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ANOTACIJA

Mitohondriji ir $tinu energijas spekstacijas, kas oksidativas fosforilacijas rezultata razo
organismam nepiecieSamo energiju. ISemizéti apstakli smadzengs, it pasi pec cerebrala
infarkta, var radit mitohondriju funkcionéSanas trauc&jumus.

Petijuma meérkis bija izpetit videjas cerebralas arterijas okliizijas radito ilgtermina
ietekmi uz mitohondrialo elpoSanu pelu CNS smadzenu audu strukturas.

legiitie magistra darba rezultati liecina, ka cerebrals infarkts péc diviem, trijiem un
Cetriem méneSiem biitiski samazina mitohondriju skabekla patérinu abas smadzenu garozas
puslod@s un hipokampa struktiira.

legitie rezultati sniedz jaunas zinaSanas un atzinas par ilgtermina izmainam

mitohondriju funkcioné$ana, pirmskliniski izp&tot, to aktivitati vairakus ménesus péc insulta.

Atslégvardi: mitohondriji, oksigrafs, skabekla paterins, cerebrals infarkts, smadzenu

garoza, hipokampa struktiira



SUMMARY

Mitochondria play a pivotal role in cellular function as a mayor site of ATP production.
Ischemic conditions in the brain, especially after cerebral infarction, can lead to mitochondrial
dysfunction.

The aim of this study was to investigate the long-lasting effects of middle cerebral artery
occlusion on mitochondrial respiration in mouse model CNS brain tissue structures.

The results show that cerebral infarction after two, three and four months significantly
reduces mitochondrial oxygen consumption in both hemispheres of the cerebral cortex and the
hippocampus.

The obtained results provide new knowledge and insights into long-lasting changes in

mitochondrial function by pre-clinical study of their activity several months after stroke.

Keywords: mitochondria, oxygraph, oxygen consumption, cerebral infarction, brain

cortex, hippocampus
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IEVADS

Mitohondriji, kas sastav no divam atseviskam un funkcionali atSkirigam membranam,
ir raduSies no primitivam eikariotu $tinam un bakterijam (Nunnari & Suomalainen 2012;
Kiihlbrandt 2015; Roger et al., 2017). Gan formai, gan struktiirai piemit dinamiskums un
plastiskums (Alberts et al, 2002). Visbiezak mitohondriji ir lokalizéti zonas, kuras ir
hiperekspreseti energijas generésanai nepiecieSamie substrati, vai zonas, kuras ir pastiprinats
energijas patérins, pieméram, muskulaudos, smadzenu audos, miokarda $tinas. Mitohondriji ir
stnu energijas spekstacijas, kas ietekmé un kontrol&: $tinu atgriezenisko-kontrol&jamo $§tinu
navi, Ca?" limeni Stinas citoplazma, adaptivo termogenézi, hormonu biosintézi u.c. vitali
nepiecieSamos procesus. Tomer viena no vissvarigakajam mitohondriju funkcijam ir ATF
generésana, kas rodas oksidativas fosforilesanas rezultata (Thomas & Ashcroft 2019; Huang et
al., 2019).

Oksidativo fosforiléSanos nodroSina mitohondriju iek$€ja membrana lokalizeta
elektronu parneses kéde, kas sastav no pieciem lielmolekulariem savienojumiem, veidojot
OXPHOS masinériju (Kiihlbrandt 2015; Dard et al., 2020). Pastav varbitiba, ka elektronu
parneses kédes darbibas rezultata var notikt elektronu nopliide, kas sekmé brivo radikalu
veidoSanos (Weng et al., 2018). Mitohondriji ir primarais un intracelularais brivo radikalu
avots, tostarp, pasi mitohondriji kalpo par galveno meérki brivo radikalu modul&o$am un
toksiskam darbibam (Casas et al, 2015; Huang et al, 2019). AtbilstoSa mitohondriju
funkcionalitate ir atkariga no intracelularas homeostazes. Savukart mitohondriju homeostaze ir
atkariga no trIs mitohondriju kvalitates kontroles mehanismiem, tie butu: sp&ja neitralizet
brivos radikalus, proteostazes (mitohondriala proteinu homeostaze), un biogenézes (Murphy et
al., 2016; Liu et al., 2018; Huang et al., 2019). Mitohondriju homeostazes traucgjumi var but:
genétiski predisponéti, citu patologisku stavoklu, pieméram, neirodegenerativu slimibu,
autoimiinu vai cerebrovaskularu notikumu mediéti. Lidz ar to, iedzimtie vai iegitie
mitohondrialie trauc€jumi izraisa mitohondrialas slimibas (Gorman et al., 2016; Niyazov et al.,
2016; Kanungo et al., 2018).

Atkariba no mitohondriju kvalitates kontroles mehanismiem (it 1pasi biogenézes) ir
atkarigs turpmakais Stinas dzives cikls, it Tpasi iSemiz&tos apstaklos pec parciesta cerebrala
infarkta (Chen et al,, 2011; Tang et al., 2016; Yang et al., 2018). Cerebrals infarkts ir viens no
visbiezak sastopamajiem cerebrovaskularo notikumu veidiem. Cerebrals infarkts tiek
diagnosticéts aptuveni 87% gadijumu no visiem hospitaliz€tiem insulta gadijumiem, bet
atlikusos 13% veido hemoragisks (intracerebralas vai subarahnoidalas izcelsmes) insults

(Sacco et al., 2013; Andrabi et al., 2019).



Klmiski cerebralu infarktu apzimé ar pieraditu smadzenu fokalu bojajumu, kam par
iemeslu kalpo dalgjs vai pilniba okludéts asinsvads (Avan et al., 2019; Virani et al., 2020).
Samazinata vai partraukta cerebrala asinsplisma medi€ hipoksijas iestaSanos. Lidz ar to
turpmaka mitohondriju dzivotspgja biis atkariga no to sp&jas pielagoties parejai no pro-
apoptotiskiem apstakliem uz izdzivoSanas apstaklu méginajumiem nakamo stundu, dienu vai
pat daudz ilgaka laika (Chen et al., 2011). Lidz $im zinatniska literattira ir atrodama informacija
par pirmskliniskiem pétijumiem, kas apraksta mitohondrialo funkciong$anu neilgi péc insulta.
Tacu iztrukst zinaSanu par mitohondriju funkcionalitates kvalitati ilgtermina, pirmskliniski

izp@tot to aktivitati vairakus me&nesus pec insulta.

Darba mérkis:

Izpétit cerebrala infarkta, iegiita ar endovaskulara filamenta inducétas vidg€jas cerebralas
arterijas okluizijas metodi, ilgtermina ietekmi uz mitohondrialo elpoSanu pelu smadzenu audu
struktliras.

Darba mérka sasniegSanai tika izvirziti §adi uzdevumi:

1. Izmantojot augstas izskirtsp&jas skabekla patérina noteikSanas metodi (HRR), izpétit
mitohondriju skabekla patérina izmainas ilgtermina — divus, tris un ¢etrus ménesus pec
endovaskulara filamenta inducétas vidgjas cerebralas artérijas okliizijas izm&ginajuma
dzivnieku smadzenu garozas abas puslod@s.

2. Izmantojot HRR, izpétit mitohondriju skabekla patérina izmainas ilgtermina — divus,
tris un Cetrus méneSus péc endovaskulara filamenta inducétas vidgjas cerebralas
art€rijas okliizijas izméginajuma dzivnieku smadzenu hipokampa struktara.

3. Analizét izméginajuma dzivnieku mitohondriju skabekla patérina izmainas ar
mitohondriju kompleksu I un II saistitiem raditajiem smadzenu garozas abu puslozu un
hipokampa struktiira, savstarpgji salidzinat izmainas abas smadzenu puslodés vienas

grupas ietvaros un starp abam eksperimentalajam grupam.

Magistra darba tika apgiitas un izmantotas sekojosas pétniecibas metodes: vidgjas
cerebralas arterijas okliizija ar endovaskularo monofilamentu un atkartotu reperfuziju;
cervikala dislokacija ar sekojoSu smadzenu audu struktiiru izol€Sanu; augstas izskirtspgjas
respirometrija (HRR).

Petijuma darbs tika veikts ERA-NET NEURON JTC 2017 “Synaptic Dysfunction”
programmas transnacionala zinatnes konsorcija projekta “Multi-scale investigation of synaptic

dysfunction after stroke” (MISST) projekta Nr. ES RTD/2018/29 ietvaros.
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1. LITERATURAS APSKATS

1.1. Mitohondriju visparigs raksturojums

Mitohondriji ir vieni no §iinas organoidiem, kas péc endosimbiozes teorijas ir radusies
no primitivam eikariotu §iinam, simbiozes procesa ieklaujot citu bakteriju Stinas (Roger ef al.,
2017). Mitohondriju prieksteci sastavéja no Stinu sakopojumiem, t.i., alfa-proteobakterijam un
eikariotu progenitoru §inam (nosacitam cilmes §inam) (Osellame et al., 2012; Friedman &
Nunnari 2014; Kiihlbrandt 2015).

Sakotngji mitohondrijus déveja par bioblastiem jeb elementarvienibam S$iinas
protoplazma — organisma $iinas citozola, kura norisinas visi dzivibas procesi. Bioblastus pirmo
reizi 1894. gada aprakstija vacu izcelsmes histologs Ricards Altmans (1852-1900) (Altman
1894).

Mitohondriji nav tikai $tinu spekstacijas, mitohondrijiem piemit vitala nozime daudzu
citu $iinas esoSo procesu nodrosinasana, un otradi — partraukSana. P&€dgjo padsmitgadu laika ir
kardinali mainijies priekSstats par mitohondriju lomu S$tinu funkcion&$ana un organismu
eksistésana, sakot no energijas nodrosinasanas un $iinas dzives cikla regulacijas, beidzot ar
jaunu farmakologisku strat€giju izstradasanu, kas regulétu un uzlabotu to funkcion&$anu

(Friedman & Nunnari 2014; Kiihlbrandt 2015; Roger et al., 2017; Dard et al., 2020).

1.1.1. Mitohondriju uzbiive

Mitohondriji péc formas var biit: lodveida, hantelveida, niijin- vai elipsveida. Gan
formai, gan struktiirai piemit dinamiskums, tie var augt garuma, saisinaties, savities vai pat

fragmentgties, $1s izmainas regulé Siinas citoskelets (skat. 1.1.1.1. att.).

%
("¢
¥y
I~
N
20 minates ,i,\ 1
y)

U\
J

1.1.1.1. att. Mitohondriju struktiiras dinamiskums un plastiskums (ar izmainam no: Alberts et

al., 2002)
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Mitohondriju atrasanas vieta jebSu lokalizacija ir atkariga no mitohondrijiem
nepiecieSamo substratu koncentracijas. Mitohondriji ir lokalizeti zonas, kur tiek hiperekspreséti
substrati, kas nepiecieSami oksidativai fosforilacijai, piem., lipidu un/vai oglhidratu ieslégumi.
Vai ar1 zonas, kur tiek pastiprinati pateréta energija, piem., muskulaudos gar miofibrillam u.c.,
tadgjadi mazinot energijas zudumus ADF fosforilésanas laika (Alberts 2002 et al., Fernandez-
Vizarra et al., 2011; McCarron et al., 2013).

Mitohondriji sastav no divam atseviskam un funkcionali atSkirigam ar&jam un iek§&jam
membranam, kas iekapsulé starpmembranu telpu un matriksu. Mitohondriju aréja membrana ir
gluda, bet ieks€ja membrana veido dinamiskus ieliekumus, kas tiek dévéti par kristam (skat.

1.1.1.2. att.) (Nunnari & Suomalainen 2012; Kiihlbrandt 2015).

Starpmembranu Argja membrana
telpa

Ieks$éja membrana

Kristas

Matrikss

100 nm
=0.0001 mm

1.1.1.2. att. Mitohondriju uzbiive (ar izmainam no: Kiihlbrandt 2015)

Mitohondriju aréja membrana ir poraina un izteikti lipofila, kuras biezums svarstas no
6 lidz 7,5nm. Ar¢ja membrana satur poru veidojoSus membranu proteinus jeb porinus,
piem&ram, voltazatkarigo jonu kanalus, kas lauj brivi difundét joniem, metabolitiem,
nukleotidiem, ka ar1 citam neitrali ladétam dalinam. Izméros lielakas molekulas, piem., proteini
caurSkérsos argjo membranu gadijuma, ja proteina N-terminéta gala sekvence saistisies ar
membrana eso$ajam translokazém (TOM) jeb signalpeptidiem. Proteinu importu
starpmembranu telpa nodroSina aktiva vielu transporta mehanismi ar Saperonu klatbiitni. Ta ka
argja mitohondriju membrana ir poraina, tad starpmembranu telpas kimiskais sastavs ir
lidzvertigs citoplazmas sastavam, ka ar1 pH ir robezas no 7,2 1idz 7,4 vienibam (Osellame ef

al., 2012; Kiihlbrandt 2015; Dard et al., 2020).
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Mitohondriju ieks€jas membranas caurlaidiba ir zema un izteikti hidrofila, membrana
nesatur porinus. Molekulas un lielmolekularie savienojumi, kas ir iekluvusi starpmembranu
telpa, kam ir jadifundg talak, t.i., matriksa, ka transportproteinus izmanto iek$&jas membranas
translokazu kompleksus (TIM) (Kiihlbrandt 2015). Galvenokart, ieks€ja membrana sastav no:
polipeptidiem (mitohondriju elpoSanas kédes kompleksi), kas ir nepiecieSami elektronu
parneses kédes istenoSanai jeb oksidativas fosforilacijas nodroSinasanai; FiFo- veida ATF
sintdzém; metabolitu un citu vielu transportproteiniem; ka ari no Stnas dzives cikla un
apoptozes procesos iesaistitajiem biokimisko un genétisko sistému regulatorajiem proteiniem
(Paradies et al., 2014; Pizzorno 2014; Kiihlbrandt 2015; Dard et al., 2020).

Iz8kir divus mitohondriju pamatstavoklus — kondensétais un ortodoksalais. Kondenséta
stavokli ir sarucis kristu skaits, bet palielindjies katras kristas tilpums. Tad€jadi kondenséta
stavokli samazinas mitohondrija iek$€jas membranas virsmas laukums, un oksidativas
fosforilacijas kapacitate. Savukart ortodoksala stavokli noveéro palielinatu kristu skaitu un
ieks€jas membranas virsmas laukumu, kas pastiprina oksidativas fosforilacijas kapacitati (skat.

1.1.1.3. att.) (Manella 2006; Scorrano 2013).

Kondenséts Ortodoksals
stavoklis stavoklis

- -:\\‘ A Matrikss
g X
)

v

zems ADF Iimenis
_—
—
augsts ADF limenis

\ Kristas Kristas

Aré¢ja membrina Iek$éja membrana

1.1.1.3. att. Mitohondriju pamatstavokli (ar izmainam no: Manella 2006)

Mitohondriju iek§&jo membranu iekapsulétais matrikss satur sarmainu vidi, t.i., pH varié
no 7,9 lidz 8,0 vienibam. Vides pH limenim ir kritiska nozime, matriksa vide sarmainaka,
savukart starpmembranu telpa — neitralaka. Vides pH limena atSkiribas ierosina protonu
elektrokimisko gradientu, kas stimulé ATF sintézi (Llopis ef al., 1998). Matrikss satur enzimus,
kas nepiecieSami gan proteinu biosintézei, gan transkripcijai, gan Krebsa ciklam un taukskabju
oksidéSanai. Papildus matrikss satur mitohondrialo dezoksiribonukleinskabi (mtDNS), kas ir
ciesi sapakots kopa ar mitohondriju transkripcijas A-faktoru (TFAM), veidojot nukleoidus
(Kukat et al., 2015; Kiihlbrandt 2015; Dard et al., 2020).
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1.1.2. Mitohondriju funkcijas

Mitohondriji — $tnu energijas spékstacijas — ietekmé un kontroleé dazadus Suinas
procesus. Kontrole Ca?* [imeni $iinas citoplazma, iesaistas $tinu atgriezenisko- programmégjamo
$tinu nave jeb apoptozg, adaptivaja termogenéze, hormonu biosintéze un citur. Mitohondriji ir
primarais endogéno reaktiva skabekla formu (ROS) avots (Shaughnessy et al., 2014;
Kiihlbrandt 2015; Amigo et al., 2016; Thomas & Ashcroft 2019; Huang et al., 2019).

