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DARBA LIETOTIE SAISINAJUMI

CNS - centrala nervu sistema

CC - lat. cortex cerebri — smadzenu garoza

CS- lat. corpus striatum

SN - lat. substantia nigra

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

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-B — (angl. transforming growth factor B) — transformgjo3ais aug3anas
faktors beta

NGFR — (angl. nerve growth factor receptor) — nervu aug3anas faktora
receptors

MMP — (angl. matrix metalloproteinase) — matrices metaloproteinaze
Cu/Zn SOD - (angl. Cu/zZn 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 iezimeSana

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



1. IEVADS

Atkaribu izraisoSu psihoaktivu vielu lietoSana saistita ar centralas
nervu sistemas (CNS) darbibas traucgjumiem, radot izmainas un bieZi vien
neatgriezeniski bojajot tas uzbaves elementus. Hroniska alkohola lietosana ik
gadu izraisa 2,3 miljonus priek3laicigu mirSanas gadijumu pasaulé (Pasaules
Veselibas organizacija (WHO), 2009), ieskaitot 3,5% naves ceélonu 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 $anu pamata
funkcijas (Miguel-Hidalgo et al., 2002; Ikegami et al., 2003). Tomér joprojam
trakst pilnigas izpratnes par smadzenu bojajumu norisem, kas saistitas ar
psihoaktivu vielu lietoSanu (Syapin, 2011; Tamrazi and Almast, 2012).
Multidisciplinarajos pétijumos noverotie rezultati rada pamatu piepémumam,
ka batu nepiecieSami pétijumi par hronisku alkohola un narkotisko vielu
lietotaju smadzenu bojajumiem Sanu liment. 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
izmainam (Fields, 2008). Dazadu p&tijumu dati shiedz atSkirigu informaciju par
hroniskas alkohola lietoSanas izraisitam smadzenu audu izmainam pelekaja un
baltaja viela gan smadzenu garozas, gan zemgarozas rajonos, kas varié no
garozas pelekas vielas samazinajuma un neironu zudumiem lidz nozimigam

baltas vielas tilpuma samazinajumam (Kril et al., 1997; Harper and Kfril, 1989;



Badsberg et al., 1993; Fein et al., 2002; Harper, 2009; Bihler and Mann, 2011;
Kim et al., 2014). Taja pasa laika ir petijumi, kas parada, ka smadzenu funkciju
bojajumi hroniskiem alkohola lietotajiem neizsauc garozas neironu bojaeju,
tacu izraisa: (1) izmainas dendritos — ar izmainitu dendritisko sazaroSanos un
iespejamu aksonu degeneraciju (Harper and Corbett, 1990; Ullén, 2009;
Rasakham et al., 2014), vai (2) astroglijas noteiktas homeostazes parmainas,
ietekmejot 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 (magnéetiskas 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 lemumu pienems3ana (Balleine
et al., 2007; Surmeier et al., 2009), tas regulé 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 izmainas Saja rajona atkaribu
izraisoSu vielu lietotajiem (Todd et al., 2013).

Lidz ar gengctiskiem, biologiskiem, kimiskiem faktoriem hroniska
alkohola lietoSana var izraisit ar oksidativo stresu saistttas 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 Sanu
bojaeju un nervu slimibu attisttbu (Mattson, 2000). Paaugstinatu superoksida

dismutazes (SOD) aktivitati saista ar Stinu aizsardzibas mehanismu aktivaciju



pret iespgjamiem ROS raditiem bojajumiem (Uttara et al., 2009). ROS
parmeériga ekspresija un paaugstinata metaloproteinazu (MMP), konkrétak,
MMP9, aktivacija novérota CS asins-smadzenu barjeras (BBB) bojajumu
gadijumos (Kim et al., 2003). Turklat oksidativa stresa ietekme var aktivet
MMP9, kas turpmak var izraisit neirodegeneraciju (Wright and Harding, 2009).
Dazi no aizvien neatbildetajiem 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 regulacija
(Krieglstein et al., 2002); turklat in vitro pétijjumos apstiprinats, ka TGF-B
darbojas ka neironus aizsargajoss faktors (Roussa et al., 2004).

Metalu jonu, tadu ka mangans (Mn) un dzelzs (Fe), uzkrasanas ir
nozimigs patogenétisks faktors, kas var but daZzadu neirodegenerativu slimibu
celonis. Turklat petijumi apliecina, ka 30 jonu koncentraciju izmainas iesp&jams
apstiprinat ar merijumiem, kuros nosaka fosfora (P), kalija (K), kalcija (Ca) un
hlora (CI) jonu Klatbiitni (Johansson and Strémberg, 2002; Ducic¢ et al., 2013).
Tadiem BBB komponentiem ka kapilaru endotelijam, bazalajai membranai un
astrocitiem ir IpaSa nozime smadzenu homeostazes nodroSinasana. Ir zinams,
ka astroctti ekspresé dazadu neiromediatoru receptorus, to aktivacija saistita ar
iek8Sunu 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 $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 pienemts (Serpa et al., 2008).



Jonu kanalu aktivitate un paaugstinata aksonu plazmatiskas membranas
caurlaidiba, ko izraisa natrija (Na) un Ca jonu limena pieaugums aksonas,
sekmé aksonu bojajumus, tostarp degeneraciju (Medana and Esiri, 2003).
Paslaik trakst datu par hronisko alkohola un narkotisko vielu lietotaju
smadzenu strukturalo komponentu reaktivi adaptivo izmainu kvantitativiem
merjjumiem, kuru rezultati batu  noverteti, kompleksi  izmantojot
imanhistokimiskas un elektronmikroskopiskas izpetes metodes. Izvelgtas témas
nozimigumu raksturo nepiecieSamiba izprast gan smadzenu struktaras, gan

sanu mijiedarbibas izmainas atkaribu izraisoSu vielu iedarbibas gadijumos.

1.1. Darba merkis

Smadzenu audu raksturojums hroniskas alkohola iedarbibas un
narkotisko vielu lietoSanas gadijumos struktiras un ultrastruktiras liment,
kompleksi izmantojot  gaismas mikroskopijas, imanhistokimijas,

elektronmikroskopijas un rentgenmikroanalizes metodes.

1.2. 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
izmainam ir lidzigs raksturs.

2. lzveleto imanhistokimisko markieru ekspresija ir atSkiriga, 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 iegtito rezultatu vertejumu.



1.3. Darba uzdevumi

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

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

3. Veicot MMP9 ekspresijas izvertejumu un pielietojot statistiskas datu analizes
metodi, pétit daZadu smadzenu rajonu un Sanu lidzdalibu alkohola un
narkotisko vielu izraisitas parbaves norises.

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

5. Dot morfologiski pamatotu skaidrojumu smadzenu pelekas un baltas vielas
ultrastruktiiras komponentu parbavei psihoaktivu vielu lietoSanas gadijuma.

6. Noskaidrot audu mediatoru lidzdalibas nozimi neironu un glijas Stnas
notiekoSajos procesos psihoaktivo faktoru ietekmée, analizgjot neironu un glijas
§tnu jutibu tris dazados smadzenu rajonos.

7. Petit kimisko elementu nozimi nervaudu strukturalajas parmainas atkaribu
izraisoSu psihoaktivu vielu lietoSanas gadijumos; parbaudit mikroelementu
koncentracijas  noteik3anas iespgjas, izmantojot energiju  dispersas

rentgenmikroanalizes (EDX) metodi.

1.4. Darba novitate

Struktdras un ultrastruktaras Iimeni salidzinoSi izanalizeti tris dazadi
CNS rajoni hroniskas alkohola un narkotisko vielu lietoSanas gadijumos. Lidz

Sim pieejamos literatiras avotos atrodami dati par pétijlumiem atseviskos
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smadzenu rajonos, tie bieZi ir neviennozimigi un pat pretrunigi. Trakst datu par
kompleksu $o rajonu analizi psihoaktivu vielu ietekmes gadijuma gan
struktiiras, gan ultrastruktaras Iimeni. Saja petjuma pirmo reizi tiek iegiti un
salidzinati dati gan par atSkirigu CNS rajonu iesaisti, gan neironu un glijas Sanu
jutibu un atbildes reakciju hroniskas alkohola un narkotisko vielu lietoSanas
gadijumos, izvertejot oksidativa stresa izraisitas izmainas un MMP9 iesaisti un

nozimi.

