkohola lietotaju
grupa novérojam augstaku SOD1 intensitati neironos gan SN, gan CC rajonos. Salidzinot
alkohola lietotaju grupu ar kontroli, So rajonu neironiem konstatétas ari statistiski
ticamas SOD1 ekspresijas atSkiribas. Interesanti, ka pelékas vielas neiropila konstatétas

augstakas SOD1 ekspresijas medianas vertibas visos izp&tes rajonos alkohola lietotajiem,
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salidzinot tas ar ekspresiju katra rajona baltas vielas izaugumos. Visu izpétes rajonu
baltas vielas oligodendrocitos novérojam gan paaugstinatu SOD1 intensitati, gan
ekspresiju, turklat, salidzinot oligodendrocitus ar astrocitiem gan baltaja viela, gan
pelekaja viela visos izpétes rajonos, hroniskiem alkohola lietotajiem oligodendrocitiem
novérojam augstakas SOD1 ekspresijas medianas veértibas (Ward et al., 2009). Pretgji
tam, kontroles grupas astrocitos, salidzinot ar oligodendrocitiem, SOD1 ekspresija ticami
pieauga peléekaja viela. Statistiski ticamas atSkiritbas SOD1 ekspresija novérojam
astrocitos, salidzinot alkohola lietotaju un kontroles grupas balto un peléeko vielu visos
izpétes rajonos, tacu atSkiribas neatradam, salidzinot attiecigos raditajus grupu robezas
(Gonthier et al., 2004). legatie dati liecina ne tikai par neironu Sp&ju iesaistities
antioksidativaja aizsardzibas sistema, bet ari par glijas Sanu, 1pasi oligodendrocitu, spgju
un nepiecieSamibu paaugstinat aizsardzibu pret brivo radikalu iedarbibu, ko izraisijusi
alkohola lietosana (Ward et al., 2009). Interesanti, ka, salidzinot SOD1 ekspresijas
medianas vertibas baltas vielas Skiedras un oligodendrocitos, oligodendroglijas Stnas tas
noveérojam augstakas, turpreti, Sos raditajus salidzinot ar kontroli, augstakas vértibas
noverojam tikai CS un CC rajonos, SN tas bija samazinatas (4.19. att.).

Narkotisko vielu lietotajiem, salidzinot ar kontroli, neironos novérojam statistiski
ticamas SOD1 ekspresijas atSkiribas visos izpétes rajonos, turklat SN un CC rajonu
neironos medianas veértibas narkomaniem bija augstakas, tacu CS rajona zemakas,
salidzinot ar kontroli (Maier and Chan, 2002). Lidzigus datus ieguvam attiecigi par
neiropilu pelekas vielas rajonos. legatie rezultati, salidzinot SOD1 ekspresiju neironos
un to izaugumos, liecina par aizsardzibas sistémas aktivacijas nepiecieSamibu dazados
smadzenu rajonos narkotisko vielu lietotajiem (Virmani et al., 2010). Narkotisko vielu
lietotajiem, salidzinot ar kontroli, gan pelekas, gan baltas vielas astrocitos un
oligodendrocitos novéro augstaku SOD1 ekspresiju visos izp&tes rajonos. Baltas vielas
rajonu izaugumi uzrada augstakas medianas vértibas, analizéjot SOD1 ekspresiju SN un
CC rajonos. Saja p&tijuma iegitie rezultati liek domat par dazadu smadzenu elementu,
taja skaita gan nervu $anu, gan glijas Stnu atSkirigu aizsardzibas reakcijas spéju, atbildot
uz brivo radikalu limena paaugstinasanos (Ward et al., 2009).

Literataras datu analize par nervaudu strukturalo elementu imanreaktivitati un
smadzenu ECM parbuves kapacitati rosina domat, ka imanhistokimijas metode ir
piemérota MMP proteina noteikSanai un telpiskai lokalizacijas noskaidroSanai.
Imtnhistokimiska MMP9 lokalizacijas noteikSana ir piemerota, toméer Sadi nav iesp&jams

atSkirt neaktivu un aktivu proteina formu (Rosenberg, 2002). Saja p&tijuma tika novérota
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augstaka MMP9 intensitate alkohola un narkotisko vielu lietotaju neironos visos izpétes
rajonos, salidzinot ar kontroli. Ir zinams, ka multiplas sklerozes gadijuma novéro BBB
bojajumus izraisoSu MMP9 ekspresiju limfocitos un endoteliocitos. Citokinu ietekme
notiek mikroglijas aktivacija un tai sekojosa mielina apvalka degradacija un
demielinizacija (Rosenberg, 2002). St p&tijuma rezultati attieciba uz hroniskas alkohola
lietoSanas gadijumiem atSkiras no aprakstitajiem pieradijumiem par paaugstinatu MMP9
ekspresiju BBB S$tunas multiplas sklerozes gadijumos. Reti atradam MMP9 ekspresiju
endoteliocitos un pericitos. Neatradam iekaisuma Sanu infiltratus.