Galvena mitohondriju funkcija ir producét ATF, kas rodas oksidativas fosforilesanas
(OXPHOS) rezultata, sinam nodrosSinot aerobo elpoSanu. Mitohondriji sarazo teju 90% no
Stinai nepiecieSamas energijas (Osellame et al., 2012; Shaughnessy et al., 2014). Svarigakas
funkcijas nodrosinasana balstas uz pienémumu, t.i., hemiosmozes teoriju. Teoriju 1961. gada
aprakstija P. Mitcells (1920-1992), kura izteica pien@émumu, ka hemiosmoze ir $tinas membranu
sp&ja izmantot ktmisko energiju, lai rezultata caur membranu transport&tu protonus un péc tam
izmantotu raduSos protonu gradienta energiju ATF sintézei vai cita $tnai noderiga darba

veikSanai (Mitchell 1961).

1.1.2.1. Elektronu parneses kéde

Mitohondriju elposanas k&di, kuru médz dévét par elektronu parneses kédi veido
aptuveni 90 dazadi lielmolekulari savienojumi jeb polipeptidi. Polipeptidi veido piecus enzimu
kompleksus, kas ir lokalizéti mitohondriju iek$§&ja membrana (skat. 1.1.2.1.1. att.). Aptuveni 13
no 90 polipeptidiem kodé mitohondriju matriksa eso$a mtDNS, savukart pargjos polipeptidus

kod& mitohondriju kodola DNS (Kiihlbrandt 2015; Gorman et al., 2016; Nguyen et al., 2018).

ADP + Pi
NADH
are -\

t 3
3 AP
2A% i

7 U* B &
s R
Vo S £ s
< % %
Matrikss % . s
& b
S8
g %7
Kristas limens " .
H+ H+*
H+
H+
Komplekss I Komplekss II Komplekss IV
NADH dehidrogenaze Citohroma ¢ Sukcinata ' Citohroma c oksidaze ATF sintaze
reduktaze dehidrogenaze

1.1.2.1.1. att. Mitohondriju elektronu parneses kédes kompleksi (ar izmainam no: Kithlbrandt

2015)
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Mitohondriju elpoSanas kédes proteinu subvienibas tiesi nepiedalas elektronu parnese,
to funkcija ir nodroSinat atbilstoSu red-oks grupu atraSanos un mikrovidi ap tam. Elektronu
parnesi veic specifiski parnes&ji — hinoni. Hinoni ir red-oks kofaktori, prostétiskas grupas, kas
ir saistiti pie konkrétam energosajiidzoSo membranu proteinu struktiram, t.i., elektronu
parneses kompleksiem (skat. 1.1.2.1.1. att.). Hinoni, piem., ubihinons (apzime ar Q10, CoQ),
reducéta forma UQ, ir taukos $kisto$i savienojumi ar dazada garuma izoprenoidu sanu k&dem,
kas, difundgjot mitohondriju iek$&ja membrana, parnes vienu vai divus elektronus starp
pargjam elektronu transporta k&des sastavdalam. Savukart citohromi funkcioné ka mobilie red-
oks kofaktori elpoSanas k&des vidusdala un beigas (Kiihlbrandt 2015; Gorman et al., 2016;
Dard et al., 2020).

m Mitohondrija matrikss Elektrons
Krebsa @ Fosfats

cikls

Ieksstnas
signals

NADH

Sukcinats

NAD* + H* = o, ADP + @ o et
umarats
H,0 ATP ADP ® o
Mitohondrija
iek$€ja membrana
| ®
y pH~7.2
[ CoQ S
' 7 S bra Fosfata
P tarpmembrany -~ App/ATE |, parnesjs
il H* telpa e
Citohroms ¢ translokazes
Elektronu parneses kede Mitohondriju aréja membrana

1.1.2.1.2. att. Oksidativas fosforilacijas att€lojums (ar izmainam no: Gorman et al., 2016)

Pirmie Cetri elpoSanas kompleksi veido elektronu parneses kédi un kopa ar piekto
kompleksu veido OXPHOS masinériju. Atkariba no protonu gradienta veidoSanas sp€jam,
parneses k&di médz iedalit sikak. Protonu gradientu veido tris, salidzinot péc to struktiiram,
masivaki kompleksi. Vispirms elektronu parnesi inici€ Krebsa cikla izveidotas nikotinamida
adenindinukleotida reducétas formas (NADH) molekulas, kuras Komplekss I (NADH
dehidrogenaze) oksidgjot, izveido NAD" molekulas un pats svarigakais — Cetrus elektronus,
kuri tiek pumpéti no matriksa starpmembranu telpa (kristas limena) (skat. 1.1.2.1.2. att.).
Pirmais komplekss nodrosina teju 30 lidz 40% no kopgja elektronu parneses kédes izveidota

protonu gradienta.
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Komplekss II nesekmé protonu parvietosanu mitohondriju iek§€ja membrana, 1idz ar to
tas nav iesaistits protonu gradienta veidosana. Tas ir vienigais komplekss, kas ir gan Krebsa
cikla, gan elektronu parneses kédes sastavdala. Krebsa cikla veicina sukcinata oksidéSanos par
fumaratu, kas nepiecieSams hinonu darbibai (Ylikallio & Suomalainen 2012). OksideéSanas
reakcijas laika atbrivotos elektronus hinoni, precizak, to reducétas formas — hinoli (UQ) parnes
elektronus kompleksam III (citohroma c reduktazei). Savukart, komplekss IV (citohroma ¢
oksidaze) parnestos elektronus sajiidz ar elektronu akceptoru — molekularo skabekli, veidojot
tidens molekulas. Elektronu parneses rezultata iegiitais elektrokimiskais gradients starp iek$&jo
membranu un matriksu, ka arT protonu dzingjspeks sekmé piekta kompleksa (ATF sintazes)
darbibu. ATF sintaze fosforilé adenozindifosfatu (ADF) un neorganisko fosfatu (Pi), veidojot
ATF (skat. 1.1.2.1.2. att.) (Osellame et al., 2012; Kiihlbrandt 2015; Spinelli & Haigis 2018;
Thomas & Ashcroft 2019; Dard et al., 2020).

1.1.2.2. Brivo radikalu veidoSanas

Mitohondriji ir primarais un intracelularais brivo radikalu avots, tostarp, mitohondriji
kalpo par galveno mérki brivo radikalu modul&josai un toksiskai darbibai (Casas et al., 2015;
Huang et al., 2019). Brivie radikali ir izteikti reag€tsp&jigas molekulas, kas satur vienu vai
vairakus nesaparotus elektronus (Cheng et al., 2011; Casas et al., 2015; Murphy et al., 2016).
Brivo radikalu hiperekspresija rezult€jas oksidativaja stresda, procesa, kura novero brivo
radikalu parsvaru par antioksidantiem. Oksidativais stress veicina viegli oksidéjamo struktiiru
degradaciju, tiek bojatas aminoskabes, Stinu proteini un citoskeleti, un citas struktiiras (Yang et
al., 2018; Huang et al., 2019).

Brivie radikali ne tikai sekmé oksidativo stresu, bet ari iesaistds citu nozimigu
fiziologisku procesu regulacija. Zema brivo radikalu klatblitne Stna var kalpot ka
signalmolekulas, iesaistoties, piem., iekaisuma atbildes raSanas procesa, Siinu daliSanas un
augSanas procesos, imiinas sist€émas reakcijas (Casas et al, 2015). Brivie radikali iekaisuma
atbildes raSanas procesa ietekmé citokinu izdaliSanos, kas talak sekmé imiinas sisteémas atbildes
reakciju (Angajala et al., 2018). Intracelulara antioksidativa sistéma, kas ieklauj superoksida
dismutazes, glutationa peroksidazes un katalazes sp&u noveérst antioksidantu — oksidantu
lidzsvara traucgjumus (Cheng et al, 2011; Murphy et al., 2016). Pieméram, superoksida
dismutazes (SOD) katalize radikalu parveidoSanos tidenraza peroksida (H20:), kam arT piemit
radikalu 1pasibas, bet var tikt talak parveidots H>O un O». Glutationa peroksidazes kalpo ka
elektronu donori, kas var reducét un parraut disulfida saites tiem savienojumiem (proteiniem,

aminoskab&m), kuri brivo radikalu ietekme tika oksidéti (Thomas & Ashcroft 2019).
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Pastav iesp&jamiba, ka mitohondrijos iek$€jas membranas esoSaja elektronu parneses

kede, tas darbibas rezultata, var notikt elektronu nopliide (skat. 1.1.2.2. att.).

Mitohondrijs (", o

Proteinu & aminoskibju bojajumi, lipidu oksidéSana

1.1.2.2. att. Brivo radikalu veidoS$anas mitohondrijos (ar izmainam no: Weng et al., 2018)

Galvenokart, elektronu nopliide notiek caur pirmo un treso elektronu parneses kompleksu, kas
var sekmét radikalu veidoSanos, bet otrais elposanas komplekss (kas nav iesaistits protonu
gradienta veidoSana) sekmé superoksidu veidoSanos. Uzskata, ka 0,1% no visiem parnestajiem
elektroniem mitohondriju elektronu parneses keédé inducé dalgju O, reducésanu superoksida
(Murphy et al., 2016). Pirmais un otrais elposanas komplekss generé brivos radikalus tikai
mitohondriju matriksa, bet treSais komplekss — gan matriksa, gan starpmembranu telpa.
Jaunizveidotie superoksidi tiek parvérsti H>O», kas turpmak tiek konvertéti hidroksilradikalos
(OH) (de Souza Breda et al., 2019). Salidzinos$i nesen, 2014. gada, Chouchani et al. grupas
petnieki in vivo petijuma pieradija, ka brivie radikali var veidoties reversas elektronu parneses
rezultata (Chouchani et al., 2014).

Papildus brivo radikalu veidoSanos sekmé paaugstinatais mitohondriju membranas
potencials (nepiecieSams ATF sintézei), reducéto NADH molekulu hiperekspresija vai ari
izmainas mitohondriju elektronu parneses k&dé (mitohondriju homeostazes trauc€jumi). Ne
tikai elektronu parneses kompleksi ir brivo radikalu veidotaji, bet ari, citas mitohondriju
intracelularas enzimu sist€émas. Brivo radikalu veidoSanos sekm@& mitohondriju ieksgja
membrana lokaliz€tas flavinu saturosas glicerol-3-fosfata, iminoskabes jeb prolina saturo$as un

dihidroorotata dehidrogenazes (Murphy et al., 2016).
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Brivo radikalu veidoSanos sekmé& ne tikai intracelularas enzimu sistémas, bet ari
mitohondriju aréja membrana lokalizétas monoaminoksidazu A un B izoformas (flavoenzimu
grupas oksidazes). [zoformas kataliz€ kateholaminu, serotonina un endogéno aminu oksidativo
deaming$anu. Deaminétie savienojumi spgj generét aldehidu, slapekla un tidenraza peroksida
veidoSanos, kas tieSi korelé ar mitohondriju funkciju trauc€jumiem un pastiprinatu brivo
radikalu veidoSanos (Casas et al., 2015; Murphy et al., 2016; Kausar et al., 2018; de Souza
Breda et al., 2019).

1.2. Mitohondriju nozime homeostazes nodrosinasana

Mitohondrijiem piemit kritiska nozime intracelularas homeostazes nodro§inasana.
NodroSinot vajadzigo mitohondriju homeostazi, tiks nodroSinata atbilstoSa Siinas
funkciongésana (Ashrafi & Schwarz 2013; Huang et al., 2019).

Kopuma izce] tris visparpienemtus mitohondriju kvalitates kontroles mehanismus.
Pirmais mehanisms ietver mitohondriju sp&ju neitralizét brivos radikalus; otrais kvalitates
kontroles mehanisms balstas uz mitohondriju proteazu un Saperonu sp&ju nodrosinat nemainigu
mitohondrialo proteostazi jeb proteinu homeostazi; tresSais kvalitates kontroles mehanisms

ietver mitohondriju biogenézi (skat. 1.2. att.).

Mitohondriju Mitohondriju S"E’(‘)‘;“l;“l“‘
1 e =¥ € .
biogenéze sapluSana P
(i) MEN1/2
(ii) OPA1

Bojatas
mitohondriju

Biogenézi veicina: _
& struktaras

(i) PGCla
(i) NRF1
(iii) TFAM

Mitohondriju
biogenéze
(dinamikas
procesi)

Mitohondriju Apoptoze
fragmenteSanas bop

FragmenteSanas proteini: Mitohondriju inducéta apoptoze:
(i) DRP1
(i) FIS1

(i) Veicina membrinas caurlaidibu
(ii) Atbrivo citohromu ¢

(iid) Veicina pro-apoptotisku proteinu

(AIF) izdali

Mitofagija Mitofagiju ierosina:
(i) PINK1

(ii) Parkin

Bojati mitohondriji:
(i) | ATP

(ii) | Ay

(iii) T ROS
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1.2. att. Mitohondriju homeostazes nodro§inasana iesaistitais biogenézes mehanisms (ar

izmainam: no Huang et al., 2019)
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Mitohondriju biogengze sastav no:

a) mitohondriju morfologisko stavoklu kontroles procesiem;

b) mitohondriju kvantitates $iina (kvantitate atkariga no mitohondriju dinamikas, t.i., no
fragment@S$anas un sapliisanas);

c) mitofagijas (autofagijas procesa paveids) (Friedman & Nunnari 2014; Murphy ef al.,

2016; Liu et al., 2018; Tan & Suda 2018).

Mitohondriju treSo homeostazes kontroles mehanismu, kas ietver sevi mitohondriju
biogenézi, uztur peroksisomu proliferator- aktivétais receptors y ko-aktivétajs-la (PGCla),
nuklearais elpoSanas faktors-1 (NRF1) un mitohondriju transkripcijas A-faktors (TFAM).
Savukart, fragmentéSanos ierosina divi proteini, t.i., dinamin-1 lidzigais proteins (DRP1), kas
mijiedarbojoties ar fragmenteSanas proteinu 1 (FIS1) sekmé mitohondriju fragment&sanos.
Bojatos un mitofagijai paklaujamos mitohondrijus detekté specifiskas kinazes (PINK1) un
fosfatazes. Peéc kinazu un fosfatazu atbildes reakcijas seko specifiskas ligazes (PARKIN)
darbiba, kas tieSi inici€ autofagosomas izveidoSanos un sekojoSu mitohondriju mitofagiju
(Ashrafi & Schwarz 2013; Huang et al., 2019; Sprenger & Langer 2019).

Neatbilstosa vai ar1 kludaina mitohondriju homeostazes nodroSinasana dazadas Stnu
Iinijas spgj ierosinat neatgriezeniskas reakciju kaskades, kuru rezultata var iestaties Stinu nave

(Ashrafi & Schwarz 2013; Friedman & Nunnari 2014; Murphy ef al., 2016).

1.3. Mitohondriju dinamikas nozime cerebrala infarkta norisé

Cerebrals infarkts, péc kura novéro mitohondriju membranas potenciala izmainas,
energijas razo$anas izstkumu un absoltitu brivo radikalu hiperekspresiju, oklizijas serdé rada
kritisku neironu bojajumu (Liu et al., 2018). Atkariba no mitohondriju dinamikas spg&jam, ir
atkarigs turpmakais Stinas dzives cikls (Yang er al, 2018). Turpmaka Stnu dzivotspgja
iSemizetos audos atspogulo intracelularu, tostarp mitohondriju, mehanismu sp&ju pielagoties
parejai no pro-apoptotiskiem apstakliem uz izdzivosanas apstaklu méginajumiem nakamo
stundu vai pat dienu laika. Lidz ar to, notikuma vieta biezi vien noveéro gan programméto/

kontrol&to (apoptotisko) vai nekontrol&to/ pasivo (nekrotisko) siinu navi (Chen et al., 2011).
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Cerebrala infarkta gadijuma mitohondriju spga saplist lauj operativi izveidot
mitohondriju sakopojumu $iinas iekSiené ta, lai nepiecieSamibas gadijuma varétu apmainities
ar genétisko informaciju (mtDNS). Turklat, saplGsanas laika, integréjot bojatam mitohondrijam
nebojata mitohondrija saturu, var panakt organoida turpmaku dzivotsp&ju. Savukart,
mitohondriju fragmenteSanas procesa laika, tiek blok&ta bojata mitohondrija struktiras
segregacija, tostarp, fragmentéSanas sekmé& mitofagijas darbibas procesus, kas galu gala

neitraliz€ bojatos mitohondrijus (Chen et al., 2011; Tang et al., 2016).

1.3.1. Mitohondriju mitofagija

Mitohondriju biogenézes un atbilstos$i mitohondriju dinamikas defekti (gan saplasanas,
gan fragmentacijas procesos) sekme trauc€tu mitohondriju kustigumu un funkcionalitati (Chen
etal, 2011).