1.5. Darba struktiira un apjoms

Promocijas darbs uzrakstits uz 161 lappuses latvieSu valoda atbilstosi
klasiskai darba struktarai. Darbu veido 9 nodalas: ievads; literataras apskats;
materiali un metodes; rezultati; diskusija; secinajumi; publikacijas un zinojumi
par pétijjuma temu; literatiiras saraksts; pievienots pielikums. Promocijas darba
teksts papildinats ar 4 tabulam, 61 attélu un 2 pielikumiem. Izmantotas

literatiiras saraksta ir 337 literataras avoti.

1.6. Autora personigais ieguldijums

Autore personigi piedalijusies visas pétijjuma stadijas, ieskaitot
pétijjuma planojumu un markieru izveli. Autore personigi veikusi literataras
izpeti, petama materiala atlasi, ta sagatavoSanu izp&tei gaismas un elektronu
mikroskopos, veikusi imanhistokimiskas reakcijas un preparatu analizi gaismas
un elektronu mikroskopos, ka art datu apkopo$anu, analizi un aprakstu, ir darba

iegato mikrofotografiju autore.

1.7. Etiskie aspekti

Petjjuma veik$anai sanemta Rigas Stradipa universitates Etikas
komisijas atlauja (Iemums 17.12.2009.).

11



2. MATERIALS UN METODES
2.1. Izpetes materials un ta iedalifjums grupas

Petijuma izmantots SIA "Rigas Austrumu kliniskas universitates
slimnicas” Patologijas centra un Valsts Tiesu medicinas ekspertizes centra
smadzenu un aknu audu arhiva materials, iegats laika posma no 2007.-2012.
gadam no 46 hronisku alkohola lietotaju, 10 narkotisku vielu lietotaju un 12
kontroles grupas autopsiju audiem.

Peétijuma gaita ietverti sekojosi 5 etapi:
|. Petama materiala iegizSana un atlase.

Petfjuma sakotngja etapa tika veikta SIA "Rigas Austrumu kliniskas
universitates slimnicas” Patologijas centra pacientu vestures izrakstu (laika
posma no 2007. lidz 2010. gadam) analize, tadgjadi atlasot 13 gadijumus ar
diagnozi ,,hronisks alkoholisms”. No Valsts Tiesu medicinas ekspertizes centra
laika posma no 2007. Iidz 2012. gadam tika iegtts materials, sertificétam
patanatomam sekciju laika izvertéjot 1) smadzenu, sirds, aknu un aizkunga
dziedzera patanatomisko ainu makroskopiskaja Iiment iesp&jamiem hroniskiem
alkohola lietotajiem (Ji, 2012), 2) durienu pedu esamibu iesp&jamiem
narkotisko vielu lietotajiem. Smadzenu audu materials no prefrontalas garozas
(CC), substantia nigra (SN) un corpus striatum (CS) nemts saskana ar Daubera
(Dauber, 2007) atlanta ietvertiem smadzenu atteliem, precizi ieverojot petamo
rajonu atraSanas vietu. Turpmak, lai papildus izvertetu iespgju materialu ieklaut
izp&tes grupas, nemti vera Valsts Tiesu medicinas ekspertizes centra arhiva
materialu asins un urina kimisko analizu rezultati (paaugstinata etanola un/vai
citu atkaribu izraiso3u vielu koncentracija) un histologisko izmeklgjumu dati.
Veidojot hronisku alkohola lietotaju pétifjuma grupu, izmantoti ieslégSanas
kriteriji saskana ar Harpera un kolégu zinojumu (Harper et al., 2003).

Tapat visiem pétjjuma ieklautajiem gadijumiem veikta aknu

morfologiska analize, ka ari, papildus, imanhistokimisks nepiecieSamo
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markieru ekspresijas izvertejums, kas atspogulots promocijas darba attiecigaja
apaksnodala, pamatojot materiala ieklauSanu pétijuma.

P&c materiala atlases izveidotas $adas grupas:

1. Hroniski alkohola lietotaji: 34 virieSi vecuma no 33 Iidz 66 g.
(73,9%), 12 sievietes vecuma no 44 lidz 60 g. (26,1%). Hronisku alkohola
lietotaju vidgjais vecums bija 47 + 10 gadi. 17 no 25 (68%) hroniskiem
alkohola lietotajiem asinis konstatéts etanols no 0,53 lidz 4,07 %o; citas vielas
asinis un urina nav konstatetas.

2. Narkotisko vielu lietotaji: devini virieSi vecuma no 22 lidz 45 g.
(90%), viena sieviete 22 g.v. (10%). Narkotisko vielu lietotaju vidgjais vecums
bija 34 + 8 gadi. Piecos gadijumos narkotisko vielu lietotaju asinis konstatets
ari etanols no 0,59 lidz 1,67 %.. 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 37g.,
sertificetam patanatomam izsledzot sirds-asinsvadu, elpoSanas sistémas un
aknu patologijas, ka ari papildus veicot atlasi smadzepu un aknu audu
morfologiskas analizes rezultata. Grupa ieklauti 10 virieSi (83,3%) un 2
sievietes (16,7%). Kontroles grupa vidgjais vecums bija 29 + 6 gadi.

Lai parbauditu iesp&jamas 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.).

1. Markieru izvele iminhistokimisko reakciju veikSanai.

Balstoties uz pasaules literataras analizes rezultatiem par nervaudu un
smadzenu neironu un glijas Stnu struktaru un taja notieko3o procesu izpéti ar
biomarkieriem un attiecigam antivielam, tika izveidots promocijas darba

izmantojamo markieru un antivielu klasts.
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I11. Tris smadzepu rajonu audu materizla analize.

Balstoties uz zinatnisko rezultatu iztrakumu par selektivo CNS
jutigumu un ievainojamibu psihoaktivo vielu ietekme salidzino3a 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 objektivizetu
un kvantificetu atradnes par markieru ekspresiju CNS, veicot salidzinajumu
starp smadzenu rajoniem un izp&tes grupam.

V. Kimisko elementu koncentraciju izmaipzu analize smadzepu audu uzbives
elementos.

Kimisko elementu, tostarp metalu, koncentraciju izmainu analize
smadzenu struktoras tika paredzéta, lai izvertetu metodes informativitati un
noteiktu mikroelementu koncentraciju audos, ka art koreletu EDX atradnes ar

smadzenu izmainam struktiras un ultrastruktiras I[iment.

2.2. Imanhistokimijas metodes un imainhistokimisko reakciju
izverteSanas principi

Pétijuma izmantotas ABC (StreptABC Complex/HRP Duet, Sigma-
Aldrich, St. Louis, MO), HRP Polymer system (CellMarque, Rocklin, CA,
USA) un EnVision vizualizacijas sistemas (DacoCytomation, Glostrup,
Denmark).

Saja petijuma skrininga veida smadzepu audos veiktas iman-
histokimiskas 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-
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NGFR (DacoCytomation, Carpinteria, CA, USA, 1:50, klons NGFR51) un anti-
CD68 (DacoCytomation, Glostrup, Denmark, 1:50, klons PG-M1).

Oksidativa stresa izraisitu izmainu noteikSanai izmantota anti-SOD1
antiviela (Novocastra, Newcastle, UK, Leica Biosystems, 1:100, klons 30F11).
Savukart augSanas faktoru un metaloproteinaZzu ekspresijas noteik3anai
izmantotas Sadas antivielas: anti-TGF-B1 (Novocastra, Newcastle, UK, Leica
Biosystems, 1:40, klons TGFB17) un anti-MMP9 (Novocastra, Newcastle, UK,
Leica Biosystems, 1:40, klons 15W2).

Skrininga veida izveletos smadzenu audu gabalinos TUNEL-pozitivo
§tnu ieziméSanai 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 polimeéra iezimétajs,
ja izmantota HRP polimeéru sistéma, 3) ieziméts polimérs, kur§ konjugéts ar
sekundaro antivielu, izmantojot En Vision sistému. Vizualizacijas rezultats
atkarigs no antigena lokalizacijas $tinu membrana, citoplazma vai kodola.