MMP iesaistas audu parbaves regulésana (Page-McCaw et al., 2007). Mielina
veidoSanas, ka ar1 de/remielinizacijas molekularie mehanismi ir sarezgiti (Pereira et al.,
2012). Aprakstiti in vitro pétijumi par MMP spgju Skelt mielina proteinus (Milward et
al., 2008), ka art pieejami zinojumi par prionu proteinu speju parakrini izraisit aksonu
demielinizaciju (Bremer et al., 2010). Tadgjadi konceptuali nozimigi demonstréts, ka
demielinizacijas process var realizéties ari no aksona puses. lespéjams, ka parakrini
signalceli spgj ietekmét periaksonalas mielina izmainas ari hroniskas alkohola lietoSanas
gadijumos. P&tijums ar eksperimenta dzivniekiem parada, ka, iztrakstot MMP9 génam,
ISeémijas gadijuma tiek samazinata BBB un baltas vielas degradacija (Asahi et al., 2001).
Saja petijuma noverota paaugstinata MMP9 ekspresija baltas vielas rajonos (4.2. tab.)
nav saistama ar izteiktiem BBB bojajumiem, bet mielina parmainam, iesp&jams, mielina
proteina degradaciju. Paaugstinata MMP9 ekspresija oligodendrocitos un mikroglijas
Stinas korele ar mielina slapa bojajumiem, kas ultrastrukturali demonstréti hroniskas
alkohola lietoSanas gadijumos (4.3. tab., 4.36. att.). Tika novérota izteikta MMP9
ekspresija neironu aksonos. lespéjams, ka hroniskiem alkohola lietotajiem izteiktakas
izmainas varétu noritét mielina bazes proteina (MBP), mielina-asociéta glikoproteina
(MAG) un mielina-oligodendrocita glikoproteina (MOG) lokalizacijas vietas. Tomer Sis
hipotezes pieradiSanai nepiecieSami papildu p&tijjumi.

Kobajasi un lidzautori (Kobayashi et al., 2008) demonstréja, ka MMP veicina
periferos mielina bojajumus mielina bazes proteina degradacijas cela, kas dalgji sakrit ar
§1 pétijjuma rezultatiem par paaugstinatu MMP9 aktivitati un ar to saistitam
mielinizacijas izmaipam hroniskas alkohola lietoSanas gadijuma. Péc Mira (Moore et.
al., 2011) MMP darbibu regulé astrocitu sekretéti endogeni TIMP, tadgjadi regul&jot
MMP inhib&Sanu. Papildus tam, MMP9 gadijuma inhib&Sana tiek panakta, TIMP1
saistoties ar pro-MMP9, tada veida aizsargajot pro-MMP9 no MMP3 vaditas ta SkelSanas

un no Sim procesam sekojoSas pro-MMP9 aktivacijas. Var pienemt, ka Sim kaskades tipa
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reakcijam palidz ari tadu membranu tipa metaloproteinazu ka MMP14 (Mentlein et al.,
2012) darbiba, un brivie radikali, ka pieminéts agrak (Morita-Fujimura et al., 2000). Ta
ka noverojam izteiktu SOD1 ekspresiju astrocitos, kas norada uz So Sinu funkcionala
stavokla izmaipam, tas lauj domat ari par MMP enzima inhibgjosas TIMP sistémas
izmainpam. lespgjams, ka MMP9, uz ko galvenokart atsaucas ka uz ECM degradgjosu
proteazi, sp&j daZzados celos izraisit mielina bojajumus. Interesants $1 pétijuma
noveérojums ir paaugstinatas MMP9 ekspresijas korelacija ar SOD1 imanekspresijas
paaugstinasanos, ko saista ar pieaugoSu oksidativa stresa Iimeni. Vienlaikus, precizgjot
smadzenu rajonu ipatnibas alkohola lietotajiem, més novérojam, ka ar SN rajonu saistita
baltas vielas struktarelementu jutiba atSkiras no citiem Saja pétijjuma iesaistitajiem
rajoniem. Mijiedarbiba starp SOD1 un MMP9 parlieku augstu ekspresiju, ipasi analizéjot
to aktivitati baltas vielas rajonu oligodendrocitos un mikroglijas $tnas, neizslédz iespgju,
ka oksidativais stress un ar MMP saistitie procesi kontrolé mielina slana izmainas un
degradaciju. lespgjams, ka baltas vielas tilpuma samazinasanas hroniska alkoholisma
gadijuma (De la Monte, 1988) notiek mikroglialas aktivacijas un tai sekojoSu mielina
izmainu d&l. Neskatoties uz faktu, ka pétijuma nav tieSa veida konstatéti ar MMP9
saistiti mielina bojajumi, kopuma veiktie imtinhistokimiskie noverojumi par palielinatu
MMP9 ekspresiju aplukoto smadzenu rajonu baltaja viela, mikroglija un
oligodendrocitos ir saskana ar ultrastrukturalajam mielina izmainam, ko apraksta Sis
petijums. Kopuma secinam, ka veiktie novérojumi rosina domat par to, ka endogéna
antioksidantu sistema ir svarigs Stnu uzvedibas regulétajs ar mainigu aktivitati smadzenu
audos. Antioksidantu trakums/parmérigs daudzums hroniskiem alkohola lietotajiem var
ietekmét neironu jutibu, saistitu ar oksidativiem bojajumiem, un neirodegeneracijas
procesu. MMP kontrolé Sanu izturéSanos un, parbavéjot ECM, iedarbojas uz Sanu
virsmas molekulam. Balstoties uz iegutajiem rezultatiem, kas ilustré oksidativa stresa
izraisitus hronisko alkohola lietotaju smadzenu bojajumus un precizé MMP9 lomu Sadu
bojajumu gadijuma, var spriest par antioksidantu aktivitati bazalajos ganglijos un CC
uzbives elementos.