Defingé divus signalu parneses celus, no kuriem ir atkariga mitofagijas darbiba.
Mitofagiju regulé caur fosfatazes-&-tenzina-homologu inducéto kinazi-1 (PINK1), t.i.,

PARKIN atkarigo mitofagiju, vai art PINK1/ PARKIN neatkarigo mitofagiju (skat. 1.3. att.).

Endogeéns vai eksogéns kairinajums

FragmentéSanas
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Drp-1 Drp-1

Saplisana
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PARKIN-atkariga mitofagija PARKIN-neatkariga mitofagija
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2 X [
Endoplazmatiskais : %*®
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1.3. att. Mitohondriju dinamika un sekojosa mitofagija cerebrala infarkta gadijuma (ar izmainam

no: Yang et al., 2018)
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Samazinata mitohondriju membranas potenciala dé] tiek aktivéta PARKIN atkariga
mitofagija, jo mitohondrija novero pastiprinatu Ca?* ieplasanu. PINK1 aktivéta forma fosforile
mitohondrijos eso$a antifosfoubikvitina (Ser 65) un hinonu parpalikumus intracelularaja telpa,
kas boja mitohondriju membranu un, kas talak sekmé& PINK1 atkarigo mitofagiju. Hinonu
adaptoru proteini saistas ar mikrotubulu asociéta proteina vieglo k&di (LC3) un
endoplazmatisko tiklu, lai izveidotu autofagosomu. Visbeidzot, autofagijas procesa beigas,
saistoties ar lizosomam, tiek iznicinats mitohondrijs.

PINK1/ PARKIN neatkariga mitofagija ir atkariga no NIX, Bnip3 (protein-
mijiedarbotaju proteinu 3) un FUNDCI ekspresijas, un aktivitates. Hipoksijas apstaklos ir
hiperekspreséts NIX un Bnip3 proteinu subvienibas. Abas proteinu subvienibas ir ekspresétas
Stnas citozola, kas saistas ar autofagijas-atkarigo proteinu 8 (Atg8) un LC3, tad€jadi veicinot
mitofagiju (skat. 1.3. att.) (Li et al., 2017; Tang et al., 2016; Yang et al., 2018).

Diemzel mitofagija cerebrala infarkta gadijuma ir sava veida Damokla zobens, jo pastav
risks, ka bojato mitohondriju mitofagija biis nepietickama, kas rezult€sies ar Stinu navi, vai ari,
mitofagija nevélami ietekm@s vél funkciongjosu mitohondriju eksistenci, kas galu gala art

rezultésies Sunu naveé (Chen et al., 2011; Yang et al., 2018).

1.4. Mutaciju ierosinatas iedzimtas mitohondrialas slimibas

Mitohondrialo slimibu patofiziologija ir sarezgita, kas, galvenokart, ietver dazadas
mutacijas. Parsvara visus mitohondriju funkciongSanai nepiecieSsamos proteinus kodé kodola
DNS (nDNS), bet atlikuSo dalu mtDNS. Lidz ar to, mutacijas gan mtDNS, gan nDNS genoma
izraisa mitohondriju disfunkciju (Ylikallio & Suomalainen 2012; Gorman et al, 2016;
Kanungo et al, 2018). Mutaciju ierosinatas mitohondriju disfunkcijas del, tiek iniciéts
mitohondriju homeostazes lidzsvara traucgjumi. Savukart, lidzsvara traucjumu dél novero
patologiskas izmainas organisma, t.i., pastiprinatu brivo radikalu ekspresiju, traucétu Ca*"
homeostazi, nekontrol&tu §tinu apoptozi un butiskakais — traucétu energijas (ATF) generéSanu
(Molnar & Kovacs 2018). Mutaciju izraisito slimibu prevalence — 20 gadijumi uz 100 000 tiikst.
iedzivotajiem (Gorman ef al., 2016).

Atkariba no mutacijas, slimibas var biit: autosomali dominantas vai recesivas, pa mates
Iiniju parmantotas (mutacijas mtDNS genoma) vai ar X hromosomu saistitas (Ylikallio &
Suomalainen 2012; Gorman et al., 2016). Mutaciju klinisko simptomu izpausmes ir atkarigas
no heteroplazmijas Itmena, jo vairak mutéto génu, jo lielaka fenotipisko izpausmju varbitiba

(Gorman et al., 2016).
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Kopuma slimibas iedala divas grupas:
1. primaras, ietverot mutacijas mtDNS genoma;
2. sekundaras, ietverot mutacijas nDNS genoma (Dard ef al., 2020).

Primaras mutacijas mtDNS genoma var izraisit punktveida mutacijas vai delécijas. Sada
veida mutacijas skar mt-tRNS, mt-rRNS un proteinu kodgjosus regionus genoma. Kaut ar1
mtDNS satur 37 génus, kas kode 13 proteinus, 22tRNS un divus rRNS, mtDNS genoms nekode
visus funkcion€Sanai nepiecieSamos proteinus, Iidz ar to, mitohondriju funkcion&Sana ir
atkariga no nDNS struktira kodétiem proteiniem (Molnar & Kovacs 2018). Pieméram, viena
no visbiezak sastopamajam slimibam ir LHON jeb Lébera optiska neiropatija, kur puntktveida
mutacijas del mtDNS (guanins (G) tiek aizvietots ar adeninu (A) un/vai timins (T) ar citozinu
(C)), novero teju pilnigu redzes zudumu (skat. 1.4.1. att.) (Gorman et al.,, 2016; Molnar &
Kovacs 2018; Dard et al., 2020).

Sekundaras mutacijas nDNS un patologiskas izmainas genoma ari var izraisit gan
punktveida mutacijas, gan delécijas. nDNS kodé OXPHOS masinérijas funkcion&Sanai
nepieciesamos proteinus, mitohondriju membranu un transportieru proteinus (Molnar &
Kovacs 2018). Eksiste saistiba starp mutacijam nDNS un mtDNS struktiiras, ja nDNS noveéro
mutacijas, tad tas var sekm@t arT patologiskas izmainas mtDNS genoma ar izrieto$am
mitohondriju disfunkcijas sekam (Gorman et al., 2016, Kanungo et al., 2018). Mutacijas nDNS
genoma sekmé mitohondriju dinamikas defektus, jo visus dinamikai nepiecieSamos proteinus
kode nDNS (Ylikallio & Suomalainen 2012; Gorman et al., 2016; Dard et al., 2020).

Ir zinams, ka nDNS mutaciju dél rodas OXPHOS masinérijas traucgjumi. Genétiskas
izcelsmes trauc€jumi izraisa ar elektronu parneses kédes kompleksiem saistitas slimibas.
Mutacijas, kas inducé pirma elektronu parneses kompleksa traucgjumus ir biezakais slimibu
c€lonis. Parsvara slimibas pieder pie neirodegenerativo slimibu grupas, pieméram, subakiita
nekrotiska encefalopatija jeb Leiga sindroms, ir konstatétas ari citas patijas, pieméram,
kardiomiopatijas, leiko- un kardioencefalopatijas (Ylikallio & Suomalainen 2012; Kanungo et
al., 2018; Dard et al., 2020).

Kaut ar1 otra elektronu parneses kompleksa trauc&jumi per se ir reti sastopami, tie izraisa
lidzigas patologijas ka pirma kompleksa defekta gadijuma. Funkcionali bojats un traucéts otrais
komplekss induc€ Fas ligandu (transmembranu proteinu, kas pieder pie tumor-nekrozes faktoru
saimes), kas medi€ apoptozes iestasanos (Ylikallio & Suomalainen 2012; Kanungo et al., 2018;

Nguyen et al., 2018).
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Parsvara visi tresa elektronu parneses k&des trauc&jumi ir mediéti citohroma b mutaciju
del. Tie ir retak sastopami trauc€jumi, kas atdarina ar glikogénu uzglabasanas saistito slimibu
simptomus. Pieméram, hipoglikémija, laktacidoze, palielinata kreatinina kinaze un urinskabe
asins seruma. Ir aprakstiti gadijjumi, kad tresa kompleksa trauc€umu del ir radusies
psihomotora aizture ar ekstrapiramidaliem traucgjumiem (Ylikallio & Suomalainen 2012;
Nguyen et al., 2018).

Citohroma ¢ oksidazes (COX) jeb ceturta elektronu parneses kompleksa trauc&jumi ir
mediéti COXI-3 mutaciju dél. Biezi vien trauc&jumi izraisa vairaku organu sistému darbibas
traucgjumus un MELAS sindromu jeb mitohondriju encefalopatiju ar laktacidozi un insulta
lidzigam epizodém (Ylikallio & Suomalainen 2012; Molnar & Kovacs 2018).

Gan nDNS, gan mtDNS mutacijas var ietekmét OXPHOS maSin€rijas noslédzoso
kompleksu. P&d&jais komplekss, kas sastav no FiFo- veida ATF sintazém, kur Fi subvienibu
kodé nDNS, bet Fo — mtDNS, tiesi mtDNS mutaciju rezultata rodas pedeja kompleksa
traucgjumi. Kliniska simptomatika ir Iidziga Leiga sindroma izpausmém, tostarp novero
dazadas miopatijas, ataksiju, retinitis pigmentosa un citas patologijas (Ylikallio & Suomalainen

2012; Molnar & Kovacs 2018; Nguyen et al., 2018).

1.4.1. Sekundaras mitohondrialas slimibas

Sekundaras mitohondrialas slimibas nav genétiski predisponétas. Eksisté korelacija
starp gimen€ iedzimtam slimibam un So slimibu specifisku ietekmi uz mitohondrijiem, t.s.,
neparmantotie mitohondriju traucgjumi (Niyazov et al., 2016; Kanungo et al., 2018).

Sekundarie traucgjumi ietekmé dazadus intracelularos mitohondriju mehanismus.
Lidzigi ka primaro jeb iedzimto trauc€jumu gadijuma, tiek trauceta sekmiga ATF generésana,
papildus tiek ietekméts mitohondriju fragmentéianas un saplisanas process. So darbibas
mehanismu izmainas medi€ multifaktorialas slimibas, piem., cukura diabéts (CD), KSS,
audzgji, nieru darbibas traucgjumi, epilepsija, autoimiinas slimibas, ka arT neirodegenerativas

un neiromuskularas slimibas (skat. 1.4.1. att.) (Niyazov et al., 2016).
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1.4.1. att. Tedzimto (primaro) un sekundaro mitohondrialo slimibu izraisitas manifestacijas (ar

izmainam no: Suomalainen & Battersby 2018)

Viena no visbiezak sastopamo sekundaro slimibu grupam ir neiromuskularas parvades
slimibas. Grupa ietilpst dazadas muskulu atrofijas, iekaisuma reakciju medi€tas miopatijas, ka
ar1 zalu vielu inducgtas periféras neiropatijas (Diezi et al., 2013; Niyazov et al., 2016). Zalu
vielas, kas var mediét mitohondriju bojajumus, galvenokart, pieder pie laundabigo audzgju
kimijterapijas grupas zalém. Pieméram, bortezomibs un talidomids izraisa mitohondriju
disfunkciju aksonos, jo zalu vielas medié Ca®" jonu izdaliSanos, kas attiecigi turpmak sekmée
apoptozes iestasanos (Jones et al., 2019).

Autoimiinu slimibu gadijuma organisms patéré milzigu energijas daudzumu. Pateréto
energijas daudzumu ver§ pret pasu sevi. Sist€miskas sarkanas vilkédes gadijuma novéro
antimitohondrialo antivielu klatbiitni, piem., mitohondriju funkcionéSanai vitali nepiecieSama
kardiolipina antivielas (ACA), kas rezultata ietekm@ gan energijas generéSanu, gan apoptozes
iestasanos (Niyazov et al., 2016).

Cerebrala infarkta gadijuma mitohondriju bojajumi rodas neizbégami. Bojajumi
veidojas secigu reakciju rezultata, kas ietver sevi brivo radikalu hiperekspresiju, kalcija jonu

akumulaciju, traucétu mitohondriju biogenézi, un ATF izsikumu (He et al., 2020).
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1.4.2. Mitohondrialo slimibu arstéSanas iespéjas

Paslaik nav pieejama zalu vielu vai cita veida terapija, kas spétu izarstet mitohondrialas
slimibas. Ir atklati un brivi pieejami savienojumi, kas sp€ mazinat slimibu izraisitu
simptomatiku (McFarland et al., 2010; Niyazov et al., 2016; Weissig 2019).

Mitohondrialo slimibu terapijas izstradé visvairak pievér§ uzmanibu jau ieprieks

zinamam zalu vielam un to kombinacijam, kas nakotne var€tu arstét slimibas (skat. 1.4.2. att.).

Ieprieks zinamas zalu
vielu kombinacijas -
49% /

| Uztura bagatinataji
' 18 %

1.4.2. att. Mitohondrialo slimibu klinisko pétijumu diagramma (ar izmainam no: Weissig 2019)

Ir zinams, ka paslaik kopuma no 49 kliiskajiem pétijumiem 10 p€tijumi ir tresas fazes stadija.
Savukart no 10 tresas fazes petijumiem tikai viens pétijums ir noslédzies, p&tijuma apskatot,
elamipretidu. Chatfield ef al., grupas pé€tnieki ex vivo pétijuma miokarda §tinas pieradija to, ka
savienojums uzrada pozitivas izmainas mitohondriju elektronu parneses kéde, t.i., veicina
elektronu parneses k&des kapacitati. Savienojums, kam nakotn€ piemit potencials ar vecuma
izmainam saistitam slimibam, piem., sirds mazspgjas profilaksei vai arstéSanai (Chatfield et al.,
2019; Weissig 2019).

Vienas no visbiezak administrétam aktivam vielam, precizak, uztura bagatinatajiem, ir
antioksidanti, piem&ram, niacins (vit. B3z) 50- 100mg/ 24h deva, riboflavins (vit. B2) 100-
400mg/ 24h deva, L-karnitins 30- 120mg/kg/ 24h deva, E vitamins 200- 4001U/ 24h deva, ka
ar1 gan reducétais, gan oksidétais CoQ10 no 5- 30mg/kg lidz divam reizém diena (Niyazov et
al., 2016). Pozitivus rezultatus mitohondrialo slimibu, ka pieméram, Lé&bera optiskas

neiropatijas arst€Sana ir uzradijusi génu terapijas pielietosana (Weissig 2019).
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1.5. Insulta klasifikacija

Insults ir visparinats un zinams apzimé&jums parsvara akttiem CNS smadzenu asinsrites
traucgjumiem, kas izraisa Stnu bojaeju un navi. Insults ir biezakais invaliditates un otrais
biezakais naves iemesls, pec KSS (Sacco et al., 2013; Virani et al., 2020).

Insultu klasifice tris kategorijas: cerebrals infarkts jeb i§€misks insults; intracerebrala
hemoragija jeb asins izplidums smadzenés un subarahnoidala hemoragija jeb asins izplidums
starp smadzenu apvalkiem (Karsy et al., 2017; Andrabi et al., 2019).

Gadijuma, ja insulta izpausmes ir islaicigas, kas paziid diennakts laika, un, veicot
radiologiskus izmeklgjumus netiek konstatéts peréklains smadzenu audu bojajums, tad $adu

gadijumu apzimé ka smadzenu tranzitoru i§€misku lekmi (TIL) (Sorensen & Ay 2011).

1.6. Insulta epidemiologija — incidence un prevalence

Insults ir viens no izplatitakajiem invaliditates un naves c€loniem pasaulé. Tiek minéts,
ka 2016. gada insults bija otrais izplatitakais naves c€lonis pasaulg, t.i.,, 5,5 milj. gadijumu,
sekojot aiz augSgala esosa pirma izplatitaka naves c€lona - koronaras sirds slimibas (KSS).
Katru gadu Amerikas Savienotajas Valstis (turpmak ASV) isémisko un hemoragisko gadijumu
skaits sasniedz vismaz 795 000 tukst. ASV procentuali lielako dalu, t.i., 76% veido jaunie jeb
pirmreizgjie insulta gadijumi, pargjo dalu — atkartotie gadijumi (Ovbiagele & Nguyen-Huynh
2011; Guzik & Bushnell 2017; Virani et al., 2020).

Jaunakie dati liecina, ka insulta prevalences jeb izplatibas raditaji, kas tiek aprékinati uz
100 000 tukst. iedzivotajiem — samazinas, bet kop€ja insulta prevalence cilvéku populacija
saglabajas augsta (Johnson et al., 2019). Nemot véra to, ka iedzivotaju populacija noveco,
paslaik un arT turpmak jaunattistibas un attistibas valstis mirstibas ipatsvaru veidos hroniskas
slimibas, I1dz ar to, turpmaka insulta prevalence tikai pieaugs (Modig et al., 2019).