Parafina griezumi deparafinizéeti ksilola, hidratéti spirta Skidumos. P&c
tam 0,3% H,0, saturo$a metilspirta Skiduma izturéti 20 — 40 mindtes, vai lietots
Skidums endogeno enzimu nomakSanai (Dual Endogenous enzyme block).
Antigénu epitopu pieejamibas nodroSinaSanai stiklini variti 0,01 M Na citrata
bufera Skiduma 15 minates. ABC vai En Vision pielietoSanas gadijuma
reakcijas gaita preparati inkubéti ar 1% vérSa seruma albuminu (bovine serum
albumin fraction V jeb BSA), (Roche, Mannheim, Germany) TRIS bufera
skiduma Iidz stundai istabas temperatara. Tad preparati inkubgti ar primaro
monoklonalo antivielu saturoSu serumu (atSkaidijums ar TRIS bufera un BSA

skidumu attiecigi katrai antivielai pec raZotaja rekomendacijam) un iztureti 12
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stundas ledusskapi 2 — 6 °C temperatara. Pec skaloSanas PBS Skiduma griezumi
inkubéti kamera ar sekundaro antivielu saturo$o serumu (biotinylated goat anti-
mouse/rabbit 1g) vai HRP poliméru (Labeled polymer-HRP) 30 minates istabas
temperatara, vai ar HiDef Detection™ Amplifier 10 minates istabas
temperatara. Tad veikta, attiecigi, inkubacija (ABC un HiDef Detection™ HRP
Polymer system lietoSanas gadijuma) ar tercialo antivielu saturoSo serumu
(streptavidin, biotinylated horseradish peroxidase) 30 minates istabas
temperatiira vai HiDef Detection™ HRP Polymer Detector 10 mindates istabas
temperatira. 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 Sinu kodolu krasviela. P&c krasoSanas preparati skaloti
krana tdent un dehidratéti augosas koncentracijas spirta Skidumos. Nobeiguma
preparati caurspidinati ksilola un parklati ar ieslegSanas vidi (PERTEX,
mounting medium for light microscopy, Histolab, Gothenburg, Sweden). Par
imanpozitivam uzskatitas Stnas, kuras ar diaminobenzidinu uzradijusas brinus
reakcijas produktus. Preparati ar attieciga epitopa jau zinamu pozitivitati lietoti
ka pozitiva kontrole. Mingto preparatu paralélie griezumi, kuros primara
antiviela aizstata ar TRIS, izmantoti ka negativa kontrole.

TUNEL reakcijas veikSanai smadzenu audu griezumi deparafinizéti,
hidratéti spirta Skidumos, iztureti 0,3% H,0, saturo3a metilspirta Skiduma 40
minates. Talak audu griezumi ievietoti Na citrata bufera Skiduma vanna un
variti 15 minates. Audu griezumi atstati 1% BSA TRIS bufera skiduma uz 1
stundu, pec tam parklati ar TUNEL mix (TUNEL Enzyme solution: TUNEL
label, atSkaidijums 1 : 9) un izturgti 1 stundu 37 °C temperatara termostata. Pec
skaloSanas TRIS bufera Skiduma griezumi inkubgti ar konvertoru (Converter-
POD solution) termostata 37 °C 30 minates, skaloti un parklati ar DAB (10
miniites). Stinu kodolu kontrastkraso3ana veikta ar hematoksilinu.
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Perlsa reakcija Fe(lll) noteikSanai veikta izlases veida, ietverot gan
hronisku alkohola un narkotisko vielu lietotaju, gan kontroles grupas materialu.

Antigénu ekspresijas izvertejums veikts smadzenu autopsiju CC,
zemgarozas kodolu rajonu pelékas un ar tiem asociétas baltas vielas rajonos, ka
art lateralo ventrikulu (VL) rajona, katra no tiem izvertejot ekspresiju dazados
stnu veidos. Imanhistokimisko reakciju rezultatu analize veikta, izvertejot
imanreaktivitati neironu un glijas Stnas, tostarp astrocitos un oligodendrocitos;
veikta art asins kapilaru veidojoSo endoteliocttu un pericitu analize. SOD1 un
TGF-B1 imanreaktivitate noteikta art aknu audu griezumos.

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

Intensitate analizéta puskvantitativi, izmantojot Sadu sisttmu: 0-
negativa reakcija, 1- vaja, 2— vidgja, 3 izteikta reakcija. TGF-B1, SOD1 un
MMP9 imanreaktivitates izvertgjums smadzenu audos veikts, analizgjot
relativo proporciju, t.i., izvertgjot, cik lielu dalu no redzeslauka, izteiktu
procentos (0% — 100%), aiznem analizéjama struktara, kura noveéro antigéna
ekspresiju. legatas vertibas reizinatas ar intensitati un defingtas ka ekspresija.

Neironu skaits redzeslauka analizéts kvantitativi.

2.3. Imanhistokimisko reakciju rezultatu statistiska analize

Imunhistokimisko reakciju rezultati atspoguloti ka medianas ar
starpkvartilu vertibam (IQR (25%; 75%)). Vairaku kategorizétu mainigo
salidzinaSanai 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, izvértgjot saistibu starp TGF-$, SOD1 un MMP9
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ekspresiju. Korelacija noverteta ka cieSa, ja korelacijas koeficients bijis lielaks
vai vienads ar 0,7. Batiskuma Iimenis (p) ar vertibu, kas mazaka par 0,05,

vértéts ka statistiski ticams.

2.4. Materiala apstrade analizei caurstarojosa elektronu
mikroskopa

Smadzenu audu materials  elektronmikroskopiskajai  analizei
sasmalcinats 1 mm?® gabalinos un fikséts 2,5% glutaraldehida $kiduma 0,1 M
fosfata buferi 2 lidz 4 stundas 4 °C temperatara. Papildu fiksacija veikta ar 1%
osmijskabi 0,1 M fosfata buferi 1 stundu 4 °C temperatura. PEc tam preparats
skalots fosfata bufera Skiduma bez saharozes, atudenots ar spirtu pieaugosa
koncentracija. Pec iztureSanas 70° spirta, audu gabalinus uz diennakti ievieto
2% uranilacetata 70° spirta Skiduma. Audu materials pakapeniski piesatinats ar
epoksida sveku (Epoxy embedding medium kit: Epoxy embedding medium,
Epoxy embedding medium hardener DDSA [2-dodecenylsuccinic anhydrite],
NMA [methylnadic anhydrite], Sigma-Aldrich, Buchs, Switzerland)
komponentu un acetona maisijumu. Péc tam audu gabalini atstati pa nakti
istabas temperatira epoksida sveku maisijuma (bez Kkatalizatora Epoxy
embedding medium  accelerator DPM-30 [2,4,6-Tris(dimethulamino-
methyl)phenol]). Materials ieguldits epoksida sveku maisijuma (ar katalizatoru)
specialas plastmasas kapsulas un ievietots termostata +60 °C temperatiira uz
24— 48 stundam.

Ultraplanie griezumi (60 nm) griezti ar LKB ultramikrotomu, likti uz
vara sietiniem, kas parklati ar formvara pleviti. Analize veikta ar JEOL firmas
elektronu mikroskopu JEM 1011 (Japana), palielinajums x2000 — x40000.
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2.5. Materiala apstrade analizei sken&joSa elektronu
mikroskopa un EDX

Audu autopsijas gabalini sakotngji fikseti atbilstoSi metodei 2,5%
glutaraldehida Skiduma un 1% osmijskabe. Pirms audu ZaveSanas kritiskaja
punkta tie atidenoti pieaugo3as koncentracijas acetona. Zavésana kritiskaja
punkta ar Zavetaju (E3000, Agar Scientific Ltd, Anglija) nodroSinata ar
oglskabas gazes (CO,), attieciga spiediena un adens temperataras palidzibu.
Sausie paraugi piestiprinati specialam turétajam, tad parklati ar zelta vai oglekla
kartinu (attiecigi analizei SEM vai EDX) katoda putinataja aparata (JFC-1300,
JEOL, Japana). Sagatavotie audu turétaji ar paraugiem ievietoti skengjosa
elektronu mikroskopa JSM-6490LV (JEOL, Japana); SEI (sekundaro elektronu
atteloSana) vai BSE (atstarotie sekundarie elektroni) rezima pie 25kV liela

sprieguma paraugi verteti 3,000x — 20,000x liela palielinajuma.
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3. REZULTATI
3.1. Parskata griezumu analizes 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. Aknu analize uzrada pereklainu vai totalu
hepatocitu steatozi, bieZi novéro hepatocitus, kas satur lielpiliena tauku
ieslegumus, t.s. tauku cistas citoplazma. Novero periportalu un portalu fibrozi,
reizém izteiktu cirozi. Biezi novéro portalu aknu cirozi uz difazas aknu
steatozes fona.