Interesanti, ka narkotisko vielu lietotajiem konstatéta negativa MMP9 ekspresija
ependimocitos, turpreti alkohola lietotajiem ta bija izteikti pozitiva. Tas ir saskana ar
Tateno un Saito (Tateno and Saito, 2008) zinojuma datiem, kur noradits, ka izmainas VL
rajona, taja skaita neirogenezes procesos, notiek hroniska alkohola iedarbibas gadijuma

un pieraditas gan in vitro, gan eksperimentos ar dzivniekiem.
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DaZzados smadzenu rajonos novéroto TUNEL-pozitivo Stnu skaits bija mainigs.
TUNEL-pozitivitate neironu un glijas $unas alkohola un atkaribu izraisoSu vielu
lietoSanas gadijumos norada uz apoptozes procesiem. Savukart TUNEL-pozitivas
endotelija Sanas liecina par BBB komponentu bojajumiem. Aprakstiti pétijjumi par
plazmina iesaistitu ECM komponenta laminina degradaciju, izraisot nervu Stnu bojaeju
hipokampa rajona un tai sekojoSu neirodegeneraciju alkoholisma gadijuma (Skrzypiec et
al., 2009). Petijuma ar dzivniekiem konstatéts, ka neirogenéze hipokampa rajona tiek
ietekméta, alkohola izraisitam oksidativajam stresam izraisot jauno neironu bojaeju
(Herrera et al., 2003). Opioido receptoru aktivacija sekm& programmgtu Sanu bojaeju in
vitro pétijumos ar cilveku un dzivnieku neironu un mikroglijas Stnu kultiram (Emeterio
et al., 2006). Lai ar1 petijumos plasi aprakstita ar neirodegeneraciju saistita Stanu bojaeja
apoptozes cela, ir pétijjumi, kas neapstiprina Stnu programmétu bojaeju CC rajonos
hronisku alkohola lietotaju post mortem stadijas, liecinot par ierobezotam Sinu
adaptacijas sp&jam Sada veida (Johansson et al.,, 2009). P&tijuma ar laboratorijas
dzivniekiem, analizejot bulbus olfactorius un CC rajona TUNEL-pozitivus neironus
gaismas mikroskopa, ar talaku analizi elektronu mikroskopa, konstatéts, ka
neirodegeneraciju izraisa Sanu nekroze (Obernier et al., 2002). lzvértejot izveidoto grupu
TUNEL-pozitivitates rezultatus, iegati dati, kas salidzinaSanas nolakos izmantojami
turpmakajos pétijjumos par toksisku vielu izraisitiem smadzenu bojajumiem un nervu
stinu bojaeju.

S1 pétijuma rezultati liecina, ka vishiezaka aknu bojajuma izpausme hroniskiem
alkohola lietotajiem ir steatoze un fibroze, velaka stadija — ciroze. Salidzinot ar kontroles
grupu, $aja izpétes grupa noverotas gan SOD1, gan TGF-B1 ekspresijas izmainas.
Noverota paaugstinata TGF-B1 ekspresija korele ar fibrozes atradném aknu audos
hroniskiem alkohola lietotajiem. Literattiras avotos mingti pétijjumu rezultati par plausu
un aknu audiem, kur paaugstinata TGF-B1 ekspresija izraisa gan imunitates
samazina$anos, gan — regulgjot ECM komponentes — izraisa fibrozi (Crews et al., 2006).
Izteikta TGF-B1 ekspresija alkohola lietotaju Zultsvadu epitélija varétu liecinat par 1
faktora nozimi epitélijsStnu proliferacijas regulacijas procesa. P&tijjuma novérojumi sakrit
ar literatara minétajiem datiem par aknu zvaigznveida Sanu parveidi miofibroblastiem
lidzigajas Sunas, ka ari iesaistiSanos ECM veidoSana, lidz ar to iesaistoties aknu
funkcionalo traucgjumu un fibrozes attistibas procesos (Jester et al., 1999; Herrmann et
al., 2007; Gressner et al., 2007). Par oksidativa stresa nozimigu lomu fibrogengze liecina
izteikti pozitiva SOD1 reakcija hepatocitos hroniskiem alkohola lietotajiem. P&tijjuma
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novérojam, ka SODL1 reakcijas produkts nevienmeérigi, tacu izteikti lokalizéjas saistaudu
septas, bet mazak izteikta reakcijas produkta lokalizacija veérojama portala trakta
saistaudos.