Jaunakie pieejamie dati liecina, ka visaugstaka incidence jeb saslimstiba — insulta
gadijumu skaits noteikta laika perioda, tika novérota Austrumazija, it ipasi Kina 354/ 100 000,
apsteidzot saraksta otraja vieta esoSo Austrumeiropas regionu. Austrumeiropas zemakie
incidences raditaji noveroti Igaunija 200/ 100 000, savukart, augstakie — Latvija 335/ 100 000
(skat. 1.6. att.) (Johnson et al., 2019; Virani et al., 2020).

26



Insulta incidence abas dzimuma
grupas, izteikta uz 100 000

90120 [J241270
121150 [3271-300
151180 [E301-330
1181210 B 331-360
211240

1.6. att. Insulta incidence 2016. gada absolatos skaitlos (ar izmainam no: Johnson ez al., 2019)

P&tot statistikas datus secinats, ka sievieSu populacija insulta mirstibas intensitate ir
zemaka, t.i., 2,6 milj. pret 2,9 milj. virieSu populacija. Pasaulé prevalé hemoragiskas izcelsmes
insulta mirstiba, zemaka mirstibas prevalence novérota i$€miskas izcelsmes insultam, izsakot
skaitlos — 2,8 pret 2,7 milj. gadijumu (Roy-O’Reilly & McCullough 2018; Virani et al., 2020).

Literatiras avotos nav pieejamas informacijas par insulta incidenci vai incidences
dinamiku Latvija. Pieejama informacija liecina, ka Latvija registr€ un monitoré
cerebrovaskularo slimibu izraisitu mirstibas dinamiku gados. Sikak apskatot pe&d€jos atjaunotos
statistikas datus par iedzivotaju mirsttbu Latvija var secinat, ka no cerebrovaskularam
slimibam, kuram ir zinams naves cg€lonis, t.i., intrakraniala hemoragija (hemoragiskas
izcelsmes insults) un cerebrals infarkts (iS€miskas izcelsmes insults) (SSK-10 kods — 160-169)

2018. gada absolutos skaitlos ir mirusi 5303 cilveki (skat. 1.6. tabulu).
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1.6. tabula

Latvijas iedzivotaju mirstibas dinamika absolutos skaitlos (SPKC, dati atjaunoti 21.06.2019.)

Siloiislo Naves celonis | 2010 | 2011 | 2012 | 2013 | 2014 | 2015 | 2016 | 2017 | 2018

A-Y | Mirusi kopa 30081 | 28550 | 29058 | 28690 | 28207 | 28188 | 28214 | 28458 | 28520

160-169 | Cerebrovaskuldras | qeon | 4371 | 4796 | 4887 | 4874 | 5109 | 5345 | 5423 | 5303
slimibas

160-164 Insults 2656 | 2387 | 2459 | 2445 | 2382 | 2473 | 2200 | 2115 | 2045

160-162 [ntrakranidla| — ooo | 554 | sag | ss1 | s08 | s17| 458 | 441 | 457
hemoragija

163 |, Cerebrils 1942 | 1731 ] 1799 | 1789 | 1748 | 1802 | 1595 | 1565 | 1472
infarkts

SSK-10 — starptautiskas statistiskas slimibu un veselibas problému klasifikacijas 10. redakcija (visparpienemts

standartinstruments diagnozu kod&Sanai)

Salidzinot ar iepriek$€jo gadu, t.i., 2017., kura nomira 5423 cilveki, var secinat, ka
mirstiba no cerebrovaskularam slimibam 2018. gada ir samazinajusies par 2,21%. Izsakot
skaitliski, no insulta 2018. gada nomira 2045 cilvéki, no Siem gadijumiem ar diagnosticétu
cerebralu infarktu boja gaja 1472 cilvéki jeb 76,3%, atlikuSo dalu veido intrakranialas
hemoragijas dél bojagajuso skaits, t.i., 457 cilveki jeb 23,7% (Slimibu profilakses un kontroles
centrs (SPKC), 2019).

1.6.1. Insulta izraisitas invaliditates korigétie dzives gadi

Invaliditates korigétie dzives gadi, m&dz teikt — p&c invaliditates samérotie dzives gadi
jeb saisinati DALY's (tulkojuma no disability-adjusted life year) ir viens no visparpienemtiem
indikatoriem cilvéka miiza posmu veérté€Sanai. DALY ir viens no svarigakajiem sabiedribas
veselibas noveért€juma raditajiem, kas lauj tiesi izmerit parmainas situacija un novertet ieprieks
izvirzito mérku izpildes pakapi (Johnson et al., 2019; Virani et al., 2020).

DALYs sastav no diviem apaksraditajiem jeb dalam, tie biitu: dzives gadi, kas nodzivoti
ar invaliditati YLDs (tulkojuma no years lived with disability), un potenciali zaudétie dzives
gadi YLLs (tulkojuma no years of life lost) (skat. 1.6.1. att). Ta ka insults ir viens izplatitakajiem
naves un invaliditates c€loniem pasaulé, DALY's indikators sp€;j tiesi palidzet izmérit parmainas
un/ vai izmainas, sekméjot populacijas veselibas turpmaku saglabasanu un uzlabosanu (Avan

et al., 2019; Hathidara et al., 2019).
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1.6.1. att. Sabiedribas veselibas novértéjuma raditaju salidzinajums abas dzimuma grupas,

célonis — insults (ar izmainam no: Johnson et al., 2019)

Statistikas dati liecina, ka insults ir otrais biezakais DALY (invaliditates koriggtie
dzives gadi) ietekmétajs pasaule, izsakot skaitlos — 116,4 milj., pieméram, salidzinot ar 1990.
gada pieejamiem datiem, DALY pieaudzis par 21,1 milj. (+18,1%). Novéro tendenci, ka
sievietem ir zemaki DALY (50,8 milj.), neka virieSiem (65,6 milj.).

Viszemakie gan YLDs, gan YLLs raditaji noteikti vecuma grupa Iidz 40 gadiem, bet
nakamo piecu lidz desmit gadu laika novéro strauju YLLs jeb potenciali zaudétu dzives gadu

raditaja kapumu augstas insulta mirstibas dél (skat. 1.7.1. att.) (Johnson ef al., 2019).

1.7. Cerebrals infarkts

Cerebrals infarkts ir viens no visbiezak sastopamajiem cerebrovaskularo notikumu
veidiem. Biezi vien to identificé ar jédzienu iS€misks insults. Cerebrals infarkts tiek
diagnosticéts aptuveni 87% gadijumu no visiem hospitalizé€tiem gadijjumiem. Savukart, 13%
veido hemoragiskas izcelsmes insulta gadijumu skaits (Virani et al., 2020).

Klmiski cerebralo infarktu apzimé ar pieraditu smadzenu audu fokalu, t.i., peréklainu
bojajumu (Amarenco et al., 2009; Sacco et al., 2013; Avan et al, 2019; Virani et al., 2020).
Bojajums balstas uz zinamu simptomu un klinisko sindromu izpausmém vienas diennakts laika,

iznemot citus etiologiskus faktorus (skat. 1.7. att.).
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1.7. att. Cerebrovaskulara notikuma noteik§anas shéma (ar izmainam no: Sacco et al., 2013)

Visbiezak par infarkta iemeslu kalpo kada smadzenu asinsvada nosprostojums, kas rezult&jas
ar asins piegades trauc€jumiem. Parsvara cerebrala infarkta notikums ir akits, retakos
gadijumos var bt hronisks (Sacco et al., 2013; Avan et al., 2019; Virani et al., 2020).
Cerebralo infarktu klasificg vairakos apakstipos atbilstosi péc iesp&jama smadzenu audu
bojajuma iemesla. Visbiezakais apakStips ir aterotrombotisks jeb nekardioembolisks
cerebralais infarkts, otrais — kardioembolisks infarkts, savukart treSais visbiezakais — lakunars

infarkts.

1.7.1. Cerebrala infarkta kaskade

Cerebrals infarkts var veidoties gadijuma, ja tiek traucta nepartraukta asins apgade
audos. Visbiezak tam par iemeslu kalpo dalgjs asinsvadu nosprostojums vai smagos gadijumos
— asinsvadu okluzija. Samazinata cerebrala asinspliisma izraisa skabekla un baribas vielu
trikumu jeb hipoksiju, kas sekm& homeostazes lidzsvara izmainas, un, kas galu gala rezultgjas
ar $tinu navi (Russo et al., 2018; Yang et al., 2018).

Vispirms, péc cerebrovaskulara notikuma, t.i., cerebrala infarkta centralaja dala jeb
serdé notiek neatgriezeniskas izmainas — iestajas audu nekroze. Par potenciali dzivotspgjigu
audu zonu uzskata i§€misko robezzonu jeb penumbra, kas tulkojuma no latinu valodas butu

“puséna” (skat. 1.7.1.1. att.).
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Penumbra zona krasi samazinas, bet tomér saglabajas asinsplisma, kas lauj uzturét Stinu
metabolismam nepiecieSamo izejvielu piegadi un sekojosu dzivotspgju (Fan et al., 2017; Karsy
et al., 2017; Andrabi et al., 2019).

P&c absolita ATF izsikuma notikuma kodola un blokétas Na*/K* jonu apmainas novéro
$inu depolarizé$anos. Sinu depolarizé$anas (homeostazes sabrukums) izraisa Ca" jonu
iepluSanu S$unas. Kalcija jonu iepliiSana inici€ intracelularaja telpa esoSo atgriezenisko-
programmeéjamo un kontrolgjamo Stinu navi jeb apoptozi, vai arl neatgriezenisko- pasivo un
nekontrol&jamo $iinu navi jeb nekrozi (skat. 1.7.1.2. att.) (Karsy et al., 2017; Yang et al., 2018).

Oklizijas neskartais audu regions
Okliizijas skartais audu regions
ar samazinatu cerebralo
asinsplismu

jeb isémiska robeZzona

Penumbra . . A
(atgriezeniskas izmainas)

/

Cerebrala infarkta kodols
(neatgriezeniskas izmainas)

14

1.7.1.1. att. Vidéjas cerebralas artérijas oklizijas ierosinata cerebrala infarkta skarto zonu

attelojums (ar izmainam no: Murphy & Corbett 2009)

Cerebrals infarkts ievérojami palielina brivo radikalu veidoSanas intensitati. Kritiska
oksidativa stresa apstaklos pastiprinati veidojas brivo radikalu molekulas. Mitohondriju Stnu
membranas depolarizgjas un, brivajiem elektroniem noklustot arpusg, tie sak reaget ar Stinas
citoplazma eso$o molekularo skabekli, genergjot superoksida radikalus (O2). Jaunizveidotie
superoksida radikali tulit€ji reagé ar slapekla (II) oksidu, veidojot peroksinitratus (NO3Y).
Savukart peroksinitrati sekmé citotoksisku hidroksilradikalu (OH") veidosanos, kas galu gala
ietekm@ proteinu, lipidu un DNS strukttru izmainas (skat. 1.8.1.2. att.) (Tang et al., 2016; Yang
et al., 2018; Zille et al., 2019).
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1.7.1.2. att. Cerebralas iSeémijas kaskades shematisks attélojums (ar izmainam no: Yang et al.,

2018)

Jaunizveidotie brivie radikali un Ca?* jonu hiperekspresija $iinas iekSiené pastiprina
iekaisuma mediatoru, t.i., citokinu, piem., interleikina-1 un -6; tumornekrozes faktora-a
izdaliSanos. Papildus pastiprina ari hemokinu, piem., interleikina-8, ka ar1 dazadu
hemoatraktantu (MCP-1) izdaliSanos. Tostarp, papildus pastiprina Sinu (monocitu, leikocTtu,
limfocttu u.c.) adh&ziju veicinoso intercelularo (ICAM-1), gan vaskularo (VCAM-1) mediatoru
izdaliSanos (Karsy et al., 2017; Yang et al., 2018; Andrabi et al., 2019).

Cerebrala infarkta gadijuma mitohondriju darbibas traucgjumi rodas neizb&gami.
Trauc€jumi veidojas secigu izmainu rezultata, kas ietver pastiprinatu oksidativo stresu, absoltitu
energijas generéSanas sabrukumu, kaskades beigas iedarbinot, kaspazu atkarigo (citohroma c)
vai neatkarigo (apoptozes- inducéta faktora) Stinu navi (Russo et al., 2018; Andrabi et al., 2019;

He et al., 2020).
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1.8. PaSreizejas iesp€jas un nakotnes vizijas cerebrala infarkta arstéSana

Akiita cerebrala infarkta gadijuma ka pirmas izvéles terapija pacientiem ir audu
plazminogéna aktivatora (tPA) jeb trombolizes nozimésana (Kernan et al., 2014; Karsy et al.,
2017; Yang et al., 2017; Kim 2019). tPA pieder pie antitrombotisko Iidzeklu grupas, kas spgj
saistities ar tromba (asins recekla) fibrinu un selektivi konvert€t ar trombu saistito
plazminogénu par plazminu, saskelot tromba fibrina matricu. Audu plazminogéna aktivatora
pielietoSana bils rezultativa gadijuma, ja So terapiju pielietos nakamo cetru lidz piecu stundu
laika péc notikuma, pretéja gadijuma, terapijas efektivitate biis minimala. Diemzel
komplikaciju del, pirmas izveles terapijai ir Saurs terapeitiskais logs. Viena no nopietnakajam
komplikacijam p&c trombolizes veikSanas ir intrakraniala hemoragija vai sisteémiska asinoSana
(Kaur et al., 2013; Kernan et al., 2014; Russo et al.,, 2018; Kim 2019). Apskatot pieejamo
informaciju Latvijas Zalu registra var secinat, ka Latvija ir pieejami divi tPA preparati, t.i.,
Actilyse (alteplasum) 50mg pulveris ar $kidinataju un Metalyse (fenecteplasum) gan 8000,
10000V deva (ZVA, 2020).

Otras izvéles terapija ietilpst mehaniska trombektomija, kas lauj evakuét izveidojuSos
trombu no artérijas (Kelly ef al., 2016). Visaugstaka manipulacijas efektivitate tiks sasniegta
tad, kad to veiks nakamo 6 stundu laika p&c notikuma. Trombektomijas pielieto$anas laika logs-
laika periods ir vid&ji par divam stundam plasaks (Yang et al., 2017; Andrabi et al., 2019;
Motyer et al., 2018; Kim 2019).

Pedgjas desmitgades laika popularitati ieguvusi zalu un zalu vielu izpétes modeli, kas
varétu un lautu mazinat akita cerebrala infarkta izpausmes un turpmakas manifestacijas. Sobrid
tiek akcepteti vairaki cerebrala infarkta arst€Sanas savienojumi, ta saucamie tPA- helperi, kas
gan pre-kliniski, gan kliniskos modelos uzrada pozitivus administréSanas rezultatus (Kim
2019). Japiebilst, ka savienojumi tika pielietoti kopa ar tPA, lai mazinatu trombolizes izraisito
neirotoksicitati. Kliniskos pétjjumos pozitivus rezultatus uzradija: ro-kinazes inhibitora
fasudila; sfingozina-1 fosfatu receptoru (ar G proteinu saistitais receptors, imtinmodulators)
modulatora fingolimoda; CD49d monoklonalas antivielas natalizumaba un selektiva 5-HT1a

receptoru agonista repinotana administré$ana (Karsy et al., 2017; Kim 2019).
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1.9. PasSregulacijas mehanismi cerebrala infarkta gadijuma

Pacientiem, kas parcietusi CI notikumu novéro manamu un véra nemamu- spontanu
organisma funkciju atjaunosanos. Biezi vien, nakamo ned€lu laika veselibas stavoklis strauji
uzlabojas. So laika nogriezni médz dévét par akito funkciju atjaunosanas fazi. Péc parciesta
notikuma atgtitas funkcijas biezi vien ir nepietickamas, kas neatbilst tam funkcijam un spgjam,
kuras piemita pacientam pirms CI notikuma (Arai et al., 2011; Lackland ef al., 2014; Zhang et
al., 2019).

P&c akiitas funkciju atjaunoSanas fazes seko hroniska faze, kuras laika novéro krasi
samazinatu organisma funkciju turpmaku atjaunosanos (Caleo 2015; Hylin et al., 2017; Zhang
etal., 2019).