Narkotisko vielu lietotajiem novérota galvas smadzenu taska,
sastregumpilnasiniba un asinsvadu mikrocirkulacijas traucgjumi. Aknu audu
analize uzrada hepatocitus ar gluda endoplazmatiska tikla hiperplaziju,

leikocitaru infiltraciju portalajos traktos, taukaino hepatozi un aknu fibrozi.

3.2. NSE imianhistokimiskas 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. Noveérots, ka SN un CS rajonos NSE imanekspresija ir mainiga.

3.3. GFAP imanhistokimiskas izpetes rezultati

Sakara ar sarezgito galvas smadzenu telpisko struktiru, astrocitu
diferenciacijai tika izmantots specifiskais astrocitu markieris — monoklonala
anti-GFAP antiviela, izlases veida izvéloties gadijumus no hronisku alkohola
un narkotisko vielu lietotaju pétfjuma grupam. lzteikta GFAP intensitate tika

novérota gan CC astrocitos baltaja viela, gan pelékas vielas rajonos. Lidzigi CS
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rajona astrocitos — gan baltaja, gan pelekaja viela — alkohola un narkotisko
vielu lietotajiem novérota izteikta GFAP intensitate. GFAP ekspresija
vertegjama ka difaza, to novero gan Sunas kermeni, gan izaugumos. lzteiktu
GFAP ekspresijas intensitati novero astrocitu gala izaugumos pie asins

kapilariem.

3.4. Dzelzs histokimiskas noteik3anas rezultati

Perlsa reakcija tika veikta izlases veida, ietverot gan hronisku alkohola un
narkotisko vielu lietotaju gadijumus, gan kontroles grupas materialu. Perlsa
reakcija Sunas ar dzelzi saturo3am granulam novéro zila krasa. lzvelétajos
paraugos no hronisku alkohola lietotaju grupas Fe pozitivas Sanas tika
noveérotas maz, biezi neviena. SalidzinoSi vairak Fe depozitus novero

narkotisko vielu lietotaju grupa asins kapilaru tuvuma.

3.5. CD68 imunhistokimiskas izpgtes rezultati

Izteiktu CD68 ekspresijas intensitati noverojam gan pelekaja, gan
baltaja viela hroniskiem alkohola lietotajiem visos izp&tes smadzenu rajonos.

Biezi CD68 pozitivas Stinas novero asins kapilaru, ari neironu tuvuma.

3.6. TGF-p1 imiinhistokimiskas izpétes rezultati

Salidzinot TGF-B1 ekspresijas medianas vertibas hroniskiem alkohola
lietotajiem un kontrolei neironos, tas ir augstakas SN un CS rajonos, CC

atSkirtbas nenovero (3.1.att.).
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3.1. att. TGF-pB1 ekspresija neironos alkohola lietotajiem un kontrolei visos
Smadzenu izpétes rajonos

Zemakas TGF-B1 ekspresijas medianas vertibas bija alkohola lietotaju
grupa baltas vielas Skiedras salidzinot ar kontroli, attiecigi: SN 0,95 (0,60; 1,50)
un 1,40 (0,80; 2,10), (p<0,001), CC 0,90 (0,60; 1,00) un 0,60 (0,90; 2,00),
(p<0,001). Narkotisko vielu lietotajiem, salidzinot ar kontroli, neironos
augstakas medianas vertibas novero tikai CC rajona: 1,20 (0,84; 2,66) un 0,88
(0,26; 1,00), (p=0,011), lidzigi augstakas tas bija ari, salidzinot baltas vielas
Skiedras: 0,90 (0,50; 1,60) un 1,40 (0,80; 2,10), (p<0,001). Hroniskiem
alkohola lietotajiem neironos TGF-B1 ekspresija statistiski ticami korele ar
SOD1 ekspresiju SN rajona (r=0,199, p=0,038), CC rajona turprett novero
negativu korelaciju. Savukart CS rajona novero negativu TGF-B1 korelaciju ar
MMP9 ekspresiju (r=-0,366, p<0,001) neironos. Hroniskiem alkohola
lietotajiem novero negativu TGF-B1 ekspresijas korelaciju ar MMP9 ekspresiju
CS rajona baltas vielas Skiedras (r=-0,303, p=0,004), savukart Seit pastav

pozitiva korelacija ar SOD1 ekspresiju (r=0,332, p=0,005).

3.7. NGFR imanhistokimiskas izpétes rezultati

Salidzinot ar kontroles grupu, izpétes grupas SN rajonos NGFR
intensitate bija zemaka gan pelékas, gan baltas vielas rajonos, CS un CC

rajonos ta bija augstaka.
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Atskirtbas tika novérotas, 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).

3.8. SOD1 imiainhistokimiskas izpétes rezultati

Statistiski ticamas ekspresijas atSkiribas uzradija neironi SN un CC
rajonos, salidzinot alkohola lietotaju grupu ar kontroli, turklat hroniskiem
alkohola lietotajiem SOD1 ekspresijas medianas veértibas bija augstakas
(3.2.att.). Lidzigi rezultati iegati, salidzinot narkotisko vielu lietotajus un
kontroli: SN 1,00 (0,40; 1,00) un 0,14 (0,00; 0,57), CC 2,22 (1,73; 2,79) un
0,86 (0,51; 1,47), p<0,001. Rezultati par SOD1 ekspresiju oligodendrocitos,
astrocitos un neiropila pelekas vielas rajonos, ka art 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 novero zemakas SOD1 ekspresijas medianas vértibas: 0,70
(0,50; 0,90) un 1,20 (0,80;1,50), p<0,001.
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3.2. att. SOD1 ekspresija neironos alkohola lietotajiem un
kontrolei visos smadzenu izpétes rajonos
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Narkotisko vielu lietotajiem, salidzinot ar kontroli, augstakas SOD1
ekspresijas medianas veribas novero baltas vielas Skiedras SN:0,90 (0,70; 1,20)
un 1,20 (0,80; 1,50), p=0,005, un CC: 0,60 (0,40; 0,80) un 0,35 (0,30; 0,40),
p<0,001 rajonos.

3.9. MMP9 imanhistokimiskas izp&tes rezultati

Alkohola lietotajiem, salidzinot ar kontroli, augstakas MMP9
ekspresijas medianas vertibas novérotas visu smadzenu rajonu neironu

perikarionos (3.3.att.).
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3.3. att. MMP9 ekspresija neironos alkohola lietotajiem un
kontrolei visos smadzenu izpétes rajonos

SN rajona nav korelaciju starp neironu un baltas vielas Skiedru MMP9
ekspresiju ne alkohola lietotaju, ne kontroles grupas. Savukart CS un CC rajona
novéro Sadas korelacijas gan alkohola lietotaju grupa: (r=0,298, p<0,001) un
(r=0,376, p<0,001), gan kontroles grupa: (r=0,417, p=0,003) un (r=0,382,
p=0,003). legutas statistiski ticamas pozitivas SOD1 un MMP9 ekspresijas
korelacijas visu smadzenu izpétes rajonu neironos gan hronisku alkohola (SN
(r=0,532, p<0,001), CS (r=0,327, p<0,001), un CC (r=0,306, p<0,001)), gan
narkotisko vielu lietotaju (SN (r=0,463, p<0,001), CS (r=0,269, p<0,001) un
CC (r=0,323, p<0,001)) grupas. SN rajona alkohola lietotaju grupa iegatas
statistiski ticamas pozitivas SOD1 un MMP9 ekspresijas korelacijas, izvertgjot
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neironus un baltas vielas Skiedras (r=0,316, p<0,001), pretéji negativai
korelacijai CS rajona (r= -0,183, p=0,021). Ar imiinhistokimijas un statistikas
metoZu iegutajam SOD1 un MMP9 ekspresijas korelacijam SN rajona alkohola
lietotaju grupa skaidrojamas izmainas $1 rajona baltas vielas Skiedras, kas
konstatetas elektronmikroskopiskas analizes cela. Negativa SOD1 un MMP9
ekspresijas korelacija novérota, salidzinot narkotisko vielu lietotaju neironus un
baltas vielas Skiedras SN rajona (r= -0,413, p<0,001).

Neironu imanhistokimisko markieru ekspresijas sadalijums daZadas
alkohola lietotaju vecuma grupas: ar vecumu vaji korele SOD1 SN neironos
(r=0,139, p=0,039), citos smadzenu izpétes rajonos korelacijas nenovero,
korelacijas nenovero art 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 vertibas

samazinas Iidz ar vecumu, bet CC - pieaug.