Hroniskas alkohola lietoSanas ietekmes izpéte ir nozimigi progresejusi, tomer
alkohola lietoSanas izraisita patogenéze veél aizvien nav pilniba izprasta. Ir veidoti
petijumu modeli ar mérki noskaidrot 1) galvenos stimulus cilvéka vélmei patérét
alkoholu, 2) organisma reakciju uz alkoholu un 3) alkohola lietoSanas kaitigas sekas
(Hommer et al., 2001; Harper and Matsumoto, 2005). Neskatoties uz to, ka ar alkohola
lietoSanu saistitu bojajumu gadijuma CNS rodas selektiva ievainojamiba, vél joprojam
trakst detalizétas ultrastrukturalas informacijas, kas nozimiga patogéno norisu izpratnei.
Elektronmikroskopiski pétitas alkohola izraisitas CNS parmainas galvenokart atspogulo
ultrastrukturalu informaciju par nervu Sanu bojajumiem (Khan et al, 2001). Neironu
darbibai nozimigu, glijas Sanu nodrosinatu lokalu vides apstaklu uzturéSana/saglabasana
ir mazak pétita. Vairakas pétnieku grupas fokusgjusas uz vidussmadzenu rajona esoSo
dopaminergisko neironu izpéti, ka art uz dopamina limena izmainu analizi, kas atkariga
no astrocitu regulétas glutamata uznemsanas/izdaliSanas, secinot, ka glijas Sanas var bt
nozimigi iesaistitas glutamata signalparneses celos un citotoksicitates izraisitos procesos
(Khan et al, 2001; Gass and Olive, 2008). Tapéc mes izvelgjamies pétit un salidzinat gan
neironu, gan glijas Stnu struktarelementu izmainas tris atSkirigos smadzenu rajonos
hroniska alkoholisma un narkotisko vielu lietoSanas gadijumos ultrastrukturala limeni.

Blomelejs un kolegi (Blomeley et al.,, 2011) aprakstija elektrofiziologisku
pétijumu par etanola iedarbibu uz dazadu apakStipu neironiem striatum rajona un
paradija, ka etanolam ir tieSa iedarbiba uz starpneironiem, gan izraisot depolarizaciju,
nomacot Kalija transportu, gan hiperpolarizaciju, samazinot holinergisko neironu
aktivitati. Zinots par etanola iedarbibas pieradiSanu uz striatum izejoSiem eferentiem
celiem, izmainot holinergisko starpneironu somatodendritiskaja rajona esoSo glicina
receptoru aktivitati, ka ar1 par to, ka palielinats acetilholina limenis vada GABAergisko
neironu uzbudinajumu, kas savukart samazina glutamatergisko neirotransmisiju un
rezultejas efferentas darbibas funkciju samazinajuma (Wang et al., 2010; Adermark et
al., 2011). Sada veida etanols varétu modulét neironu mijiedarbibu, kas nosaka
informacijas parvadi no CC uz striatum, iesp&jams, izraisot ar intoksikaciju asociéto
izzinas speju samazinasanos.

Spanagels (Spanagel, 2009) izteica viedokli, ka sistemiskam alkohola lietojumam

ir kopiga iedarbiba gan uz nucleus accumbens, gan tegmentum ventrale rajonu
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vidussmadzengs un aferentiem vadisanas celiem. ST pétfjuma novérojumi sakrit ar
Paulas-Barbosas, Gilmana un kolegu, ka ari Hileja un kolégu pétijumu rezultatiem
(Paula-Barbosa et al., 1985; Gilman et al., 1998; Healey et al., 2008). Etanols ietekmé
sinaptisko plasticitati striatum rajona, tadgjadi paplasinot alkohola iedarbibas ierosinato
bojajumu skarto smadzenu rajonu sarakstu; turpmakajos pétijjumos butu nepiecieSams
koncentrét izpétes veikSanu ne vien CC, CS un SN, bet ari citos rajonos.

Analizei izvéletajos smadzenu rajonos nenoverojam ultrastrukturalus nervu $anu
bojajumus hroniskas alkohola lietoSanas gadijuma. Tomér Skiet, ka neironu izaugumi
tiek skarti dazados veidos. Saja pétijuma vairuma gadijumu aksonalo degeneraciju
novéroja reti, bet hroniskiem alkohola lietotajiem mielina slana bojajumi tika noveroti.
Aksolemmas tuvuma novérojam izteikti atSkirigu formu paranodalas cilpas. Reizém
mielina membranas bija redzamas balonveida struktiras un membranu krusto$anas.
Pertiku (Macaca mulatta) smadzenu audos veiktie kvantitativie ultrastrukturalie petjjumi
uzrada korelaciju starp oligodendrocitu un paranodalo zonu biezumu novecoSanas gaita
(Peters and Sethares, 2004; Bowley et al., 2010). Zinots par novérotiem alkohola
izraisitiem bojajumiem corpus callosum aksonu viengabalainiba (Wang et al., 2010;
Pfefferbaum et al., 2010). Sulte un kolggi (Schulte et al., 2010) zino, ka pat relativi
niecigs alkohola lietotaju lokals baltas vielas Skiedru mikrostruktaru bojajums lauj
spriest par saistibu starp puslodém, noradot uz anomalu funkcionalo asimetriju. Petjjuma
legatie noverojumi sniedz jaunu ieskatu iespgéjamos signalu parvades trauc&umos
alkohola iedarbibai paklautos smadzenu laukos, kuros norma vérojama vizualo un
motoro izaugumu viengabalainiba. Ultrastrukturali novérotas mielina slana anomalijas
varétu izraisit samazinatu vadiSanas atrumu mielinizétajos aksonos alkoholisma
gadijumos.