Spontana (akuta faze) organisma funkciju atjaunosanas, kas pamatojas uz neirologisko
funkciju atjaunoSanos smadzenu audos liecina, ka tiek iedarbinati kompensatorie mehanismi,
tacu tie ir ierobezoti un Tslaicigi. Uzskata, ka ilgtermina (hroniska faze) neirologisko funkciju
atjaunoSanos sekme neiralas regulacijas jeb reflektoras regulacijas pastiprinata darbiba dzivajos
audos, lai kompensétu notikuma skarto zonu (penumbra) darbibu (Hylin et al., 2017; Zhang et

al., 2019).

1.9.1. Cerebrala plasticitate

CI notikuma gadijuma CNS smadzenés tiek iedarbinats audu remodeléSanas jeb
parveidoSanas process. Merkis ir péc iesp€jas atrak atjaunot bojajuma vietu un kompenset
zaudetas funkcionéSanas spé&jas (Loubinoux et al., 2017). Mérka sasniegSanai tiek izmantoti
divi darbibas mehanismi — audu atjaunoSanas un kompensacijas jeb audu aizstasanas
mehanisms (Zhang & Chopp 2015; Hylin ef al., 2017; Loubinoux et al., 2017).

Audu atjaunoSanas darbibas procesa ietilpst smadzenu audu funkcionalitates
atjaunoSana vai pretgja gadijuma — funkcionalitates zaudéSana. Savukart, kompensatoro
mehanismu darbibas procesa ietilpst daléja funkcionalitates atjaunoSana, kas balstas uz citu
smadzenu rajonu atbildes reakciju, t.i., ta pati penumbra vai citi distali (notikumam attalinatie)
un/ vai kontralaterali (notikumam pretgjie) rajoni (Arai et al., 2011; Hylin et al, 2017,
Loubinoux et al, 2017). Kompensatorie mehanismi dalgji atjauno smadzenu audu
funkcionalitati. Dal&ju atjaunosanos jeb neirologisko deficitu sekmé epilepsijas 1€kmju,
spasticitates (paaugstinata tonusa) un sinkinézes (siku kontrakciju) izpausmes (Loubinoux et

al., 2017).
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Cerebralas plasticitates pamatmehanismi ir atkarigi no atbildes reakcijas atruma, t.i.,
iepriekS minétam faze€m — akiitas un hroniskas. Akiito fazi raksturo spontana atbildes reakcija
péc notikuma, médz definét arT par adaptivo plasticitati (Zhao & Willing 2018). Spontana
atbilde ir atkariga no diaschisis apjoma, sakotng&ji skarta/ skarto rajonu sp&jas reaktivizéeties,
mediatoru hiperaktivitates, ka arT pats bitiskakais: divu veidu genézém, t.i., angiogenézes
notikuma vieta, un neirogenézes (gliogenézes, oligodendrogengzes un sinaptogenczes)
(Moskowitz et al., 2010; Arai et al., 2011; Loubinoux et al., 2017). Péc CI notikuma zurkam
cerebrala plasticitate sasniedz savu maksimumu, kapacitates sp&jas, vid€ji peéc 30 dienam,
savukart cilvékam cerebrala plasticitate tiks izsmelta teju divu ménesu laika (Loubinoux ef al.,

2017).

L4

1.10. Insulta inicieSanas modeli jeb insulta pirmskliniska modelesana

Attistoties jaunajam tehnologijam un zinatnei, ir attistijusies pé&tijumos pielietotie
eksperimentu modeli. Insulta inici€Sanas jeb insulta pirmskliniskos modelus pielieto arvien
vairak. Modelu izmantoSana un pielietoSana petijumos ir lavusi identificét dazadu
patofiziologisku procesu izmainas, dazadu specifisku reakciju kaskazu secigumu, ka ari, gan
bioktmisko, gan molekularo mehanismu izmainas smadzenu audos (Fluri ef al., 2015; Kumar

& Gupta 2016; McCabe et al., 2018).

{ Insulta inicieSanas modeli dzivniekos J

I

‘ v

[ Cerebrals infarkts J {Hemorﬁéisks insults]

I Autologa asins
‘ ¢ infuzijas metode

[ Globals cerebrals J [ Fokals cerebrals J

infarkts infarkts

Kolagenazes inducéta
| hemoragija
Dekapitacija

—{ Sirdsdarbibas apstaSanas ] [ Ir nepiecieSama

kraniektomija

Sistémiska hipotensija & l
hipoksija Trombembolijas metode
Vidgjas cerebralas
arterijas (MCA) vai citu
a-v okluzija

Nav nepiecieSama
kraniektomija

~—

Endovaskulara

— Cetru a-v okluzijas metode filamenta metode

4-VO)

—— Divu a-v oklizijas metode (2-VO)

Endotelina-1 inducéta
metode

1.10. att. Insulta inicieSanas metodes (ar izmainam no: Kumar & Gupta 2016)
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Insulta pirmskliniskai model&Sanai ir biitiska nozime. Piemérota, preciza un racionala
modela izveide un turpmaka izvéle var kalpot par pamatu specifiskas terapijas izstradei un
testéSanas iesp&jam (Herson, Traystman 2014; Kumar & Gupta 2016). Katram insulta veidam,
t.i., cerebralam infarktam un hemoragiskam insultam, ir vairaki inicié$anas modeli (skat. 1.10.
att.) (Macrae, 2011; Kumar & Gupta 2016).

Katram no Siem pétijumu prakse pielietotajiem insulta inici€Sanas modeliem piemit arT
izmantoSanas ierobezojumi. Katram modelim ir priekSrocibas un pétijjumu ierobezojumi

(Casals et al., 2011; Kumar & Gupta 2016; Sommer 2017; McCabe et al., 2018).

1.10.1. Cerebrala infarkta inicieSanas modeli

Cerebrala infarkta inici€Sana ir atkariga no ta, kads ir pétijjuma mérkis. Lai izraisitu
globalu cerebralu infarktu, petijuma var pielietot (skat. 1.10. att.):

1. dekapitaciju jeb galvas atdaliSanu no kermena — absoliiti novecojusi, bet viena no
vienkarS$akajam metodém, lai acumirkli izraisitu neatgriezenisku globalu isémiju;

2. sirdsdarbibas apstaSanos — diez gan novecojusi un komplicéta metode ar paaugstinatu
petamo dzivnieku navi,

3. sistémisku hipotensiju ar hipoksiju — tiek sasniegts asinsspiediens 20-30mmHg un
inducéts hipoksijas stavoklis, izmantojot 4% Oz un 96% N, metodei zema rezultatu
atkartojamiba;

4. cetru asinsvadu okluzijas metode (4-VO) — sarezgita metode, kuras procesa dzivnieks
netiek anestez&ts;

5. divu asinsvadu okluzijas metode (2-VO) — ja salidzina ar iepriek§€jo metodi, tad $1
metode ir vienkarsaka, bet galvenais metodes trilkums ir hipotensijas inducésana (Fluri
et al., 2015; Kumar & Gupta 2016; Sommer 2017; McCabe et al., 2018).

Savukart, ja petijuma mérkis ir fokala cerebrala infarkta inici€Sana, tad nepiecieSamibas
gadijuma izverte vai biis japielieto kraniotomija — ar vai bez kraniektomijas. Gadijuma, ja nav
nepiecieSama kraniotomija (visbiezak), tad petijjuma var pielietot (skat. 1.10. att.):

1. trombemboliju — biezi vien izmanto autologus (saimniekorganisma) trombus, tos
ievadot ekstrakranialos asinsvados, citos gadijumos izmanto sikas mikrosferas, kas
inducé lokalas i§€mijas iestasanos;

2. endovaskularu filamentu — visbiezak pielietota, salidzino$i mazinvaziva metode, kuras
pamata ietilpst smalkas Skiedras jeb filamenta ievietoSana miega artérija, Skiedrai
noklistot I1dz vidg&jai cerebralai artérijai (MCA), tiek nosprostots asinsvads, samazinas

cerebrala asinsplisma un rezultata tiek izraisits cerebrals infarkts;
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3. fototrombozi — ievadot specifisku gaismas jutigu vielu, piem., eritrozinu B vai
Bengalijas roza krasvielu, to apstarojot, lokali izveido cerebralu infarktu;

4. endotelina-1 (ET-1) inducéto metodi — tiek izmantots retardétas darbibas
vazokonstriktivs peptids, kas ierosina lokalu asinsvadu sasaurinasanos, metodei ir
izteikts trikums — gan ET-1 receptori, gan ET-1 konvertgjoSie enzimi ir ekspreséti
neironos un astrocttos, lidz ar to var tikt ietekmé&ta turpmaka neirologiska deficita
interpretacija (Fluri et al., 2015; Kumar & Gupta 2016; Sommer 2017; McCabe ef al.,
2018).

P&étijumos izmantotie cerebrala infarkta inici€Sanas modeli sp& uzradit v€lamos
rezultatus un izpildit izvirzitos pétijumu mérkus. Parsvara visi modeli tiek veikti veselos, t.i.,
iepriekS manipulacijam nepaklautos dzivniekos, respektivi, bez komorbiditates (Macrae 2011;
Mergenthaler & Meisel 2012; Caleo 2015; Fluri ef al., 2015; Kumar & Gupta 2016; McCabe
et al., 2018).

37



2. MATERIALI UN METODES

2.1. Izméginajuma dzivnieki un pétijuma étika

Petfjumu veica Latvijas Universitates Medicinas fakultates Farmakologijas katedras
laboratorija. P&tijuma tika izmantoti C57BL/6NHsd pelu tevini (Envigo izméginajuma
dzivnieku audzetava, Niderlande). Izm&ginajuma dzivnieki tika turéti Latvijas Universitates
Medicinas fakultates Dabaszinatnpu Akadémiska centra in vivo laboratorijas individuali
ventil§jamos biiros. Katra burt bija 9 1idz 10 pelu tévini ar brivu pieeju specializ€tai grauzeju
baribai (Altromin granulas un pulveris mikstas baribas pagatavoSanai) un dzeramajam tidenim.
Telpas uzturgja 21+£2°C temperatiiru un 50-60% relativa gaisa mitrumu. Dzivnieku turéSanas
telpa nodrosinaja 12 stundu dienas- nakts ciklu (gaismas ieslégtas 07:00). Pirms pétijuma
uzsakSanas dzivniekiem tika piemérots 7 dienu ilgs adaptacijas periods telpam.

[zmé&ginajuma dzivnieku procediiras un manipulacijas veica saskana ar Eiropas
Savienibas Direktivas 2010/63/EU vadlinijam “On the protection of animals used for scientific
purposes”, MK noteikumiem Nr. 1131 “Noteikumi par izmeginajumu dzivnieku audzetaju,
piegadataju un lietotaju registraciju, kartiba, kada veicamas darbibas ar izmé&ginajumu
dzivniekiem un izm&ginajumu dzivniekiem nodrosinamas labturibas prasibas”, ka ar1, saskana
ar Latvijas Universitates Zinatniskiem mérkiem izmantojamo dzivnieku labturibas komisijas
rekomendaciju Nr.2018/12/11, un saskana ar Latvijas Republikas Partikas un veterinara

dienesta izm&ginajuma dzivnieku &tikas komitejas atlauju Nr. 100.

2.2. Materiali un reagenti

P&tfjuma tika izmantoti sekojosi reagenti buferskiduma MiROs (respiration medium)
pagatavosanai: ethylene glycol-bis(2-aminoethylether)-N,N,N',N'-tetraacetic acid (EGTA),
beziidens magnija hlorids, laktobionskabe, taurins, monokalija fosfats, 4-(2-
hydroxyethyl)piperazine- 1-ethanesulfonic acid (HEPES), D-saharoze, bovine serum albumin
(BSA), kalija hidroksids. Visi uzskaititie reagenti iepirkti no Sigma-Aldrich, ASV.

Reagenti darba protokola, t.i., substratu- atjiidz&ju- inhibitoru titrésana, (SUIT-001/008)
veikSanai: glutaminskabe, L- oksidzintarskabe, L- pirovinogskabe, dzintarskabe, citohroms c,
adenozindifosfata kalija sals, glicerolfosfats, carbonyl cyanide 3-chlorophenylhydrazone
(CCCP), rotenons, antimicins A (skat. pirmo pielikumu). Uzskaititie reagenti iepirkti no Sigma-

Aldrich, ASV, iznemot adenozindifosfata kalija sals, kas tika iegadats no Merck, Vacija.
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2.3. Petijuma dizains un eksperimentalas grupas

Vidgjas cerebralas artérijas okliiziju ar endovaskularo monofilamentu veica 10 — 12
ned€las veciem pelu t€viniem. P&tljuma dzivnieki tika iedaliti divas grupas, kas talak apzimétas
ka Sham un fMCAo. Dzivnieku skaits grupa: 10 Iidz 14 dzivnieki. fMCAo grupas peleém,
izmantojot silikona parklatu monofilamentu jeb Skiedru, veica vidgjas cerebralas arterijas
okliiziju, savukart Sham (nosaciti kontroles grupa) grupas pelém netika veikta arterijas okluzija.
Izméginajuma dzivniekiem veica uzvedibas testus un mitohondriju funkcionalitati noveértgja ar

Ok oksigrafiem, pielietojot augstas izskirtsp&jas skabekla paterina noteikSanas metodi (HRR).

2.3. attela ir att€lots ilgtermina p&tjjuma shematisks dizains.

Izméginajuma
dzivnieku fMCAo procediira, *AKITRR KRR RR KRR RR
piegade péc 60min reperfiizija
P S **OF **OF **OF
| | | | *TSE *TSE *TSE
| I I I >
(57 -60) (87 -90) (117 -120) Dienu skaits

-7 0 1 7
\_Y_} \_Y_/
Péc kirurgijas

Adaptacijas periods -
apripes periods

2.3. att. ligtermina pétijuma shematisks attélojums, autora veidots attéls

Apziméjumi:
*OF- open field jeb atklata lauka tests
**TSE- TSE PhenoMaster system jeb dzivnieku uzvedibas registracijas ickarta

***HRR- high-resolution respirometry jeb augstas izskirtsp&jas skabekla patérina noteikSanana

2.4. Videjas cerebralas arterijas okluzija ar monofilamentu

Pirms insulta procediiras uzsaksanas pele tick nosvérta. Kirurgiju uzsak, ja peles svars
ir sakot no 18 — 21g. Vismaz 30min pirms operacijas sakuma pelei ievada s.c. Smg/kg/pelei
100puL karproféna un s.c. 0,1mg/kg/pelei buprenorfina. Dzivnieku ievieto anestézijas
indukcijas kambart (30% Oz un 70% N>O (0,3L/min O; un 0,7L/min N>O), un pievada 4%

izoflurana. Insulta procediiras laika, pelei turpina uzturét 1,8 — 2,0% izoflurana anesteéziju.
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Ja procediiras laika novéro elposanas nomakumu (elposana kliist seklaka, peles kruiSkurvis
nevienmerigi saraujas vai elpoSanu apstdjas), tad samazina vai pilnigi partrauc anestézijas
padevi, pievada skabekli un viegli masé peles kaklu.

Kirurgiskas procediiras laika pele atrodas uz kermena temperatiiru uzturosa apsildama
elementa. ST sistéma monitoré peles kermena temperatiiru, lai novérstu hipotermijas risku
kirurgijas laika. Lai izvairitos no acu sausuma, operacijas sakuma uz tam uzsméré Bepanthen
acu ziedi.

Kirurgiju uzsak veicot longitudinalu adas griezumu jeb adas garengriezumu galvas
kreisaja pus€ deninu rajona. Ar skérém pargriez galvas adas kroku, 11dz saredz galvaskausu. Ar
skalpeli atstumj m.temporalis (deninu muskuli), starp galvaskausa kaulu un muskuli izveido
kabatu. Izveidotaja kabata ievieto elastigu lazera doplera zondi, ta, lai zonde atrastos virs
vidgjas cerebralas arterijas bifurkacijas jeb sazaroSanas zonas. Izmantojot Itmi fiksé zondes
atrasanas vietu. Ar zondes palidzibu nepartraukti monitoré cerebralo asinsplismu (#CBF).

Kakla vidusdala veic garengriezumu, atsedz un noskir kopgjo kreiso miega arteriju jeb
arteria carotis communis (CCA) un tas atzarojumus: ar¢jo miega arteriju arteria carotis externa

(ECA) un ieks€jo miega arteriju jeb arteria carotis interna (ICA) (skat. 2.4.1. att.).