3.10. TUNEL reakcijas rezultatu analize

Alkohola lietotaju grupa SN rajona neatrod TUNEL-pozitivus
neironus at8kiriba no narkotisko vielu lietotaju grupas, kur novérota neliela
TUNEL-pozitivitate neironu kodolos (<5%, n=20). Vislielako skaitu
TUNEL-pozitivo neironu alkohola lietotaju grupa noveéro CS rajona (20%,
n=70), CC rajona mazak (10%, n=10). Augstaku TUNEL-pozitivu glijas Stnu
skaitu noveéro SN rajona baltaja un pelékaja viela(5%, n=20) pretgji CS
rajonam, kur novero lielaku TUNEL-pozitivu neironu skaitu (20%, n=70),
salidzinot ar glijas Sinam (5-10%, n=70). Iznemums bija CC balta viela, kur

novero visaugstako TUNEL-pozitivitati oligodendrocitos (30%, n=10).
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3.11. Aknu audu SOD1 un TGF-p1 imiainhistokimiskas
izpétes rezultati
Aknu audu 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 I1dz izteiktai. Savukart SOD1 intensitates pakape varieja no mereni
izteiktas lidz izteiktai. Kontroles grupa SOD1 un TGF-B1 intensitate vari€ja no

vaji izteiktas lidz mereni izteiktai.

3.12. Caurstarojosas elektronmikroskopijas rezultati

AtseviSki videja izméra neregularas formas nervu Sanu kermeni
redzami CS rajona. SN rajona raksturigi vidgja izmera un lieli neironu
perikarioni. Nervu Sanu kodoliem ir sameéra gluda, membranas veidota kontira,
un smalks, granulara hromatina veidots zimgjums. Viens liela izméra kodolin$
raksturigs katram kodolam. DaZiem neironu kodoliem vérojama vilnota kodola
membrana, bet ari $ados gadijumos kodola hromatins ir sikgraudains.
Vairakuma gadijumu vérojams izteikts graudainais endoplazmatiskais tikls ar
regulari izvietotam paralélam cisternam Stinas citoplazma. Dazreiz Sis cisternas
ir nedaudz paplaSinatas. Goldzi komplekss ir vaji vai vidgji attistits un
lokalizgjas endoplazmatiska tikla rajona. Nervu Sanu citoplazma verojami apali
vai ovalas formas uzbrieduSi mitohondriji ar zemu matrices blivumu.
Mitohondriju kristas uzrada loti lielu formas daudzveidibu, daZzi mitohondriji
uzrada reducetu kristu daudzumu. Vairums gadijumu Kristas ir Sauras un
paraleli orientetas, tomer vérojamas ari vakuoliz&tas mitohondriju Kkristas.
Nervu Sanu perikarionos veérojami atseviski lipofuscina ieslegumi. BieZi
lipofuscina ieslegumus satur ari dendritu izaugumi. Atseviski CC neironi satur
ovalus citoplazmas ieslegumus ar elektronoptiski blivu matrici. SN neironi

satur melanina pigmenta graudinus, kas labi saskatami jau gaismas
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mikroskopijas Iimeni. Elektronmikroskopiskaja analizé nenoveérojam nervu
sanu bojaeju. Neironu perikariona ultrastruktara atspogulo normali notiekoSos
sintézes procesus perikariona rajona. lzteiktas atSkirthbas neironu uzbave
daZados smadzenu rajonos netika noverotas.

Noverojam aksonus, kuru citoplazma parsvara uzbriedusi. Raksturigi,
ka noverojami aksoni, kam iztukSota centrala dala, periferija saglabajuSies
citoplazmas un organellu fragmenti. Ir ar1 tadi, kur izteikti citoskeleta diedzini.
Abos iepriek$ mingtajos variantos aksonu citoplazma noveroti lieli, uzbriedusi
mitohondriji. Reizém viens vai divi mitohondriji aizpem visu aksona
Skersgriezumu (3.4. B att.).

Noverojam salidzinoSi tum3aku dendritu citoplazmu, kura biezi
uzbriedusi mitohondriji ar izmainitu kristu daudzumu un formu. Biezi redzam
dendritu gala izaugumus ar izmainam presinaptiskaja pola. Novéroti ari
dendriti, kuru citoplazma redzami sinaptiskie puaslisi, izteikta pre- un post-
sinaptiska dala ar sabiezinatam, elektronoptiski blivam membranam.
Mitohondriji vidgji lieli, salidzinoSi tum3aki neka aksonos, uzbriedusi.

Astrocitu kodols elektronoptiski gaiss, taja neliels, tum3s kodolins.
Maza izméra hromatina picinas izvietotas vienmerigi. Astrocitiem citoplazma
iztukSota, taja maz citoskeleta elementu. Uzbriedusi, vidgja izméera
mitohondriji, kas gan apali, gan neregularas formas.

Noveérojam oligodendrocitus ar apalu kodolu, dazreiz ar vilpotu kodola
membranu. Kodols elektronoptiski tumss, taja izteikts liels tumss kodolins, liela
izméra hromatina sakopojumi izvietoti kodola periféraja dala. Ir kodoli, kas
gaisaki, bet ari tajos tika noverots tumss kodolinS un periférija lokalizeti lieli
heterohromatina sakopojumi. Citoplazmas zona ap kodolu bieZi iztukSota.
Reizém citoplazma noveroti osmiofili ieslegumi. Dazreiz novérojam izteikti
papladinatu graudaino endoplazmatisko tiklu ar isam, vakuolizétam cisternam.

Mitohondriji bieZak apali, vidgji lieli, tumsi, uzbriedusSi (3.4. A att.).
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Ap aksoniem bieZi noverots mielina apvalks, kas zaudgjis membranu
paralélo novietojumu. BieZi mielina apvalka veidojas paplaSinajumi ar
citoplazmas ieslegumiem vai bez tiem (3.4. C att.). Nereti novérojam mielina
membranu ieloces, lidzigas vakuolam, membranas bieZi krustojas (3.4. D att.).
Sakrustotas membranas noverojam gan mielina apvalka argja dala, gan
vidusdala, retak tuvu aksonam. SalidzinoSi kontroles gadijumos novérojam
mielina membranu atslanoSanos, reti ari vakuolam Iidzigus paplaSinajumus.
Tomer mielingtiem aksoniem skaidri iezimgjas apvalka kopgja paralela
struktara.

Mikrogliju novérojam tuvu asins kapilariem. Stnam elektronoptiski
tum3s kodols, ta periférija izvietoti tums$i heterohromatina sakopojumi.
Noverojam elektronoptiski tumsu citoplazmu; izteikti uzbrieduSu graudaino

endoplazmatisko tiklu ar stipri paplasinatam cisternam.
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3.4. 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 slana izmainas. (C)
Aksoni ar elektronoptiski gaidu citoplazmu, uzbriedusiem mitohondrijiem. (D)
Mielingti aksoni ar daudzveidigam mielina slapa ultrastruktiras izmainam

Endotelialo Sanu raksturo saplacinata, variabla forma un elektronoptiski bliva
citoplazma. Kodola apvalks vilgpots. Endotelialas Sanas virsma uzrada
neregularas formas isas mikrobarkstinas, plazmatiskaja membrana vidgji daudz
nelieli pinocitotiski pasliSi. Citoplazma reti, nelieli, reizém uzbriedusi
mitohondriji. Astrocitu kajinas demonstré lielus, uzbrieduSus mitohondrijus,

vakuolas un samazinatu citoskeleta elementu daudzumu.
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3.13. Skengjosas elektronmikroskopijas rezultati

Skengjosa elektronu mikroskopa analizei izveleti smadzenu
zemgarozas kodolu pelekas un baltas vielas rajoni. Pelekas vielas rajonos labi
iz8kirami neironi ar izteiktu starainu Sanas kermeni un labi nosakamu aksona
sakuma dalu, neirona izméeri ap 20 um (3.5. A att.). Nervu Sinas citoplazmas
dala ir plaSa. Nervu Sunas perikariona labi iz8kirams kodols. Asins kapilaru
tuvuma atradam astrocttus ar salidzino$i nelielu Stnas kermeni, izmeri varie ap
12 um, labi iz8kirams kodols taja (3.5. B att.). Neiropila dala verojami
izaugumi ar loti variablu diametru (1,3 — 2,9 pum), bieZi novéro izaugumu
papladinajumus. Baltaja viela labi nosakami oligodendrociti, Stnu izmérs ap
7 pum. Oligodendrocita kodols liels, aiznem praktiski visu citoplazmas dalu.
Atradam salidzinoSi maz olidendroglijas Stinas, salidzinot ar kopgjo redzeslauka
eso$o baltas vielas rajonu. Ir vérojams, ka endoteliocitus, kas izklaj asins

kapilaru sieninas, vieno cieSi savstarpgji savienojumi.
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3.5. att. (A) Neirona Siinas kermenis ar izteiktu kodolu.
(B) Astroctti asins kapilara tuvuma