Mijiedarbibai ar citiem neironiem nepiecieSams dendritu gala izaugumu
tiklojums, kas nodro3ina loti lielas platibas virsmu informacijas sanem3anai. Saja
pétijuma alkohola lietotajiem noverotas ultrastrukturalas parmainas atbilst rezultatiem,
ko ieguva Tangs un kolegi (Tang et al., 2001). Tas lauj spriest, ka degenerativas
izmaipas dendritos samazina sinaptisko uztverSanas platibu un izmaina nervu Sanu
mijiedarbibu. Lai novertétu petijuma konstatetos dendritu gala izaugumus, vadijamies
pec Sorras un Harisa publikacijas (Sorra and Harris, 2000). Novérojam ari retas gluda
endoplazmatiska tikla cisternas, citoskeleta elementu dalas, ribosomas un faktisku

mitohondriju trakumu dendritu gala izaugumaos.
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Astrocitus uzskata par nozimigam Sinam homeostazes plasticitates regulacija.
Slezaks un kolégi (Slezak et al., 2003) zinoja, ka astrociti izmaina sinaptisko
savienojumu daudzumu tiesi, sinaptisko signalu cela, vai netieSi, modificgjot neironu
aksonu un dendritu morfologiju. Zinams, ka astrociti nodroSina neironiem nepieciesamo
energiju, saista un metabolizé glutamatu un izdala neirotropus faktorus, kas nepiecieSami
nervu $anu izaugumu zaroSanai. PaplaSinoties zinaSanam par glijas SGnu nozimigumu
smadzenu funkciongSana, Fabriciuss un kolégi (Fabricius et al., 2007) izteica hipotezi
par nepiecieSamibu ilglaicigas alkohola lietoSanas gadijuma noveértét glijas Sanu
daudzumu, ka ari konstateja, ka, salidzinajuma ar kontroli, kopgjais glijas Sunu
daudzums alkohola lietotajiem statistiski batiski neatSkiras. P&tijjuma redzams, ka
astrocitu (vispariga nozimg), un, 1pasi, astrocitu Sanu izaugumu skaits samazinas vai tie
ir daudz Tsaki un ar reducgtu zarojumu.

Petijuma paradits, ka organellu bojajumiem neironos un glijas Stnas ir selektivs
raksturs ar skaidru mitohondriju iesaisti. P&tjjuma rezultati parada mitohondrijus ka
izteikti reaktivas organellas. Uzskata, ka brivos radikalus producé dazi ar etanolu saistiti
mehanismi, sekojot Ca jonu ieplidei Stna un slapekla oksida sintetazes aktivacijai, ka art
mitohondrialajai  disfunkcijai, kas novérota alkohola lietotaju CC rajona bojata
oksidativas fosforilacijas procesa un brivo radikalu masveida produkcijas dé] (Goodlett
and Horn, 2001). Masu pétijuma dati dalgji sakrit ar Ikegami un kolégu (Ikegami et al.,
2003) publicgtiem novérojumiem par alkoholisma skartu cilveku smadzenu izmainam.
Mums neizdevas ultrastrukturali konstatét apoptotiskus vai nekrotiskus bojajumus nervu
stunas. lkegami un kolégu veiktaja cilveku smadzenpu izpéte noverota
TUNEL-pozitivitate neironos varétu but radusies no etanola inducétas slapekla oksida
parprodukcijas vai ar mitohondrialo disfunkciju saistita oksidativa stresa dgl. Intensivi
tikusi pétita strukturala un biokimiska autopsijas audu saglabasana; biezi zinots, ka
vairums enzimu autopsijas audu paraugos saglabajas (Harper et al., 2003). Harper un
kolégi zinoja, ka, ja smadzenu audu panemsanu, preparéSanu un uzglabasanu uzmanigi
kontrolé, no autopsiju materiala var ekstrahét un talak ar modernu tehnologiju
pielietojumu analizét augstas kvalitates nukleinskabes un proteinus. Sis metodes jau
izmantotas alkohola lietotaju baltas vielas tilpuma samazinasSanas analizei (Pfefferbaum
et al., 2009), ka ar1 ir nozimigas ar mielinu asociéto genu regulacijas traucgjumu
identifikacijai hroniskiem alkohola lietotajiem (Lewohl et al., 2001). Masu pé&tjjuma
rezultati norada uz mielina membranu neregularitati un SkelSanos, ka ari uz dazadu

paranodalo cilpu paradiSanos, kuram raksturigi balonveida veidojumi un krustoSanas. Ta
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ka pétijuma analizétajiem mielinizétajiem aksoniem tikai retumis konstatéjam
degradaciju un dezintegraciju mielina slani, nevar izslegt atjauno$anas iespgju.

Nobeiguma var teikt, ka esam veikusi hronisku alkohola lietotaju tris smadzenu
rajonu Sanu ultrastrukturalu izvertejumu, lai parbauditu un salidzinatu bojajumu
selektivitati Sanu Iimeni attiecigajiem rajoniem. No daZzadiem smadzenu rajoniem
iegatais audu materials, veicot ultrastrukturalu analizi, norada uz neironu un glijas $anu
izmainam, ko tradicionali novéro hroniskiem alkohola lietotajiem. Tomér batu
nepiecieSama papildu izpéte, jo Saja morfologiskaja p&tijjuma neizdevas demonstrét Stinu
bojajumus, kas attiecigi ultrastrukturala Iiment pieraditu neironu un glijas Sanu bojaeju.
Batu nepiecieSami turpmaki pétijumi, kas versti uz iespéjamu regeneracijas izpéti, un
domajams, ka tie varétu bat koncentréti uz glijas $anu potenciala novértéSanu, ka ari uz
dendritisko gala izaugumu un dendritu izaugumu/sinapSu izmainu izvérteSanu alkohola
lietotajiem.