ECA: argja
miega artérija

ICA: iek$Eja miega artérija

CCA: kopgja laba miega
artérija, ilgstosa
artérijas okluzija

7
i

CCA: kop@ja kreisa miega artérija,
islaiciga artérijas okluzija

2.4.1. att. Kopéjas kreisas miega artérijas islaiciga okliizija ar sekojosSu vidéjas cerebralas

artérijas okluziju, att€lam ilustrativa nozime (ar izmainam no: Wayman et al., 2016)

Vispirms nosprosto CCA, gadijuma, ja cerebrala asinsplisma samazinas uz pusi, t.i.,
50%, divu minasu laika p&c nosprostoSanas, tad peli neieklauj eksperimenta. Nakamaja soli
nosprosto ECA, izmantojot 7-0 zida diega pavedienu, atkartoti nosprosto CCA (tiek izveidots
valigaks mezgls, skat. 2.4.1.2. att.), ka arT1 nem un pievieno klipsi /CA (skat. 2.4.2. att.).

Nakamaja soli starp nosprostoto CCA un valigd mezgla zonu izveido smalku griezumu.
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Griezuma ievieto smalku ar silikona parklatu 8-0 intraluminalu filamentu, ta, lai filaments
vispirms nokliitu [1dz klipsa atrasanas vietai, péc nokliiSanas, klipsi atlaiz, un turpina filamenta
ievietoSanu, vienlaicigi monitorgjot l1azera doplera raditajus, raditaju samazinaSanas liecinas par
vid&jas cerebralas artérijas (MCA) okliiziju jeb noblok&Sanu. Manipulacijas rezultata ir jafikse
vismaz par 80% samazinata cerebrala asinsplisma. Piem&ram, pirms manipulacijas sakuma
cerebralas asinsplismas raditajs bija 962, bet pec filamenta ievietoSanas tas kluva 122.
Gadijuma, ja cerebrala asinspliisma nesamazinas, vai samazinajusies niecigi, parliecinas, vai
filaments ir novietojies kreisaja arterija. Tiklidz novero asinsplismas samazinasanos, tad valigo
mezglu savelk ciesak (CCA), lai izvairitos no iesp&jamas filamenta izslidéSanas no /C4, uzliek

Suvi kakla vidusdalas garengriezumam.

ICA

Bifurkacijas ICA ICA ICA
zona
PA k PA PA PA

ciesaks ECA

mezgls,

ilgstosa

okluzija

Klipsis Klipsis ‘ )

Valigs

mezgls,
islaiciga ™~ |- > —l - KlipSiS
okluzija

Griezuma
CCA CCA CCA vieta CCA

Clotals / Filaments

mezgls,

ilgstosa \

okluzija

CCA: kopéja kreisa miega artérija ECA: aréja miega artérija
ICA: iekSeja miega artérija PA: pterigopalatina artérija

2.4.2. att. Videjas cerebralas artérijas okliizija, izmantojot intraluminalu filamentu (autora attéls)

P&c Suves uzlikSanas peli ievieto uz 60min apsildama biiri, kura temp. ir 32°C. P&c
vienas stundas atjauno anestézijas padevi, peli iznem no apsildama biira un novieto uz kermena
temperatiiru uzturo$a apsildama elementa un pievada gazes anestéziju. Veic reperfiiziju: atbrivo
uzlikto kakla Suvi, atsedz CC4, iznem filamentu un tulit€ji aizSuj griezuma vietu, lai izvairitos
no noasinosanas riska. Procediiras beigas atkartoti uzliek Suvi kakla vidusdalas
garengriezumam. Sham pelei (nosacitai kontrolei) procediiras solu secigums ir identisks,
iznemot to, ka filaments tiek ievadits, lai raditu artérijas sienas kairinajumu. P&c procediiras un

manipulaciju beigam peli ievieto apsildama biir1 [idz divam stundam.
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2.5. Pec kirurgijas apriipes periods

P&c kirurgiju procediiru veiksanas Sham un fMCAo grupas peles ievieto apsildama biirt
lidz divam stundam. Sakot ar nakamo dienu p&c insulta procediiras, pelém uzsak post-operativo
apriipi: pirmas tris dienas pec operacijas peli anestez&jot 4% izoflurana i.p. (intraperitoneali —
védera dobuma) ievada karprofénu Img/mL 0,005mL tlipuma un s.c. 0,1mg/kg/pelei
buprenorfina katras 12 stundas. Papildus karproféna injekcijam pelém 7 dienas s.c. (subkutani
— zem adas, mugura) ievada 0,7mL 20% glikozes §kiduma un 0,5mL Ringera laktata Skiduma.
Ja nakamo cetru dienu laika apriipéta pele uzrada pozitivu pec operacijas atlabSanas dinamiku
(pieaug svars, pele paliek kustigaka, ztid mazkustigums), tad partrauc ievadit glikozes Skidumu.
Savukart, ja 7 dienas péc operacijas pele joprojam ir saméra mazkustiga, ka ar1 tas svars
nepieaug vai pat ir samazinajies, tad turpina ievadit glikozes Skidumu vél papildus tris dienas.
Ja peles neatlabst un noveéro krasu svara zudumu, pieméram, peles svars pirms operacijas 23g.,
pec- 16g., tad konsultgjoties ar vetarstu pienem l€émumu par nepiecieSamibu peli eitanizet

(Morton 1998).

2.6. Pétijuma in vivo un ex vivo testi

P&c post-operativas apriipes seko laika periods, kura operétas peles dzivo noteiktu laika
nogriezni jeb iepriek§ pardomatu dienu skaitu individuali ventil§jamos biiros 1idz bridim (55,
85, 115 dienas), kad tas ievieto un monitoré 7SE PhenoMaster system — automatizeta dzivnieku
uzvedibas registracijas iekarta. Buru iekarta registre pelu aktivitati 24h diennakti, tests ilgst l1idz
cetram diennaktim. P&c monitoréSanas beigam peles parvieto atpakal individualajos buros un
nakamaja diena veic atklata lauka testu. Uzvedibas testu veic un iegiitos rezultatus savos
noslégumu darbos apraksta Heléna Vane un Agate Abola. Nakamaja diena péc uzvedibas testu
pabeigSanas, pelém veic cervikalo dislokaciju, izol€ smadzenes un veic augstas izskirtspgjas

respirometriju.

2.7. Smadzenu izoleSana, struktiiru atdaliSana un sagatavosana O:k eksperimentam

Neizmantojot anesteziju, pelém tiek veikta cervikala dislokacija. Seko smadzenu audu
izoléSana no galvaskausa, process javeic pec iesp&jas atrak, jo mitohondriju funkcionalitati —
skabekla paterinu, janoverte svaigiem, nesaldétiem audiem.

Vispirms noloka adas kroku un atsedz galvaskausu ta, lai galvas mataina dala netraucétu

audu izol@Sanai. Ar $kéru palidzibu pargriez mataino adas dalu. Saredz galvaskausu.
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Ar smalku knaiblu palidzibu skrapé galvaskausa vidusliniju, padarot kaulu irdenaku un
trauslaku. Pakausa rajona tiek veikts smalks griezums, uzmanigi un pakapeniski tieck nonemtas

parietalas, interparietalas un frontalas galvaskausa dalas (skat. 2.7.1. att.).

Priek$éja virsma

Deguna kauls

Priek$zobu kauls

AugsZokla kauls

Asaru kauls

Pieres

kauls Vaiga kauls

Deninu kaula
2zvinu dala

Bungdobums

Pakausa kauls

Pakausa
locitavpaugurs

Muguréja virsma

2.7.1. att. Peles galvaskauss dorsali, t.i., skats vérsts uz mugurpusi (ar izmainam no: Cook 1965)

Tiklidz galvaskausa dalas ir nonemtas, ar smalkas lapstinas palidzibu piepace] atsegtos
smadzenu audus un tos iznem (smadzenu apvalks, t.i., meninges var radit pretestibu). 1zol&tos
audus tulitgji novieto uz iepriek§ sagatavotas, ledus aukstas neriisgjoSa te€rauda plaksnes.
Izoletos smadzenu audus noskalo ar MiROs buferskidumu, kas lauj atbrivoties no liekas asins
klatbttnes.

Tikko izoléti pelu smadzenu audi ir miksti un savstarp€ji griiti atdalami. Ar knaiblu
palidzibu satur smadzenes, paraléli, izmantojot specialu lapstinu maigi atdala abu smadzenu
puslozu garozu. Vispirms uzsak atdalit operacijas skarto, kreiso (ipsilateralo) smadzenu
puslodes garozas dalu no smadzenu stumbra, vidussmadzenu un hipokampa audu struktiiram.
Kad tiek pabeigta abu smadzenu puslozu garozu atdaliSana, parliecinas vai atdalitas strukttras
nesatur baltas vielas pavedienus, t.i., Skiedru sakopojumus (skat. 2.7.2. B att.). P&c ripigas audu
apskates abas smadzenu garozas (kreiso un labo) parvieto atseviskos MiROs buferskiduma
traucinos.

P&c smadzenu garozu atdaliSanas tiek atsegta hipokampa struktiira. Pirms hipokampu
atdaliSanas ar skalpeli pargriez smadzenu vidusdalu. Ar tiem paSiem instrumentiem — specialu
lapstinu atdala abus hipokampus, Iidzigi ka garozu atdaliSanas procesa, uzsak ar kreiso
(ipsilateralo) hipokampu. Hipokampu atdaliSanas procesa papildus uzmanibu piever§ baltas
vielas $kiedram. Skiedras ir janonem, attiecigi péc hipokampu attiriSanas no kiedram, tos

parvieto buferSkiduma.
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2.7.2. att. Pelu smadzenu struktiiru atdaliSanas process, struktiiru izkartojums: A- izolétas
smadzenes; B- atdalitas smadzenu struktiiras (skat. no kreisas puses — kreisa/ ipsilaterala garozas
dala, hipokampu struktiira, laba/ kontralaterala garozas dala un smadzenites); C- smadzenu

struktiiru izkartojums (A&B autora attéli, C attéls no: The Allen Mouse Brain atlas, 2011)

Lai sagatavotu pétamo audu paraugus eksperimentiem, vispirms ir janosaka parauga
masa. Ar analitiskiem svariem (0,0001g) nosver paraugus, nosakot to masu gramos. Pirms
parauga svérSanas to nosusina ar filtrpapira palidzibu. P&c nosvérsanas paraugu parnes Dounca
homogenizetaja, pievieno 500uLl buferSkiduma (buferskiduma sastavdalas skat. otraja
pielikuma). Homogeniz&taju ievieto ieprieks sagatavota ledus kaste. Kad visi paraugi ir nosverti
un tiem ir pievienoti 500uL buferskiduma, ledus kasteé esoSos paraugus sagatavo
homogenizésanai. Eksperimentiem tiek izmantots Skidums, kura parauga esos$a koncentracija
atbilst 20mg/mL. Ta ka katram paraugam ir atSkiriga masa, bet p&tdmai un eksperimenta
pielietojamai parauga masas koncentracijai jabiit vienadai, tad, izmantojot formulu:

Mparauga

Vbuserskiauma = * 1000 (V- tilpums, mL; m- masa, g; c- koncentracija, mg/mL), tiks

Cheigu

aprékinats nepiecieSamais buferSkiduma kopgjais tilpums, kas japievieno, lai atskaiditu un
sanaktu paraugs ar pétijumam atbilstoSu masas koncentraciju. Péc aprékinata buferSkiduma
tilpuma pievienosanas Dounca homogenizetaja, izmantojot A un B virzulus, ar pliistoSam
kustibam homogenizg paraugus, eksperimenta izmantojot audu homogenatus jeb Mt Thom.
Smadzenu puslozu paraugu homogeniz€Sanai izmanto gan A, gan B virzuli, ar katru virzuli
kustibas atkartojot 10 reizes, savukart, hipokampu paraugu homogenizéSanai izmanto B virzuli
kustibas atkartojot 10 reizes. Sagatavotos paraugus — homogenatus, ar merpipetes palidzibu
parnes 2,5mL ependorfu stobrinos, stobrinus uzglaba ledii lidz ievadiSanas bridim Ozk

oksigrafu kambaros.
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2.8. Augstas izSkirtspejas respirometrijas metode, izmantojot O:k oksigrafu

Augstas izSkirtsp&jas skabekla patérinu, izmantojot svaigus, nesasaldétus CNS audus
nosaka ar Ozk oksigrafu, kas ir aprikots ar sensoriem skabekla patérina mérijjumu noteikSanai,
ka arT darba stacija ar atbilsto$u programmatiiru datu registracijai un turpmakai apstradei. Katrs
oksigrafs ir aprikots ar slégtu kambaru sisttmu un vismaz diviem moduliem, kur katram
modulim ir fluoriscences sensori, kas sp&j nodrosinat vienlaicigu vismaz divu kanalu, t.i.,
skabekla un fluoriscences mérjjumus. P&tamos paraugus oksigrafa ievada ar Hamilton Slir¢u

(10-100uL slirces) palidzibu (skat. 2.8. att.).

2.8. att. Ozk oksigrafi ar Hamilton §lircém (autora attgls)

Slegta kambaru sisttma (V=2,0mL), ka p&tamos paraugus izmanto smadzenu un
hipokampa struktiiru homogenatus (Mt Thom). Skabekla patérina mérijjumus registré reallaika,
ar detekcijas limitu <1 pmol Oz/s/mL un jutibu <3 pmol O./s/mL, izmantojot DatLab
programmatiiru (OROBOROS INSTRUMENTS, Austrija). Eksperimenti tika veikti Oqk

oksigrafiem manuali ieprogramméta 37°C temperatiiras vide.
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2.9. SUIT protokoli

Mitohondriju skabekla patérina noteikSanai tika izmantots SUIT, t.i., substratu-
atjidz€ju- inhibitoru titréSanas darba protokols. SUIT protokolus izmanto mitohondrijus
saturoS$u paraugu pétisana. Katram darba protokolam ir noradits substratu, t.i., reagentu
pievienosanas secigums, S§is secigums ir numuréts. Mt Thom paraugu skabekla patérina
merjumu noteikSanai izmantoja, SUIT-001/008 protokolu, t.1.,
1PM,2D,2¢,3G,4S,5U,6Rot,7Gp,8 Ama (skat. 2.9. att. un treso pielikumu) (MitoPedia:SUIT,
2020).

ET

LEAK OXPHOS

2.9. att. SUIT-001/008 protokola substratu pievieno$anas secigums un ierosinatie elektronu

parneses stavokli (ar izmainam no: MitoPedia:SUIT, 2020)

2.10. Mitohondriju skabekla patérina merijumi

Lai noteiktu ilgtermina mitohondriju skabekla patérinu CNS audos péc parciesta
cerebrala infarkta, tika veikta augstas izSkirtsp&jas respirometrija, pétijuma izmantojot,
Oxygraph-2k iekartu (Oroboros Instruments, Austrija). Vienlaicigi tika darbinatas divas darba
stacijas (Cetras slégtas kambaru sisteémas). Sakuma ar Hamilton Slircém ievada Mt Thom V=
100pL, c= 20mg/mL). Piruvats (SmM), malats (0,5mM) un glutamats (10mM) tika izmantots,
lai noteiktu ar kompleksu I saistito elposanu. Piruvats, malats un glutamats kopa ar sukcinatu
(10mM) tika izmantots, lai noteiktu ar kompleksu I un II saistito elposanu. Skabekla patérina
mérjjumi tika veikti oksidativas fosforilacijas jeb OXPHOS stavokli, pievienojot ADF
(2,5mM). Mitohondriju S§tinas membranas integritates noteikSanai tika pievienots citohroms ¢
(10uM). Lai noteiktu maksimali iesp&jamo skabekla patérinu jeb elpoSanas kapacitati, tika

pievienots elpoSanas un fosforilésanas atjiidzejs CCCP (0,5uM).
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Papildus tika veikti skabekla patérina mérijjumi, pievienojot glicerolfosfatu (10uM). Pirma
elpoSanas kompleksa darbibas partraukSanai tika pievienots I elpoSanas kompleksa blokators
rotenons (0,5uM). Savukart, tresa elpoSanas kompleksa darbibas partraukSanai un reziduala
skabekla paterina noteikSanai (ROX) tika pievienots antimicins (2,5uM).

Visi eksperimenti tika veikti 37°C aparatiiras sistémas temperatiira. Gadijuma, ja slégta
kambari esosa skabekla konc. samazinajas lidz 20puM, kambari esoSo buferSkidumu
reoksigen€ja lidz bridim, kad skabekla konc. sasniedza 100uM. Skabekla patérina mérjjumi

tika registréti automatiski — reallaika, izmantojot DatLab programmatiru (OROBOROS
INSTRUMENTS, Austrija).