3.14. Rentgenmikroanalizes rezultati

Alkohola lietotaju SN rajona, analizéjot atseviSkas nervu S$ianas,
novero mainigu kimisko elementu sadalijumu: noveérojamas ievérojamas
variacijas galveno sastava ietilpstoSo kimisko elementu O, P, S un, it 1pasi, Ca
koncentracijas. Bez tam, uz metodes jutibas robezas, iespgjams, novérojama

magnija (Mg) un vara (Cu) klatbttne.
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4. DISKUSIJA

Saja pétijuma tika kompleksi — imanhistokimiski un ultrastrukturali —
analizéti no alkohola atkarigo un narkotisko vielu lietotaju tris dazadiem
smadzenu rajoniem iegati smadzenu audu autopsiju paraugi, tos salidzinot gan
savstarpgji, gan ar kontroles paraugiem. Lai izvertétu nervaudu elementu
strukturalas parmainas,kas radusas psihoaktivo vielu ietekmgé, CNS rajonu
jutibu un to oksidativo stavokli, tika veikta kompleksa histopatologiska
noveérteSana, pielietojot datu statistisko analizi. Konstatéts, ka smadzenu audu
morfologiska analize kopa ar statistikas datiem Jauj izvertet smadzenu audu un
sanu jutibu hroniska alkoholisma un narkotisko vielu lietoSanas gadijumos.

Petijuma iegutie dati liecina, ka TGF-B1 intensitate neironos visos
smadzenu izpétes rajonos bija augstaka hroniskiem alkohola lietotajiem,
salidzinot ar kontroli. legttie dati ir preteji Cippitelli p&tijuma rezultatiem ar
laboratorijas dzivniekiem (Cippitelli et al., 2010), kur neironos gyrus dentatus
un hipokampa rajonos novéroja samazinatu TGF-Bl ekspresiju alkohola
ietekmes gadijuma. Kima un Piras pétjjumos paaugstinats TGF-B1 Iimenis
noverots asins plazmas paraugos alkohola lietotajiem (Kim et al., 2009; Piras et
al., 2012), savukart 31 pétijluma rezultati pierada, ka hroniskas alkohola
lietoSanas gadijuma tas ir paaugstinats ari noteiktu smadzenu rajonu audos.
Lidzigi ka Rousas un kolégu pétijuma in vitro modelos, tas liek domat par St
daudzfunkcionala faktora lidzdalibu in vivo, iedarbojoties ka neironu
aizsargajoSam faktoram intoksikacijas gadijumos (Roussa et al., 2004).
Interesanti, ka izvertejot TGF-B1 ekpresiju neiropila, ieguvam zemakas veértibas
alkohola lietotajiem tikai SN rajona, salidzinot ar kontroles grupu. Lidzigi,
statistiski ticami atSkiras TGF-B1 ekpresija SN un CC baltas vielas Skiedras,
kur alkohola lietotajiem medianas vértibas bija zemakas, salidzinot ar kontroli.

Citos izpetes rajonos Sadas atskiribas nav novérotas. Petijuma iegutie rezultati
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liecina, ka paaugstinata TGF-p1 ekspresija neironos ne vienmeér korele ar
paaugstinatu ta ekspresiju nervu Stnu izaugumos, turklat ir vérojamas izteiktas
atSkiribas, salidzinot dazadus smadzenu rajonus. lespéjams, ka Saja pétijuma
noveérota paaugstinata TGF-B1 ekspresija nervu Sanas hroniskos alkohola
lietoSanas gadijumos ir meginajums kompenset samazinato TGF-B1 limeni SN
un CC rajonu baltas vielas Skiedras. Turklat iespgjams, ka paaugstinata TGF-p1
ekspresija nervu $unas, ko izraisijis augsts oksidativa stresa limenis, ietekmgjis
MMP9 ekspresiju (Horssen et al., 2006, Mentlein et al., 2012).

Interesanti, ka S$aja pétijuma iegatie rezultati narkotisko vielu
lietotajiem, salidzinot ar kontroli, uzrada statistiski ticamas TGF-p1 ekspresijas
atSkiribas neironos tikai CC rajona, kur, lidzigi ka alkohola lietotajiem,
medianu vértibas bija augstakas. Saja pétijuma iegatie rezultati, kas uzrada
izteiktas atSkiribas TGF-B1 ekspresija SN rajona baltaja viela hroniskiem
alkohola un narkotisko vielu lietotajiem, liek spriest par katrai psihoaktivo vielu
grupai raksturigo iedarbibas celu un ietekmi.

Saja petijuma alkohola lietotajiem novérojam pozitivu TGF-B1
korelaciju ar SOD1 SN rajona neironos, turpreti CC rajona attieciga korelacija
bija negativa. Negativa TGF-B1 un MMP9 korelacija novérota alkohola
lietotajiem CS rajona neironos, ka art CS rajona baltas vielas Skiedras.
Interesanti, ka ari kontroles grupa novérota pozitiva TGF-p1 un SOD1
korelacija, ta¢u nav novérota TGF-p1 un SOD1 korelacija ar MMP9. Sada
daudzfaktoru kombingta iesaiste nervaudos notieko$ajos procesos liecina par
sarezgitu regulacijas mehanismu, un, lidzigi ka Pages un kolegu parskata
zinojuma (Page-McCaw et al., 2007), p&tijuma iegatie noverojumi norada, ka
MMP9 var aktivet latento TGF-B1 proteinu, izraisot ta paaugstinatu ekspresiju
SN un CC neironos.

Saja petijuma 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,
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noverots SN rajona. Narkotisko vielu lietoSanas gadijumos gan SN, gan CS
rajonos NGFR pozitivo neironu skaits bija augstaks, salidzinot ar kontroli.
legatie 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. Neironala aktivitate, saistita ar
neirotropinu ekspresiju, sekréciju un iedarbibu, var ietekmét sinaptisko nervu
impulsa parvadi, nodroSinot saikni starp nervu Sanu aktivitati un sinaptisko
plasticitati (Berry et al., 2012). Petjjumos pieradita mielina asocigta
glikoproteina — aksonu regeneracijas inhibitora — saistiba ar NGFR, noradot, ka
tam ka Kko-receptoram ir potenciali terapeitiska nozime nervu Skiedru
regeneracija (Wong et al., 2002).

Petijuma veicam kompleksu hronisko alkohola un narkotisko vielu
lietotaju  smadzenu  strukturalo  komponentu  imanhistokimisku  un
elektronmikroskopisku izpéti garozas un zemgarozas rajonos, iegatos datus
salidzinot ar kontroles grupas datiem. Lai precizi noteiktu nervaudu
struktarelementu jutibu, ko atspogulo to oksidativais stavoklis, veicam
kompleksu histopatologisku novérteSanu un datu statistisko analizi.
Konstatejam, ka morfologiskas analizes rezultati, tos statistiski analizgjot, dod
nozimigus rezultatus, izvértgjot psihoaktivo vielu ietekmi CNS. Saja pétijuma
analizetajos alkohola un narkotisko vielu lietotaju smadzenu regionos paradita
atSkiriga aizsargajosas superoksida dismutazes ekspresija gan nervu $tnas, gan
glijas Sunas, neitralizgjot brivos radikalus bazalo gangliju un CC rajonos CNS.
Enzima imanlokalizacija daZados Sanu veidos, saskana ar literatiras datiem
(Peluffo et al., 2005; Yon et al., 2008), verojama ka atbildes reakcija uz
oksidativa stresa izraisitam izmainam. Saja pétijuma iegati rezultati, kur SOD1
imanhistokimiska analize liecina par antioksidantu aktivitati CNS bazalo