Narkotisko vielu lietotaju bazalo gangliju ultrastrukturala analize atklaj
oligodendrocitu dazado bojajumu pakapi, ko izraisa ar kliniskam un instrumentalam
metodem apstiprinata intoksikacija. Saja pétfjuma novérota mainiga oligodendrocitu
reakcija — no nelielam izmainpam Iidz mielina apvalka bojajumiem, kur biezi noveroti
citoplazmas ieslegumi, ipasi paranodalos rajonos. Sie novérojumi ir saskana ar Baumana
un Pham-Dina (Baumann and Pham-Dinh, 2001) p&tijuma rezultatiem, kur apstiprinats,
ka pat nelieli mielina apvalka bojajumi $ajos rajonos butiski ietekmé signalu parvades
speju aksona. Veikti pétijjumi, kas apstiprina oligodendrocita atkarigo atro aksonalo
transportu (Edgar et al., 2004); pétijjuma novérotie neskaidras izcelsmes osmiofilie
ieslegumi ta citoplazma varétu negativi ietekmét Sada transpota realizaciju. Mingtie
ieslegumi varctu bat célonis vismaz daléjam nervu Skiedru mielina apvalka zudumam,
kas apstiprinats art kliniski (Stepens et al., 2013). Mitohondriju uzbrieSana un reducgtas
kristas norada uz organellu jutibu, kas saistita ar Sanu bioenergétikas procesu parmainam
un/vai programmétu Sanu bojaeju globus pallidus rajona. Songa un kolégu pétijuma
(Song et al., 2004) noskaidrots, ka dopaminergiskajos neironos, ieskaitot substantia
nigra rajonu, konstatéjams mainigs mitohondriju daudzums un izméri, turklat to bojaeja
saistita ar So neironu selektivu jutibu, kas apstiprinata pétijjuma ar dzivniekiem
Parkinsona slimibas gadijuma. Lidzigas mitohondriju morfologiskas izmainas novérotas
ari Saja petijjuma, kas apliecina glijas Sanu jutibu narkotisko vielu, taja skaita
metkatinona iedarbibas gadijuma. ASnera (Aschner, 2000) parskata zinojuma apkopoti

dati par metalu izraisitu toksicitati, Mn un Fe uzkrajoties gan astrocitos, gan
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oligodendrocitos, un radot mitohondrialus bojajumus, kas rezultgjas ar ekstrapiramidalas
motoras sistemas disfunkciju un virkni neirodegenerativu saslim$anu. Saja pétijuma
iegutie dati apstiprina mitohondrialas izmainas un mielina apvalka bojajumus narkotisko
vielu lietotajiem bazalo gangliju rajonos, lai art mums neizdevas apstiprinat So metalu
klatbatni glijas Stnas ar rentgenmikroanalizes metodes palidzibu.

Saskana ar Veisa un kolégu parskata zinojuma datiem (Weiss et al., 2009),
endoteliocitu plazmatiskaja membrana novérojam vidgji daudz nelielus pinocitotiskus
pusliSus, tomer Sanai raksturigais, augstai metaboliskai aktivitatei atbilstoSais
mitohondriju daudzums nav konstatéts. Endoteliocitu citoplazma noverotie retie nelielie,
reizém uzbrieduSie mitohondriji liecina par izmainitu Stanas metabolismu. Saskana ar
Vinklera un kolegu (Winkler et al., 2011) parskata zinojumu pericitiem ir ipasa loma,
regulgjot vaskularo stabilitati un angioarhitektaru. ST patijuma laika iegatie rezultati par
pericitu kodola apvalka un graudaina endoplazmatiska tikla izmaipam liecina par
toksisku vielu izraisitam adaptiva rakstura parmaipam pericitos. lzteiktas
ultrastrukturalas izmainas astrocitos un to Kajinu rajonos, kas novérotas $aja pétijjuma
gan hronisku alkohola, gan narkotisko vielu lietotaju izp&tes grupas, norada uz $o Sanu
ipaso jutibu BBB struktara (Zlokovic, 2008). Dazadu neirovaskularas vienibas
komponentu iesaiste, atbildot uz toksisku vielu iedarbibu, liecina par kompleksi veidotu
atbildes reakciju un selektivu Sanu jutibu. Noskaidrots, ka parkinsonisma sindroma
attistiba saistama, iespéjams, ar Mn parmérigu uzkraSanos SN rajona, izraisot CNS
bojajumus, tapéc endoteliocitiem, bazalajai membranai un astrocitiem, kas veido BBB, ir
ipaSa nozime smadzenu homeostazes nodroSinasana. Zinams, ka Mn var Skérsot BBB,
tomer precizi §1 procesa mehanismi nav noskaidroti (Bouchard et al., 2003; Liu et al.,
2006; Stepens et al., 2008). Saja pétjjuma ar caurstarojo3as elektronmikroskopijas
metodes palidzibu pieraditas ultrastrukturalas izmainas BBB metkatinona lietotajiem pé&c
intravenozas Mn ievadiSanas, kura avots, visticamak, ir kalija permanganats. Tas netiesi
apstiprina iepriekS mingto pétjjumu noveérojumus par endoteliocitu un astrocitu
izmainam, kas nodroSina atseviSku smadzenu rajonu selektivu §i metala uznémibu. Kaut
ari precizi Mn toksicitates mehanismi nav zinami, pétijjumos noskaidrots, ka Mn
akumulgjas mitohondrijos un nelabveligi ietekmeé to funkcijas (Zhang et al., 2003;
Zwingmann et al., 2004). Nav izzinats, ka Mn joni no gremoSanas sistemas ieklast
asinsrité, bet tam ir liela nozime talaka Mn limena saglabasana kermeni. Aknam ir
nozimiga loma Mn limepa reguléSana in vivo. Mn izvadiSana no aknam atkariga no