2.11. Statistiskas apstrades metodes

Testu rezultati tika izteikti ka videjas ZSEM vertibas. Statistiska analize tika veikta,
izmantojot GraphPad Prism 6 (GraphPad Software, ASV). Datu statistiskai analizei katra
dzivnieka labas garozas analizes rezultatus salidzinaja pret kreisas garozas datiem izmantojot
saparotu ¢ testu. Sham grupas datus ar fMCAo grupas rezultatiem salidzinaja izmantojot
nesaparotu ¢ testu. Par statistiski ticamiem tika uzskatiti rezultati, kuru p vértiba bija mazaka

par 0,05.
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3. REZULTATI

3.1. Mitohondrialais skabekla paterin$ pelu smadzenu garozas un hipokampa struktiiras

divus méneSus péc cerebrala infarkta

Lai noteiktu skabekla patérinu pelu smadzenu garozas mitohondrijos divus ménesus péc
vidgjas cerebralas art€rijas okliizijas, tika pielietota augstas izSkirtsp&jas skabekla paterina
noteikSanas metode, izmantojot divus Ok oksigrafus. Rezultati parada, ka divus ménesus péc
cerebrala infarkta, ir novérojamas skabekla patérina (pmol/(s*mL) atSkiribas fMCAo grupas
pelu smadzenu garozas kreisaja un labaja puslodg. ST atkiriba ir konstatgjama fMCAo grupas
pelu ipsilateralaja (kreisaja jeb infarkta skartaja) smadzenu puslodes Cllg raditaja ar kompleksa
IT saistito substratu (p€c rotenona pievienosanas) elektronu parneses (ET) ierosinata
mitohondriju elposana, kas ir, statistiski ticami mazaka, salidzinot ar pret€jo jeb kontralateralo

(labo) smadzenu puslodi (skat. 3.1.1. att.).
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3.1.1. att. Skabekla patérin$ smadzenu garozas mitohondrijos divus ménesus péc oklazijas

Apziméjumi: ierosinatie elpoSanas stavokli un pievienotie substrati: CI; — miera stavoklis
(piruvats un malats); CIp — OXPHOS stavoklis (adenozindifosfats (ADF) un glutamats);
(CI&CII)p— OXPHOS stavoklis (sukcinats); MaxFlux — nesaparots elektronu parneses (ET),
atjigSanas stavoklis, kad elektronu parneses/ elpoSanas kapacitate sasniedz maksimumu

(CCCP); CIIg— ET stavoklis, blok&ts CI (rotenons);
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CII(GpDH): - ET stavoklis (glicerolfosfats), saisindjumu atSifréjumu skat. treSaja pielikuma;
N =10, *p <0,05 vs f/MCAo contra

Salidzinot abas pelu smadzenu puslodes gan vienas grupas starpa, gan starp abam
grupam (fMCAo vs Sham), par€jos smadzenu garozas skabekla paterina raditajos divus ménesus

péc vidgjas cerebralas arterijas okliizijas statistiski ticamu atSkiribu nenoveéro.

Ja fMCAo grupas pelu smadzenu garozas mitohondriju skabekla paterinam divus
méneSus pec CI novero statistiski ticamu atSkiribu vismaz viena raditaja, tad iegitie rezultati
parada, ka pelu smadzenu hipokampa struktiiras nav novérojamas skabekla patérina atSkiribas

JMCAo un Sham grupas divus ménesus pec CI (skat. 3.1.2. att.).
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3.1.2. att. Skabekla patérin$ hipokampa struktiiras mitohondrijos divus méneSus péc okliizijas

Apziméjumi: ierosinatie elpoSanas stavokli un pievienotie substrati: CI; — miera stavoklis
(piruvats un malats); CIp — OXPHOS stavoklis (adenozindifosfats (ADF) un glutamats);
(CI&CII)p— OXPHOS stavoklis (sukcinats); MaxFlux — nesaparots elektronu parneses (ET),
atjigSanas stavoklis, kad elektronu parneses/ elpoSanas kapacitate sasniedz maksimumu
(CCCP); CHlg — ET stavoklis, blokéts CI (rotenons); CII(GpDH)r — ET stavoklis

(glicerolfosfats), saisinajumu atsifréjumu skat. treSaja pielikuma; N = 10
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3.2. Mitohondrialais skabekla paterin$ pelu smadzenu garozas un hipokampa struktiiras

tris ménesus péc cerebrala infarkta

legiitie rezultati liecina, ka tris méneSus pec CI, pelu mitohondriju skabekla patérina
raditaji smadzenu garozas audos ir statistiski ticami samazinajusies. Ir novérojamas skabekla
patérina atkiribas fMCAo grupas pelu smadzenu garozas kreisaja un labaja puslodé. Sis
atSkiribas ir konstat€jamas fMCAo grupas pelu ipsilateralaja smadzenu puslodes: CI; raditaja
jeb miera stavokli, ar kompleksa I saistito substratu; Clp un CI&CIlp raditaja jeb OXPHOS
stavokli, ar kompleksa I un kompleksa 1&II; MaxFlux raditaja jeb atjugSanas stavoklt; Cllg
raditaja jeb ET stavokli, ar kompleksa II saistito substratu ierosinata mitohondriju elposana, kas
ir statistiski ticami mazaka, salidzinot ar kontralateralo smadzenu puslodi. Papildus tam,
statistiski ticamas atskiribas ir konstat€jamas fMCAo un Sham grupas pelu ipsilateralo puslozu
mitohondriju skabekla patérina raditajos, iznemot viena gadijuma — MaxFlux raditaja (skat.
3.2.1. att.) nav konstattas atSkiribas. Rezultati parada, ka fMCAo pelu grupas ipsilateralaja
puslode skabekla paterins ir zemaks, neka Sham grupas pelu ipsilateralaja puslodé. No pargjiem
analiztajiem raditajiem, atSkirigus datus uzrada CII(GpDH)z, kad salidzinot abas pelu
smadzenu puslodes gan vienas grupas starpa, gan starp abam grupam, $aja raditaja tris ménesus

péc vidgjas cerebralas arterijas okliizijas nenovero statistiski ticamu atskiribu.
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3.2.1. att. Skabekla patérin§ smadzenu garozas mitohondrijos tris méneSus péc okliizijas

Apziméjumi: ierosinatie elposanas stavokli un pievienotie substrati: CI, — miera stavoklis

(piruvats un malats); CIp — OXPHOS stavoklis (adenozindifosfats (ADF) un glutamats);
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(CI&CII)p— OXPHOS stavoklis (sukcinats); MaxFlux — nesaparots elektronu parneses (ET),
atjigSanas stavoklis, kad elektronu parneses/ elpoSanas kapacitate sasniedz maksimumu
(CCCP); CHlg — ET stavoklis, blokéts CI (rotenons); CII(GpDH)r — ET stavoklis
(glicerolfosfats), saisinajumu atSifréjumu skat. tresaja pielikuma; N =9, *p < 0,05 vs fMCAo

contra; #p < 0,05 vs Sham ipsi

Lidzigi ka divus méneSus ta arl tris méneSus péc CI statistiski ticamas atSkiribas
skabekla patérina raditajos nenoveéro hipokampa strukttira gan, savstarpgji salidzinot, fMCAo
grupas ipsilateralo ar kontralateralo hipokampa strukttiru, gan, savstarp&ji salidzinot, fMCAo

grupas un Sham grupas ipsilateralas, un kontralateralas hipokampa struktiiras (skat. 3.2.2. att.).
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3.2.2. att. Skabekla pateérin$ hipokampa struktiiras mitohondrijos tris ménesus péc oklizijas

Apziméjumi: ierosinatie elpoSanas stavokli un pievienotie substrati: CI; — miera stavoklis
(piruvats un malats); CIp — OXPHOS stavoklis (adenozindifosfats (ADF) un glutamats);
(CI&CII)p— OXPHOS stavoklis (sukcinats); MaxFlux — nesaparots elektronu parneses (ET),
atjigSanas stavoklis, kad elektronu parneses/ elpoSanas kapacitate sasniedz maksimumu
(CCCP); CHlg — ET stavoklis, blokéts CI (rotenons); CII(GpDH)r — ET stavoklis

(glicerolfosfats), saisinajumu atSifréjumu skat. treSaja pielikuma; N =9
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3.3. Mitohondrialais skabekla paterin$ pelu smadzenu garozas un hipokampa struktiiras

¢etrus ménesus péc cerebrala infarkta

Ceturtaja ménesi pec CI ir novérojama atskiriga skabekla paterina iezime, jo nenovéro
statistiski ticamu atSkiribu skabekla patérina starp smadzenu ipsilateralo un kontralateralo
puslodi fMCAo grupas pelem. Tacu statistiski ticamas skabekla patérina atsSkiribas ir
konstatejamas fMCAo grupas pelu ipsilateralajos un kontralateralajos smadzenu puslozu
mitohondriju elpoSanas raditajos: Clp un CI&CIIp jeb OXPHOS stavokli, un MaxFlux jeb
atjigSanas stavokli, tos salidzinot, ar Sham grupas ipsilateralo un kontralateralo smadzenu
puslozu raditajiem. Savukart, CIz, CIllg un CII(GpDH)g raditajos Cetrus meénesus péc videjas
cerebralas artrijas okliizijas statistiski ticamas atSkiribas starp abam pelu smadzenu puslodém

gan vienas grupas starpa, gan starp abam grupam nenoveéro (skat. 3.3.1. att.).
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3.3.1. att. Skabekla patérin§ smadzenu garozas mitohondrijos ¢etrus ménesus péc okliizijas

Apziméjumi: ierosinatie elpoSanas stavokli un pievienotie substrati: CI; — miera stavoklis
(piruvats un malats); CIp — OXPHOS stavoklis (adenozindifosfats (ADF) un glutamats);
(CI&CII)p— OXPHOS stavoklis (sukcinats); MaxFlux — nesaparots elektronu parneses (ET),
atjigSanas stavoklis, kad elektronu parneses/ elpoSanas kapacitate sasniedz maksimumu
(CCCP); CHlg — ET stavoklis, blokéts CI (rotenons); CII(GpDH)r — ET stavoklis
(glicerolfosfats), saisinajumu atSifréjumu skat. treSaja pielikuma; N = 10, #p < 0,05 vs Sham

ipsi; +p < 0,05 vs Sham contra
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Ceturtaja ménesi pec cerebrala infarkta ir paradijusas skabekla patérina atSkiribas
fMCAo grupas pelu kreisas un labas smadzenu puslodes hipokampa struktiira. ST atskiriba ir
konstatgjama fMCAo grupas pelu ipsilateralaja hipokampa struktiras MaxFlux raditaja péc
CCCP pievienosanas, elektronu parneses (ET) ierosinata mitohondriju elpoSana, kas ir,
statistiski ticami mazaka, salidzinot ar pret€jo jeb kontralateralo hipokampa struktiiru (skat.
3.3.2. att.). Savukart, pargjos raditajos, salidzinot fMCAo grupas ipsilateralo ar kontralateralo
hipokampa strukttiru un, savstarpéji salidzinot, fMCAo grupas un Sham grupas ipsilateralas, un

kontralateralas hipokampa struktiiras, statistiski ticamu atskiribu nenovéro.
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3.3.2. att. Skabekla patérin$ hipokampa struktiiras mitohondrijos ¢etrus ménesus péc oklazijas

Apziméjumi: ierosinatie elpoSanas stavokli un pievienotie substrati: CI; — miera stavoklis
(piruvats un malats); CIp — OXPHOS stavoklis (adenozindifosfats (ADF) un glutamats);
(CI&CII)p— OXPHOS stavoklis (sukcinats); MaxFlux — nesaparots elektronu parneses (ET),
atjigSanas stavoklis, kad elektronu parneses/ elpoSanas kapacitate sasniedz maksimumu
(CCCP); CHlg — ET stavoklis, blokéts CI (rotenons); CII(GpDH)r — ET stavoklis
(glicerolfosfats), satsinajumu atSifréjumu skat. tresaja pielikuma; N =9 (Sham); N =8 (fMCAo),
*p < 0,05 vs fMCAo contra

53



DISKUSIJA

Insults ir viens no izplatitakajiem invaliditates un naves c€loniem pasaulé. Nemot véra
to, ka globali iedzivotaju populacija noveco, insulta prevalence un rekurence pieaugs. Insults ir
otrais biezakais invaliditates korig€to dzives gadu, t.s., DALYs indikatora ietekm@tajs.
Sabiedribas veselibas novertéjuma raditaja izmainas lauj uzskatami izmerit §1 briza situaciju un
sekojoSas parmainas, sekmgjot iedzivotaju populacijas veselibas turpmaku saglabasanu un
uzlabosanu (Johnson et al., 2019; Virani et al., 2020).

Cerebrals infarkts (turpmak CI) ir viens no visbiezak sastopamo cerebrovaskularo
notikumu veidiem (Avan et al., 2019). Kliniski CI apzime ar smadzenu audu fokalu bojajumu,
kam par iemeslu kalpo dalgjs vai pilniba okludéts asinsvads (Yang et al., 2018). CI diagnostice
aptuveni 87% gadijumu, bet ap 13% veido hemoragiska insulta gadijumu skaits, kam par
iemeslu var kalpot asinsizpluidums smadzenés vai starp smadzenu apvalkiem (Karsy et al.,
2017; Andrabi et al., 2019; Virani et al., 2020).

CI medié hipoksijas iestaSanos smadzenu audu struktiiras, savukart hipoksija sekmé
Stnu intracelularas homeostazes trauc&jumus, kas gala var rezultéties ar $tinu navi (Fan et al.,
2017; Karsy et al., 2017). CI serd€ notiek neatgriezeniskas izmainas, iestajas audu nekroze,
smadzenu zonu, kura saglabajas cerebrala asinspliisma un, kas lauj uzturét Stinu metabolismam
nepiecieSamo izejvielu piegadi déve par penumbra (Zhang et al., 2019). Lidz ar to, CI gadijuma
tiek iedarbinati cerebralas plasticitates mehanismi, kuru mérki ir péc iespgjas atrak atjaunot
bojajuma vietu un kompensét zaudetas funkcionésanas sp&jas (Hylin et al., 2017; Loubinoux et
al., 2017). Bez jebkadam Saubam, CI ietekmé katru skarto smadzenu Stinu un $iinu organoidus,
it Tpasi $tnu energijas spekstacijas — mitohondrijus (Kiihlbrandt 2015; Huang et al., 2019).

Kaut arT mitohondriju galvena funkcija ir energijas (ATF) generéSana, mitohondriji
ietekm@ un kontrol€ citus Siinas funkcion€Sanai nepiecieSamos procesus (Nguyen et al., 2018).
Mitohondriji ir primarais endogéno ROS formu avots, tostarp, mitohondriji kalpo par galveno
meérki brivo radikalu modul&josai un toksiskai darbibai (Casas et al., 2015). CI gadijuma novero
mitohondriju membranas potenciala izmainas, energijas generéSanas izsikumu un absoliitu
brivo radikalu hiperekspresiju, Iidz ar to turpmaka mitohondriju dzivotsp&ja un eksistence
iSemizetos apstaklos atspogulo mitohondriju sp&ju pielagoties parejai no pro-apoptotiskiem
apstakliem uz izdzivoSanas apstakliem nakamo stundu, dienu, vai pat vél ilgaka laika (Chen et
al., 2011).

Bez Saubam, CI gadijuma mitohondriju bojajumi rodas neizb&gami. CI izraisitas
intracelularas parmainas medi€ mitohondriju sekundaras izcelsmes bojajumus — tos, kas nav

genétiski predisponéti (Niyazov et al., 2016; Kanungo et al., 2018).
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So sekundaro bojajumu rezultatd tiek ietekméta gan ATF generéSana, mitohondriju
fragment&Sanas un mitohondriju sapliiSanas procesi. Tiek ietekméta mitohondriju ieksgja
membrana lokalizétas OXPHOS maSinérijas darbiba — samazinas gan skabekla pat@rina
daudzums, gan elektronu parneses jeb elpoSanas kapacitate (He et al., 2020). Lai gan uz doto
bridi zinatniska literatlira ir atrodama un ir aprakstita informacija par pirmskliniskiem
pétijumiem, kas apraksta mitohondrialo funkcionéSanu neilgi péc CI. Tacu var apgalvot, ka
pilniba iztrikst zinaSanu par mitohondriju funkcionalitates kvalitati ilgtermina, pirmskliniski
izp&tot to funkcion&$anu vismaz divus un vairak ménesus pec CI notikuma.