gangliju un CC rajona, ietverot peleko un balto vielu (Sommavilla, 2012).
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Antioksidantu trakums/parmerigs daudzums hroniskiem alkohola un narkotisko
vielu lietotajiem var veicinat neironu ievainojamibu, saistitu ar oksidativiem
bojajumiem un neirodegeneracijas procesu. Augsta aizsardzibas aktivitate
noverota gan hronisku alkohola, gan narkotisko vielu lietotaju grupas neironos
Visos smadzenu rajonos, kas analizeti Saja petijuma (Maier and Chan, 2002).
legatie dati liecina ne tikai par neironu sp&ju iesaistities antioksidativaja
aizsardzibas sistema, bet ari par glijas Stnu, ipaSi oligodendrocitu, sp&ju un
nepiecieSamibu paaugstinat aizsardzibu pret brivo radikalu iedarbibu, ko
izraistjusi alkohola lietoSana (Ward et al., 2009). Turklat, balstoties uz St
pétijuma rezultatiem gan par antioksidantu aktivitates izmainam smadzenu
audos izpetes rajonos kopuma, gan, konkréti, par SOD1 imanreaktivitates
samazinaSanos SN baltaja viela, paraléli elektronmikroskopiski dokumentéti
butiski mielina struktiras bojajumi. Kopuma secinam, ka veiktie noverojumi
rosina domat par to, ka endogena antioksidantu sisttma ir svarigs Sanu
uzvedibas regulétajs ar mainigu aktivitati smadzenu audos. Turklat 3aja
pétijuma elektronmikroskopiski apstiprinot mitohondriju ultrastrukturalas
izmainas neironos un glijas Sunas, ieguvam lidzigus rezultatus ka Matsuda un
kolegu petijuma (Matsuda et al., 2009), kas apliecina, ka, mitohondriji ir 1pasi
reaktivi $anas organoidi un, iespgjams, mitohondriala disfunkcija ir iemesls
brivo radikalu izraisitam oksidativam stresam un tam sekojosai SOD aktivitatei.
Lidzigi SOD1 imunekspresijai, Saja pétjjuma novérota augstaka MMP9
ekspresija alkohola un narkotisko vielu lietotaju neironos visos smadzenu
izpétes rajonos, salidzinot ar kontroli. Saja pétijuma novérota paaugstinata
MMP9 ekspresija baltas vielas rajonos nav saistama ar izteiktiem BBB
bojajumiem, bet mielina parmainam, iespgjams, mielina proteina degradaciju
(Milward et al., 2008). Paaugstinata MMP9 ekspresija oligodendrocitos un
mikroglijas Sunas korele ar mielina slana bojajumiem, kas ultrastrukturali
demonstréti hroniskas alkohola lietoSanas gadijumos. KobajaSi un lidzautori

(Kobayashi et al.,, 2008) demonstré, ka MMP veicina periféros mielina
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bojajumus mielina bazes proteina (MBP) degradacijas cela, kas dalgji sakrit ar
§T pétijuma rezultatiem par paaugstinatu MMP9 aktivitati un ar to saistitam
mielinizacijas izmainam hroniskas alkohola lietoSanas gadijuma. Péc Miara
(Moore et. al., 2011), MMP darbibu regulé astrocitu sekretéti endogeni
matrices metaloproteinazes inhibitori (TIMP), tadgjadi regulejot MMP. Ta ka
noverojam izteiktu SOD1 ekspresiju astrocitos, kas norada uz $o Sanu
funkcionala stavokla izmainam, tas lauj domat ari par MMP enzima inhibgjosas
sistemas izmaipam (Mentleinet al., 2012; Morita-Fujimura et al., 2000).
Interesants S§1 pétijuma atklajums ir palielinatas MMP9 reaktivitates ko-
lokalizacija un SOD1 imunoekspresijas paaugstinaSanas, ko asocié ar ROS.
Vienlaikus, precizgjot regionalas ipatnibas hroniskiem alkohola lietotajiem,
mgs atzimejam, ka substantia nigra rajona baltas vielas atradnes ir noSkiramas
no citiem Saja pétijjuma iegttajiem rezultatiem. Mes novérojam izteiktu MMP9
ekspresijas pieaugumu Iidz ar SOD1 imanreaktivitates samazina$anos
salidzinajuma ar kontroli. ROS klatbatne norada uz to, ka parlieku liela MMP9
ekspresija spele nozimigu lomu ar hronisku psihoaktivu vielu lietoSanu saistitas
brivo radikalu veido$anas laika. Saja pétijuma novérota mijiedarbiba starp
SOD1 un MMP9 parlieku augstu ekspresiju, 1pasi, analizgjot to aktivitati baltas
vielas rajonu oligodendrocitos un mikroglijas Stnas, neizsledz iespgju, ka
oksidativais stress un ar MMP saistitie procesi kontrolé mielina slana izmainas
un degradaciju. Loti iespgjams, ka baltas vielas tilpuma samazinasanas, kas
uzradita hroniska alkoholisma gadijuma (De la Monte, 1998), notiek
mikroglialas aktivacijas un no tas izrietoSu mielina izmainu dél. Neskatoties uz
faktu, ka pétijuma nav tie$a veida konstatéti ar MMP9 saistiti mielina bojajumi,
kopuma, veiktie imanhistokimiskie noverojumi par palielinatu MMP9
ekspresiju aplukoto smadzenu rajonu baltaja viela, mikroglija un
oligodendrocitos ir saskana ar ultrastrukturalajam mielina izmainam, ko

apraksta Sis petjjums.
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Interesanti, ka narkotisko vielu lietotajiem konstatéta negativa MMP9
ekspresija ependimocitos, kurprett alkohola lietotajiem ta bija izteikti pozitiva.
Tas ir saskanpa ar Tateno un Saito (Tateno and Saito, 2008) zinojuma datiem,
kur noradits, ka izmaigas lateralo ventrikulu rajona, tai skaita neirogengzes
procesos, notiek hroniska alkohola iedarbibas gadijuma un pieraditas gan in
vitro, gan eksperimentos ar dzivniekiem.

Dazados smadzenu rajonos noveroto TUNEL-pozitivo Stnu skaits bija
mainigs. Lai ari petijjumos pladi aprakstita ar neirodegeneraciju saistita Sanu
bojaeja apoptozes cela, ir petijumi, kas neapstiprina Sanu programmetu bojaeju
CC rajonos hronisku alkohola lietotaju post mortem stadijas, liecinot par
ierobeZotam 3anu adaptacijas spgjam 3ada veida (Johansson et al., 2009).
Pétijuma ar laboratorijas dzivniekiem, analizgjot bulbus olfactorius un CC
rajona  TUNEL-pozitivus neironus gaismas mikroskopa, ar talaku analizi
elektronu mikroskopa konstatéts, ka neirodegeneraciju izraisa Stunu nekroze
(Obernier et al., 2002). lzvertejot izveidoto grupu TUNEL-pozitivitates
rezultatus, ieguti dati, ko salidzinaSanas nolikos izmantot turpmakajos
pétijlumos par toksisku vielu izraisitiem smadzenu bojajumiem un nervu $anu
bojaeju.

St petijuma rezultati liecina, ka vishiezaka aknu bojajuma izpausme
hroniskiem alkohola lietotajiem ir steatoze un fibroze, vélaka stadija — ciroze.
Salidzinot ar kontroles grupu, Saja izpétes grupa noverotas gan SOD1, gan
TGF-p1 ekspresijas izmainas. Saja pétijuma iegatie noverojumi sakrit ar
literatira mingtajiem datiem par aknu zvaigZnveida Sunu parveidi
miofibroblastiem lidzigajas Stnas, ka ari iesaistisanos ECM veido$ana, Iidz ar
to iesaistoties aknu funkcionalo traucejumu un fibrozes attistibas procesos
(Jester et al., 1999; Herrman et al., 2007; Gressner et al., 2007). Par oksidativa
stresa nozimigu lomu patologiskajos procesos, ieskaitot fibrogenezi, liecina