Mn-olbaltumvielu kompleksa asins plazma, tadgjadi, regulgjot Mn koncentraciju
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kerment, aknas var ietekmet ar1 parmérigi augsto metala limeni smadzenés (Roth, 2006).
lespéjams, ka turpmaki pétijumi batu nepiecieSami, parbaudot Mn koncentracijas aknu
audos Sados gadijumos, izmantojot rentgenmikroanalizes metodi.

Veicot mikroanalizi, konstatéjam mainigas Ca koncentracijas gan SN pelékas
vielas rajonos, gan nervu $unas. Ta ka zinams (Haydon and Carmignoto, 2006; Winship
et al., 2007), ka astrocitu aktivacija saistita ar iek§Stnu Ca izmainam, batu nepiecieSama
turpmaka izpéte, salidzino$i analizéjot kimisko elementu izmainas dazados smadzenu
rajonos. Kollera un Hacinsona (Coller and Hutchinson, 2012) pétijjums apliecina
neirotoksisku alkohola iedarbibas izpausmi, to dalgji saistot ar glutamata izdali no
astrocitiem, kas atkariga no Ca jonu koncentracijas Iimena, savukart eksperimenti liek
domat par voltazas atkarigo Ca kanalu jutibu un iesaisti, kanabinoidiem samazinot
sinaptisko parvadi (lIversen, 2003), kas apstiprina izpratnes par Ca jonu koncentracijam
nozimigumu. Galvenie faktori, kas ierobezoja mazu koncentraciju elementu noteikSanas
iespéju, bija starojuma detektora ierobezota spektrala iz8kirsana (ap 150meV Mn K liniju
rajona), elektronu bremzeSanas rentgenstarojuma raditais nepartrauktais fons un parauga
bojajumi elektronu kiila iespaida. Sie pedgjie divi traucgjosie faktori nosaka to, ka zemu
koncentraciju vieglo elementu noteikSanai pasauleé p&déjos gados plasi izmanto
sinhrotrona starojumu (Robison et al., 2012; Duci¢ et al., 2013).

Saja petijuma pamatotas tris dazadu smadzenu rajonu neironu un glijas anu
atSkirigas atbildes reakcijas alkohola un narkotisko vielu ietekmg, ar imanhistokimisko
metozu palidzibu un datu statistiskas apstrades metozu pielietoSanu pieradot astrocitu un
oligodendrocitu ipaSo jutibu. Turklat, izmantojot elektronmikroskopijas metodes,

pieraditas aksonu mielina apvalka izmainas SN un CC rajonu baltaja viela.
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6. SECINAJUMI

1. Diferencéta smadzenu garozas un zemgarozas kodolu nervu un glijas Sanu
jutiba ir zimiga atradne cortex cerebri, corpus striatum un substantia nigra rajonos, kas

apstiprinata struktdaras un ultrastruktaras limeni psihoaktivu vielu lietoSanas gadijumos.

2. Alkohola un narkotisko vielu lietoSana izraisa oksidativo stresu, par ko liecina
imanhistokimiskas izmainas SOD1 ekspresija, kas statistiski ticami paaugstinata —
substantia nigra un cortex cerebri neironos un glijas Stnas, corpus striatum un cortex
cerebri baltas vielas Skiedras, bet savukart samazinata — alkohola lietotaju substantia

nigra rajona baltas vielas Skiedras un glijas Stnas.

3. Psihoaktivu vielu lietoSana izraisa metaloproteinazes-9 vaditas parbuves
norises, par ko liecina imanhistokimiskas MMP9 atradnes, un, kas pieraditas, nosakot
paaugstinatu MMP9 ekspresiju CNS visos izpétes rajonos gan hronisko alkohola, gan

narkotisko vielu lietotaju grupas.

4. Hroniskiem alkohola lietotajiem SOD1 un MMP9 ekspresijas ir mainigas,
uzradot pozitivu Kkorelaciju substantia nigra rajona neironos un baltas vielas Skiedras.
Elektronmikroskopiski iegutie apstiprinoSie rezultati par 81 rajona baltas vielas Skiedru
mielina slapa izmainam izmantojami, lai spriestu par hroniska alkohola lietoSanas
iedarbibu uz CNS.

5. Uz ultrastrukturaliem noveérojumiem balstits $tinu citoplazmas organoidu (ipaSi
endoplazmatiska tikla, mitohondriju un citoskeleta) izverteéjums lauj spriest par astrocitu
un oligodendrocitu 1paso jutibu, ka ar1 neironu izmainam dendritu zarojuma un Sinapses

atkaribu izraisoSu vielu lietoSanas gadijumos.