Saja pétijuma mitohondriju funkcionalitates kvalitate, t.i., skabekla patérins, pelu
smadzenu garozas un hipokampa struktiira tika pétits ilgtermina — divus, tris un cetrus ménesus
péc eksperimentali radita CI, pielietojot vid&jas cerebralas arterijas okliizijas modeli
izméginajuma dzivniekiem (pelém). legiitie ilgtermina rezultati lauj iegtit priekSstatu par
skabekla paterina izmainam pelu smadzenu garozas un hipokampa strukttira vairakus ménesus
péc izraisita CI. Var secinat, ka péc diviem meneSiem ipsilaterala jeb CI skarta kreisa smadzenu
puslode uzrada zemaku skabekla paterinu, bet 1 statistiski ticama atSkiriba, salidzinot ar labo
jeb kontralateralo smadzenu puslodi — ir novérojama tikai Cllg raditaja. Vélos uzsvert — 81
atSkiriba nav novérojama hipokampa struktiira. Tatad, var apgalvot, ka skabekla paterina
izmainas nav butiskas pelu smadzenu garozas un hipokampa struktiira divus méneSus pec
parciesta CI.

Ar vecuma saistitu skabekla patérina izmainas ilgtermina pétijusi Takahashi et al.,
grupas pétnieki, petljuma izmantojot, izméginajuma dzivnieku linijas — C57BL/6 pelu t€vinus.
Tika konstatéts ar vecuma izmainam saistita skabekla pat€rina samazinasanas pelu CNS
smadzen€s (abas smadzenu puslodes analizétas viena paraugd). Takahashi et al, grupas
petnieki atklaja, ka butiskas — statistiski ticamas atSkiribas saka paradities péc 12 ménesu
vecuma, respektivi, gan 6, gan 9, gan 12 méneSu vecam pelém vecums neizraisija statistiski
ticamas skabekla patérina izmainas smadzenu mitohondrijos. Statistiski ticamu atSkiribu
noveéroja 15 ménesu vecas grupas pelém ar kompleksa I saistito substratu (piruvats, malats,
glutamats un adenozindifosfats) jeb NADH- atkarigaja mitohondriju elpoSana. Tika parbaudita
arT ar komplesa II saistita elpoSana, bet pelu smadzenés statistiski ticamu at$kiribu nenovéroja
(Takahashi et al., 2016).

Magistra darba pétijuma, savstarp&ji salidzinot divus un tris ménesu datus, varam
noveérot tendenci — skabekla patérin§ ir manami samazinadjies pelu smadzenu garozas
mitohondrijos trfs méneSus péc parciesta CI. Var secinat, ka treSaja ménest statistiski ticamu

mitohondriju skabekla patérina raditaju atskiribu ir skaitliski vairak.
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Sis atgkiribas ir novérojamas, savstarpgji salidzinot, gan fMCAo grupas pelu smadzenu garozas
kreiso un labo puslodi, gan fMCAo un Sham grupas smadzenu garozas kreisas puslodes.
Turklat, japiebilst, ka lidzigi ka divus me&nesus péc parciesta CI, ta ar1 tris ménesSus pec parciesta
CI hipokampa strukttiras statistiski ticamas atskiribas nenovéro. Neizbégami rodas jautajums —
kapéc péc trim méneSiem, smadzenu garozas struktiird ir noveérojamas izteiktakas izmainas?
Iesp&jams, ka endovaskulara filamenta inducétas okliizijas un kreisas pelu smadzenu garozas
struktiiras iedarbinatas smadzenu plasticitates izstkuma dél rodas $adas — bitiskakas un
izteiktakas statistiskas atSkiribas. Lidzigi arT hipokampu struktiiram, iesp&ams CI inducgtie
smadzenu plasticitates mehanismi joprojam kompensé mitohondrialo skabekla paterina
izmainas hipokampu strukttra. Tie ir tikai min€jumi, atsaucoties uz 2004. gada Biernaskie et
al., grupas pétijumu rezultatiem, kas paradija, ka nosaciti kritiskais atlabSanas periods péc
vid&jas cerebralas artérijas okliizijas zurkam ir pirmas 30 dienas p&c notikuma (Biernaskie et
al., 2004).

Lidzigi ka Takahashi et al., grupas pétnieki, arT Reutzel et al., grupas petnieki pétija ar
pelu vecumu saistitas mitohondriju skabekla patérina izmainas NMRI linijas pelu matisu CNS
smadzenu frontalaja garoza. Rezultati paradija, ka savstarp&ji salidzinot 6 méneSu un triju
meénesu vecas peles, statistiski ticamas atkiribas netika noverotas. Statistiski ticamu rezultatu
ieguva, salidzinot 12 mén. vecas peles ar trTs mén. vecam pelém, kad novéroja statistiski ticamu
atSkiribu ar kompleksa I saistito substratu (piruvats, malats, glutamats un adenozindifosfats)
jeb NADH- atkarigaja mitohondriju elpoSana. Papildus tam, biitiskas atSkiribas novéroja sava
starpa salidzinot 12, 18 un 24 mén. pelu vecuma izraisitus skabekla paterina raditaju izmainas
frontalaja garoza: gan CI&ClIp raditaja jeb OXPHOS stavokli, gan Cllgraditaja jeb ET stavokli
— ar kompleksa I un II saistito substratu ierosinata mitohondriju elposana. Reutzel et al., grupas
pétnieki secindja, ka §ada veida longitudinali pétijumi ir aktuali, un ir nepiecieSami gan ar
vecuma saistitu izmainu, gan citu patofiziologiju (Saja magistra darba — p&c CI) pétisana, jo tiek
izmantoti vairaki pétjjuma laika punkti jeb endpoints. Respektivi, pétijuma izmantojot dazada
vecuma izméginajuma dzivniekus, t.i., tris, 6, 12, 18 un 24 mén. (Reutzel et al., 2020).

Diskutgjot par ¢etru ménesu datiem ir jasecina, ka tie ir viendabigakie, t.i., noveérotas
statistiski ticamas atSkiribas skabekla patérina raditajos starp pétjjuma grupam ir vienadas, t.i.,
statistiski ticamas atSkiribas noverotas fMCAo grupas pelu ipsilateralajos un kontralateralajos
smadzenu puslozu mitohondriju elposanas raditajos: Clp; CI&CIIp un MaxFlux, tos salidzinot,
ar Sham grupas ipsilateralo un kontralateralo smadzenu puslozu raditajiem. Cetrus ménesus péc
izraisita Cl, fMCAo grupas pelu smadzenu puslodés netika konstatetas ticamas atSkiribas,
salidzinot CI skarto kreiso puslodi ar labo puslodi. Ja salidzina ar iepriek$&jiem meéneSiem, tad

var redz€t, ka Sie ir vienigie iegiitie rezultati smadzenu garozas strukttira ar $adu 1patnibu.
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Bet ir viens bet — Cetrus ménesus péc parciesta CI ir konstatetas biitiskas skabekla paterina
atSkiribas fMCAo grupas ipsilateralajos un kontralateralajos smadzenu pusloZzu mitohondriju
elpoSanas raditajos, tos attiecigi salidzinot ar Sham grupas ipsilateralo un kontralateralo
smadzenu puslozu raditajiem. VElos uzsvert, ka sada veida tendence ir novérojama tikai ¢etru
ménesu datiem. Var secinat, ka ceturtaja ménesi péc CI ir paradijusas pirmas skabekla paterina
atSkiribas fMCAo grupas pelu ipsilateralas un kontralateralas smadzenu puslodes hipokampa
struktiira. Kas tam varétu kalpot par iemeslu, iespgjama c€lonsakariba var but $ada, ka CI
notikumam distalie jeb attalinatie smadzenu rajoni vairs nesp€j kompensét CI medi€to audu
bojajumu un zudumu notikuma serd€, un, varbiit, ari penumbra rajona, 1idz ar to visi iesaistitie
kompensatorie mehanismi biis izsmélusi savas rezerves.

Diskusijas uzvedinoSus rezultatus ieguva Pandya ef al., grupas pétnieki, kur lidzigi, ka
manis iepriek$ aprakstitajos pétijumos, tika izmantotas ar vecumu saistitas mitohondriju
skabekla patérina izmainas ilgtermina dazados CNS smadzenu audu struktiras, tostarp, gan
frontalaja garoza, gan hipokampa strukttira. Piebilde — ka izm&ginajuma dzivniekus izmantoja
zurkas, un mitohondrialo elpoSanu noteica, izmantojot citu metodi Seahorse analizatoru
(oksigrafa analogierice), nevis Oxk oksigrafu. Rezultati liecina, ka mitohondriju ierosinata
elposana OXPHOS stavokli, péc pievienota adenozindifosfata (ADF) ir statistiski ticami
samazinajusies hipokampa struktiira 24, 12 un Cetrus meéneSus vecam zurkam, rezultatus
salidzinot ar viena ménesa vecu Zurku hipokampa struktiiru. Tikpat statistiski ticamu atSkiribu
ieguva MaxFlux jeb atjligSanas stavoklt 24, 12 un Cetrus méneSus vecam zurkam, rezultatus
salidzinot, ar viena méneSa veciem dzivniekiem gan frontalas garozas, gan hipokampa
struktiira. Pandya et al., grupas pétnieki iegiitos $adus rezultatus izskaidro ar to, ka vecuma
samazinas to transkriptu jeb mRNS daudzuma ipatsvars, kas atbild par atbilstoSu mitohondriju
elposanas kompleksu funkcionéSanu. Lidz ar to, §is vecuma mediétas izmainas korelé ar
samazinatu mitohondriju elektronu parneses darbibu smadzenu struktiiras (Pandya et al., 2016).

Petfjumam, kurs tika izstradats magistra darba laika, piemit augsta novitate, tas spgj
radit butiskas jaunas zinasanas un atzinas. Jo Iidz $im nav atrodama neviena publikacija, kas
biitu aprakstijusi mitohondrialo elposanu vairakus méneSus péc pirmskliniski izveidota CI.
Uzskatu, ka pétijuma rezultati ir aktuali un, vélreiz akcent€jot rezultatu novitati, butu verts
turpinat mitohondriju skabekla patérina raditaju noteikSanu péc CI, sikak apskatot lidz pat 12

meénesiem vecus izmeéginajuma dzivniekus, ka ar izp&tit iesp&jamas radusas ROS izmainas.
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SECINAJUMI

Divus ménesus péc endovaskulara filamenta inducétas videjas cerebralas artérijas okliizijas
ar sekojoSu CI ir radijuSas samazinatu mitohondriju skabekla paterinu ClIg raditaja pelu
smadzenu garozas, bet ne hipokampa struktiira.

Samazinatu mitohondriju skabekla patérinu novéro tris méneSus péc endovaskulara
filamenta inducétas videjas cerebralas art€rijas okliizijas vairakos ar mitohondrialas
elpoSanas kompleksu I un II saistitos raditajos, savstarp€ji salidzinot, abas smadzenu
puslodes, ka arT samazinats skabekla patérins ir novérojams CI skartaja puslodg, to, attiecigi
salidzinot, ar Sham grupas smadzenu puslodi. Hipokampa strukttra atSkiribas
mitohondriala skabekla patérina nenovero.

Cetrus ménesus péc eksperimentali izraisita CI abas pelu smadzenu garozas puslodés
noveéro samazinatu mitohondriju skabekla patérinu Clp; CI&CIIp un MaxFlux raditajos,
salidzinot ar Sham grupas pelu smadzenu puslozu raditajiem. Saja ménesi vairs neparadas
atSkiribas starp CI skartas smadzenu puslodes un kontralateralas puslodes mitohondrialo
elpoSanu. Pirmo reizi novéro samazinatu mitohondriju skabekla patérinu hipokampa
struktlira MaxFlux raditaja.

Iegtitas jaunas zinasanas par CI ilgtermina ietekmi uz mitohondriju funkcionalitati, tam
izraisot statistiski ticamu skabekla patérina samazinasanu izméginajuma dzivniekiem $aja
organismam vitali svarigaja organella. NepiecieSami turpmaki pétijjumi, kas paradis CI

ilgtermina ietekmi uz smadzenu audiem saistiba ar ROS producé$anos.
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PIELIKUMI

1. pielikums

Darba protokolam (SUIT-001/008) nepiecieSamais reagentu saraksts, autora sastadita tabula

02k Titranta
Nosaukums Merkis titranta Skidinatajs konc.
simbols (c=mM)
Glutaminskabe
SUIT G H>O 10
(glutamats)
L-oksidzintarskabe
SUIT M H>O 2
(malats)
L-pirovinogskabe
. SUIT P H>O 5
(piruvats)
Dzintarskabe
. SUIT S H>O 10
(sukcinats)
Mt-membranas
Citohroms ¢ integritates c H>O 0,01
noteikSanai
Adenozindifosfata
- SUIT D H>O-(Mg) 2,5
kalija sals
Glicerolfosfats SUIT Gp H>O 10
Fosforilésanas Dimetilsulfoksids 0.5
atjidzgjs (DMSO) ’
Rotenons Blokators Rot EtOH 0,5
Antimicins A Blokators AmA EtOH 2,5
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2. pielikums

MiROs bufer§skidumam (V=1000mL) nepiecieSamo reagentu saraksts, autora sastadita tabula

Koncentracija
Masa, | RaZotajs,
Sastavdalas Skiduma Raksturojums
g valsts
(cbeigu,mM)
) ) Sigma- Smago metalu
Etilendiamintetraetikskabe
0,5 0,190 Aldrich, helators, augsta
(EGTA) .
ASV afinitate pret Ca**
. Sigma- | Vitali nepiecieSams
Beztidens magnija hlorids _
3 0,286 Aldrich, ATF-azes darbibai
(MgClo) ) .
ASV un ATF sintézei
Sigma- Mitohondriju
Laktobionskabe 60 21,498 | Aldrich, intracelulara K*
ASV nodros$inasanai
Sigma- Mitohondriju
Taurins 20 2,502 Aldrich, membranu
ASV stabilizators
Monokalija fosfats 0 1361 Merck, Sekme enzimatisko
(KH2POg) ’ Vacija reakciju darbibu
Visparpienemts
Sigma- o
Piperazinetansulfonskabe savienojums
20 4,77 Aldrich,
(HEPES) buferskidumu
ASV
gatavoSana
Sigma-
Sekme Skiduma
D-saharoze 110 37,65 | Aldrich, _ _
izotoniskumu
ASV
Sigma- Mitohondriju
Veérsa seruma albumins
1 (g/L) 1 Aldrich, membranu
(BSA) o
ASV stabilizators
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3. pielikums

Mitohondriju skabekla patérina noteikSanai izmantota SUIT-001/008 protokola secigums,

substratu atSifréjums un nozime autora sastadita tabula

P1ev1e_nosanas Subs‘trats/ Komplekss Nozime, komentari
secigums reagents
0Mt Mt Thom - -
Cl NADH- saistitais substrats. Leak (L), t.s.,
1(P)M Piruvats nefosforilgjosais — miera stavoklis, bez
(Komplekss I) o . e
pievienotiem adenilatiem
Cl NADH- saistitais substrats. Leak (L), t.s.,
1P(M) Malats nefosforilgjosais — miera stavoklis, bez
(Komplekss I) C . e
pievienotiem adenilatiem
Cl NADH- saistitais substrats. Aktivs
2D ADP OXPHOS (P) stavoklis, pieaug skabekla
(Komplekss I) e
paterins
. CI Mitohondriju aréjas membranas
2 Citohroms ¢ (Komplekss I) integritates noteikSanai
Cl NADH- saistitais substrats. Aktivs
3G Glutamats OXPHOS (P) stavoklis, skabekla patérins
(Komplekss I) T
atkartoti pieaug
Cl & CII Pastiprina Krebsa cikla aktivitati. Aktivs
4S Sukcinats (Komplekss Tun |[OXPHOS (P) stavoklis, skabekla patérins
IT) atkartoti pieaug
ElpoSanas jeb fosforileSanas atjidzgjs.
g Cl& CII . } _ .
5U Atjudzejs (Komplekss I un Tiek sasniegts max. skabekla patérins un
(CCCP) pII) max. elektronu parneses kapacitate.
AtjugSanas stavoklis
Cll Pirma elektronu parneses kompleksa
6Rot Rotenons (Komplekss IT) blokators
CII & GpDH
. (Komplekss II un ET stavoklis. Pastiprina glikolizi,
7Gp Glicerolfosfats glicerolfosfata palielina skabekla patérinu
dehidrogenaze)
Tresa elektronu parneses kompleksa
8Ama Antimicins A - blokators, izmanto reziduala skabekla
noteikSanai (ROX)
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