izteikti pozitiva SOD1 reakcija hepatocitos hroniskiem alkohola lietotajiem.
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Neskatoties uz to, ka ar alkohola lietoSanu saistitu bojajumu gadijuma
CNS rodas selektiva ievainojamiba, Vel joprojam trakst detalizétas
ultrastrukturalas informacijas, kas nozimiga patogéno noriSu izpratnei.
Elektronmikroskopiski pétitas alkohola izraisitas CNS parmainas galvenokart
atspogulo informaciju par nervu Sanu bojajumiem (Khan et al, 2001). Dalgji St
pétijjuma dati sakrit ar lkegami un kolegu (Ikegami et al., 2003) publicétiem
novérojumiem par alkoholisma skartu cilveku smadzenu izmainam. Mums
neizdevas ultrastrukturali konstatét apoptotiskus vai nekrotiskus bojajumus
nervu $anas. Tomer Skiet, ka neironu izaugumi tiek skarti dazados veidos. Saja
pétijluma vairuma gadijumu aksonalo degeneraciju noveroja reti, bet hroniskiem
alkohola lietotajiem mielina slana bojajumi tika noveéroti. Novérojam
neregularitates mielina apvalka un mielinu membranu SkelSanos. Aksolemmas
tuvuma noverojam izteikti atskirigu formu paranodalas cilpas. Reizém mielina
membranas bija redzamas balonveida struktiiras un membranu krustoSanas.
Sulte un kolggi (Schulte et al., 2010) zino, ka pat relativi niecigs alkohola
lietotaju lokals baltas vielas Skiedru mikrostruktiru bojajums lauj spriest par
saistibu starp puslodém, noradot uz anomalu funkcionalo asimetriju. Zinots par
noveérotiem alkohola izraisitiem bojajumiem corpus callosum aksonu
viengabalainiba (Wang et al., 2010; Pfefferbaum et al., 2010). Ultrastrukturali
noverotas mielina slana anomalijas varétu izraisit samazinatu vadiSanas atrumu
mielinizétajos aksonos alkoholisma gadijumos. Ta ka pétijjuma analizetajiem
mielinizetajiem aksoniem tikai retumis konstatéja degradaciju un dezintegraciju
mielina slani, nevar izslégt Skiedru atjaunoSanas iespéju.

Mijiedarbibai ar citiem neironiem nepiecieSams dendritu gala
izaugumu tiklojums, kas nodroSina 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 izmainas dendritos samazina sinaptisko

uztverSanas platibu un izmaina nervu Sanu mijiedarbibu. Lai novertétu petijjuma
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konstatetos dendritu gala izaugumus, vadijamies p&c Sorras un Harisa
publikacijas (Sorra and Harris, 2000). Noverojam ari retas gluda
endoplazmatiska tikla cisternas, citoskeleta elementu dalas, ribosomas un
faktisku mitohondriju trakumu dendritu gala izaugumos.

Astrocitus uzskata par nozimigiem homeostazes plasticitates
regulacija. Slezaks un kolegi (Slezak et al., 2003) zinoja par to, ka astrociti
izmaina sinaptisko savienojumu daudzumu tieSi, sinaptisko signalu cela, vai
netieSi, modificgjot neironu aksonu un dendritu morfologiju. Zinams, ka
astrociti nodroSina neironiem nepiecieS8amo energiju, saista un metabolizé
glutamatu un izdala neirotropus faktorus, kas nepiecieSami nervu 3anu
izaugumu zaro3anai. PaplaSinoties zinaSanam par glijas Stnu nozimigumu
smadzenu funkcionéSana, Fabriciuss un kolégi (Fabricius et al., 2007) izteica
hipotezi par nepiecieSamibu ilglaicigas alkohola lietoSanas gadijuma noveértet
glijas Sanu daudzumu, ka art konstatéja, ka, salidzinajuma ar kontroli, kopgjais
glijas $anu daudzums alkohola lietotajiem statistiski batiski neatskiras. Saja
pétijuma iegitie noverojumi vargtu liecinat par astrocitu (vispariga nozimg), un
— 1pasi — astrocttu Stnu izaugumu skaits samazinas vai tie ir daudz 1saki un ar
reducetu zarojumu.

Narkotisko vielu lietotaju bazalo gangliju ultrastrukturala analize
atklaj oligodendrocitu dazado bojajumu pakapi, ko izraisa ar kliniskam un
instrumentalam metodem apstiprinata intoksikacija (Stepens et al., 2013). Saja
pétijuma noverota mainiga oligodendrocitu reakcija — no nelielam izmainam
lidz mielina apvalka bojajumiem, kur biezi noveroti citoplazmas ieslegumi,
ipadi paranodalos rajonos. Sie novérojumi ir saskana ar Baumana un Pham-
Dina (Baumann and Pham-Dinh, 2001) pétijuma rezultatiem, kur apstiprinats,
ka pat nelieli mielina apvalka bojajumi $ajos rajonos butiski ietekmé signalu
parvades spgju aksona. Mitohondriju uzbrieSana un reducétas kristas norada uz
organellu jutibu, kas saistita ar Sanu bioenerggtikas procesu parmainam un/vai

programmgtu Stnu bojaeju globus pallidus rajona. Songa un kolégu pétjjuma
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(Song s et al., 2004) noskaidrots, ka dopaminergiskajos neironos, ieskaitot SN
rajonu, konstatéjams mainigs mitohondriju daudzums un izmeri, turklat to
bojaeja saistita ar S0 neironu selektivu jutibu, kas apstiprinata pétijjuma ar
dzivniekiem Parkinsona slimibas gadijuma. Lidzigas mitohondriju
morfologiskas izmainas noverotas ari Saja pétijjuma, kas apliecina glijas Sanu
jutibu narkotisko vielu, taja skaita metkatinona iedarbibas gadijuma.

Saskana ar Veisa un kolegu parskata zinojuma datiem (Weiss et al.,
2009), endoteliocitu plazmatiskaja membrana novérojam vidgji daudz nelielus
pinocitotiskus  pasliSus, tomeér Sanai raksturigais, augstai metaboliskai
aktivitatei atbilsto3ais mitohondriju daudzums nav Kkonstatéts. lzteiktas
ultrastrukturalas izmainas astrocitos un to kajinas, kas noverotas $aja pétijjuma
gan hronisku alkohola, gan narkotisko vielu lietotaju izp&tes grupas, norada uz
So Stinu 1paSo jutibu BBB struktira (Zlokovic, 2008). Dazadu neirovaskularas
vienibas komponentu iesaiste, atbildot uz toksisku vielu iedarbibu, liecina par
kompleksi veidotu atbildes reakciju un selektivu Sanu jutibu.

Veicot mikroanalizi, konstatgjam mainigas Ca koncentracijas SN
pelekas vielas rajonos hroniskiem alkohola lietotajiem. Ta ka zinams (Haydon
and Carmignoto, 2006; Winship et al., 2007), ka astrocitu aktivacija saistita ar
iek88anu Ca izmaipam, batu nepiecieS3ama turpmaka izpéete, salidzinoSi

analizgjot kimisko elementu izmainas dazados smadzenu rajonos.
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5. SECINAJUMI

1. Diferencéta smadzenu garozas un zemgarozas kodolu nervu un glijas $tnu
jutiba ir zimiga atradne cortex cerebri, corpus striatum un substantia nigra
rajonos, kas apstiprinata struktiras un ultrastruktaras Iimeni 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 parbaves
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 cieSu pozitivu korelaciju substantia nigra rajona neironos un baltas
vielas Skiedras. Elektronmikroskopiski iegitie apstiprinoSie rezultati par St
rajona baltas vielas Skiedru mielina slana izmainam izmantojami, lai
spriestu par hroniska alkohola lietoSanas iedarbibu uz CNS.

5. Uz ultrastrukturaliem novérojumiem balstits Sanu citoplazmas organoidu
(ipadi endoplazmatiska tikla, mitohondriju un citoskeleta) izvertgjums lauj
spriest par astrocitu un oligodendrocitu ipaSo jutibu, ka ari neironu
izmainam dendritu zarojuma un sinapses atkaribu izraisoSu vielu lietoSanas
gadijumos.

6. Alkohola lietotajiem noteikta lokala audu mediatoru TGF-p1 un NGFR

lidzdalibas nozime neironu aizsardziba, ko apstiprina to cie$a pozitiva
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korelacija ar oksidativa stresa markiera ekspresijas samazinasanos
substantia nigra baltas vielas rajona. Apstiprinajums, ka salidzino$i mazak
TUNEL-pozitivu astrocitu un oligodendrocitu kodolu atrasts substantia
nigra baltas vielas rajona, liecina par Sunu bojaejas ipatnibam 3aja rajona
alkohola lietoSanas gadijumos.

. Pielietojot energiju dispersas rentgenmikroanalizes metodi smadzenu audu
kimisko elementu analize, pieradita $is metodes nozime, detektgjot augstas
koncentracijas elementu sastavu un nosakot "pamata" kimisko elementu,
oglekla (C) un skabekla (O) pikus. Bez tam iespgjams noteikt mazakas
koncentracijas eso$o fosforu (P), seru (S) un kalciju (Ca); tas lauj pétit
smadzenu sinaptisko plasticitati, nosakot Ca koncentracijas izmainas un

interpretgjot rezultatus kopa ar TEM atradnem.
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