6. Alkohola lietotajiem noteikta lokala audu mediatoru TGF-f1 un NGFR
lidzdalibas nozime neironu aizsardziba, ko apstiprina to cie$a pozitiva korelacija ar
oksidativa stresa markiera ekspresijas samazinasanos substantia nigra baltas vielas
rajona. Apstiprinagjums, ka salidzino$i mazak TUNEL-pozitivu astrocitu un
oligodendrocitu kodolu atrasts substantia nigra baltas vielas rajona, liecina par Sanu

bojaejas ipatnibam Saja rajona alkohola lietoSanas gadijumos.
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7. Pielietojot energiju dispersas rentgenmikroanalizes metodi smadzenu audu
kimisko elementu analizé, pieradita S$is metodes nozime, detektéjot augstas
koncentracijas elementu sastavu un nosakot "pamata” kimisko elementu, oglekla (C) un
skabekla (O) pikus. Bez tam iesp&jams noteikt mazakas koncentracijas esoso fosforu (P),
séru (S) un kalciju (Ca); tas lauj pétit smadzenu sinaptisko plasticitati, nosakot Ca

koncentracijas izmainas un interpretgjot rezultatus kopa ar TEM atradném.
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Pieteikuma iesniedzgjs: Sandrs Skuja
RSU Doktorantiiras nodala

Pétijuma nosaukums: Toksisku vielu izraisitu CNS izmainu morfologiska izpé&te.
IesniegSanas datums: 03.12.2009.

P&tijuma protokols:

(X) Petijuma veids: kompleksi tiks izmantota gaismas mikroskopijas metode, imfinhistokimijas
metode, caurstarojo§a un skengjosa elektromikroskopijas metode, kimisko elementu
rentgenmikroanalizes metode

(X) Pétijuma populacija: 50 parafina blocini no CNS

(X) Informacija par petfjumu:

(X) Piekridana dalibai pétfjuma:

Citi dokumenti:
1. Anketu paraugs
Nosiitijuma veidlapa ~
Pétfjuma autores CV
Darba vaditajas CV
SIA Rigas Austrumu KUS Patologijas centra direktora piekriSana
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Petijjuma ieklautas grupas

1. tabula

Nr.  Hroniski alkohola lietotaji Narkotisko vielu lietotaji Kontroles grupa
nr./dzimums/vecums nr./dzimums/vecums nr./dzimums/vecums

1. 3616 vir 64g 3499 vir 45 g 3778 vir 34g

2. 3618 vir 50g 828 vir 45¢ 3825 vir 27g

3. 3642 vir 49 ¢ 3724 vir 31g 3843 vir 23g

4. 3727 vir 469 3824 vir 31g 3871 vir 329

5. 3728 vir 53g 3884 vir 31g 3895 vir 37g

6. 3729 vir 439 3926 vir 459 3905 vir 269

7. 3730 vir 379 3864 vir 239 3942 siev 229

8. 3731 vir 64g 3965 vir 22 g 3948 siev 259

9. 3732 vir 35g 3966 vir 35g 3953 vir 26g

10. 3734 vir 48¢g 3845 siev 369 3957 vir 179

11. 3738 vir 479 3959 vir 37g

12. 3777 vir49 g 3968 vir 34g

13. 3810 vir 47g

14. 3811 vir 54g

15. 3823 vir 48g

16. 3835 vir 559

17. 3844 vir 43g

18. 3842 vir 60g

20. 3863 vir 63g

21. 3936/3937 vir 499

22. 3938 vir 33g

23. 3940 vir 459

24. 3941 vir 33g

25. 3943 vir 33g

26. 3946 vir, 55g

217. 3951 vir 669

28. 3952 vir 30g

29. 3954 vir 50g

30. 3955 vir 389

31. 3956 vir 63g

32. 3961 vir 36 g

33. 3962 vir 49 g

34. 3963 vir 35 ¢

35. 3617 siev 60g

36. 3733 siev56 g

37. 3812 siev 599

38. 3846 siev 50g

39. 3939 siev 60g

40. 3944 siev 34g

41, 3945 siev, 48g

42. 3949 siev 45¢g

43. 3950 siev 60g

44, 3846 siev 50g

45, 3960 siev 449

46. 3964 siev 45g
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PATEICIBAS

Ipass paldies manai darba vaditajai asocictai profesorei Valerijai Gromai par
vispusigu atbalstu vienmér un visur, ieguldito laiku un padomiem promocijas darba
izstrades un rakstisanas laika.

Sirsnigs paldies profesoram Ojaram Teterim par atbalstu un palidzibu izpéetes
materiala ieguve.

Pateicos profesorei Reginai Kleinai par atsaucibu un ieteikumiem darba tapSanas
laika.

Paldies lektorei Vinitai Caucei par palidzibu un padomiem, veicot datu statistisko
apstradi.

Sirsnigs paldies manai skolotajai, ilggadgjai Starpkatedru Elektronmikroskopijas
laboratorijas vad. petniecei Valdai Zalcmanei par darba pieredzes nodosanu, labestibu un
»pleca sajutu”, ka ari kolégiem Lidijai Saulitei — par atbalstu un konsultacijam
pétnieciska materiala sagatavoSana, Aloizijam Patmalniekam — par palém tehniskas
aparataras nodrosinasana.

Paldies visiem AAI kolegiem par smaidu un uzmundrinajumiem.

Vislielakais paldies maniem tuvajiem par atbalstu $i darba tapSanas laika.
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