NEUROPAT. POL., 1988, 26, 3
PL ISSN 0028-3894

GRAZYNA SZUMANSKA, MIROSEAW J. MOSSAKOWSKI,
SEAWOMIR JANUSZEWSKI

ZMIANY AKTYWNOSCI FOSFATAZY ZASADOWEJ | CYKLAZY
ADENYLOWEJ W SIECI NACZYNIOWEJ MOZGU
W DOSWIADCZALNYM ZESPOLE POREANIMACYINYM

Zaktad Neuropatologii, Centrum Medycyny Doswiadczalnej i Klinicznej PAN, Warszawa

Swoiste whasciwosci ztgcza naczyniowo-tkankowego w osrodkowym ukta-
dzie nerwowym, okreslone nazwg bariery krew—mozg, zapewniajgcej wy-
biérczosé dwukierunkowej wymiany substancji miedzy tozyskiem naczynio-
wym a tkankg nerwowa, zwigzane sg z cechami strukturalnymi, czyn-
nosciowymi i metabolicznymi naczyn terminalnych. Pod pojeciem tym nalezy
rozumie¢ zar6wno naczynia wiosowate, jak i powigzane z nimi odcinki
tetniczek i zytek. Na poziomie tych wiasnie naczyn zachodza intensywne
procesy wymiany metabolicznej. W obecnym stanie wiedzy zasadnicza role
w utrzymaniu mechanizmdw bariery krew —maozg przypisuje sie Srodbtonkom
terminalnej sieci naczyniowej (Reese, Karnowsky 1967; Bodenheimer,
Brightman 1968; Joo 1971). Szczegllne znaczenie w tym mechanizmie przy-
pada ukladom enzymatycznym komoérek $rodbtonka (Jo6 1969; 1971;
Oldendorf 1977; Betz, Goldstein 1978; Betz i wsp. 1980; Jod i wsp. 1983;
Vorbrodt i wsp. 1983). Sposrdd nich najczesciej zwraca sie uwage na role
nieswoistej fosfatazy zasadowej (Samorajski, McCloud 1961), swoistych
fosfataz nukleotydowych (Torack, Barrnett 1964), a ostatnio réwniez cyklazy
adenylowej (Vorbrodt i wsp. 1981a, 1983, 1984; Szumanska i wsp. 1984).
Uwaza sie, iz fosfataza zasadowa uczestniczy w procesach czynnego transportu
przez $ciang naczyniowg poprzez defosforylacje licznych metabolitéw zaréwno
przechodzacych do tkanek osrodkowego uktadu nerwowego (Vorbrodt i wsp.
1981a, 1983), jak i je opuszczajagcych (Vorbrodt i wsp. 1985). Cyklaza
adenylowa wigzana do niedawna w uktadzie nerwowym wytgcznie z procesami
neurotransmisji i opisywana w lokalizacji synaptycznej (Rechardt, Harkénen
1977; Panula, Rechardt 1979; Rechardt, Harvonen 1985, 1986), okazata sie
statym sktadnikiem komorek $rédbtonka naczyniowego, odgrywajgcym istotng
funkcje w mechanizmach bariery krew —mozg (Wagner i wsp. 1972; Joo, Toth
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1975; Karnushkina i wsp. 1980; Szumanska i wsp. 1984; Vorbrodt i wsp. 1984).
Jo6 (1979) oraz Jod i wsp. (1983) przypisujg jej zasadniczg role w regulacji
transportu makromolekularnego.

Nalezy przy tym podkreslié, iz nieprawidtowosci w aktywnosci wszystkich
wymienionych wyzej enzymOw opisywano w roznorodnych typach doswiad-
czalnej patologii osrodkowego uktadu nerwowego nie wytgczajgc niedokrwie-
nia i niedotlenienia, ktorych wspdlng cecha, potwierdzong r6znymi metodami,
byto zaburzenie czynnosci bariery krew —mozg (Szumanska i wsp. 1976, 1987,
Ostenda i wsp. 1978; Szumanska, Ostenda 1980; Szumanska 1981; Vorbrodt i
wsp. 1981b, 1983, 1985; Wisniewski i wsp. 1983; Szumariska, Mossakowski
1985). Powtarzalno$¢ tych nieprawidtowosci jest tak duza, iz mozna je
w sposob niewatpliwy traktowaé jako wyktadniki zaburzen przepuszczalnosci
naczyn osrodkowego ukiadu nerwowego.

Niedokrwienie mézgu, zarébwno globalne, jak i czeSciowe, bardzo czesto
prowadzi do uposledzenia przepuszczalnosci naczyh i rozwoju wtornego
w stosunku do niego naczyniopochodnego obrzeku (Klatzo 1975, 1985). Cechg
znamienng przy tym jest fakt, iz uszkodzenia mechanizmdéw barierowych
wystepowa¢ mogg w zaleznosci od ciezkosci incydentu niedokrwiennego
w réznym czasie po jego przebyciu, zgodnie z prawidtowo$ciami zjawiska
dojrzewania procesu patologicznego (Klatzo 1975; Fujimoto i wsp. 1976).
Warto réwniez podkresli¢, ze Ostenda i Gadamski (1980) zwrdcili uwage na
dwufazowe upo$ledzenie naczyniowych mechanizméw barierowych u cho-
mikéw mongolskich w nastepstwie jednostronnego podwigzania tetnic szyj-
nych wspolnych, wystepujace w kilka godzin i po kilku dniach od incydentu
niedokrwiennego. ldentyczne zjawisko obserwowali Kuroisawa i wsp. (1985)
w ogniskowym niedokrwieniu mdzgu u kotow.

W tym kontekscie wydawato sie celowe przeprowadzenie oceny aktywnosci
fosfatazy zasadowej (FZ) i cyklazy adenylowej (AC), traktowanych jako
znaczniki stanu przepuszczalnosci naczyn mézgu w warunkach globalnego
niedokrwienia os$rodkowego ukfadu nerwowego, stanowigcego nastepstwo
doswiadczalnie wywotanej $mierci klinicznej.

MATERIAL | METODY

Doswiadczenia przeprowadzono na dorostych szczurach, rasy Wistar,
samicach, o masie ciata 160—170 g, u ktérych wywotywano $mier¢ kliniczng
wedtug metody opisanej przez Korpaczeva i wsp. (1982). Zwierzetom w plytkiej
narkozie eterowej wprowadzono do klatki piersiowej zacisk igtowy, za pomocg
ktorego uciskano peczek naczyniowy serca na okres 3—35 min. W tym czasie
nastepowato petne zatrzymanie akcji serca i czynnosci oddechowej. Zabiegi
reanimacyjne, polegajace na zewnetrznym masazu serca i zastosowaniu
kontrolowanego oddechu przy uzyciu respiratora dla matych zwierzat
laboratoryjnych, podejmowano po 10 min od zatrzymania akcji serca.
Prowadzity one do kolejno po sobie nastepujacych: powrotu czynnosci serca,
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akcji oddechowej, reakcji na bol oraz odruchu rogéwkowego. Szczegdtowe
omowienie modelu dos$wiadczalnego oraz jego charakterystyke patofizjolo-
giczng przedstawiono w pracy Mossakowskiego i wsp. (1986). Doswiadczenie
cechowata wysoka S$miertelno$¢ zwierzat. W okresie $mierci klinicznej
lub/i w czasie czynnosci reanimacyjnych gineto okoto 50% szczuréw. Grupe
kontrolng stanowity zwierzeta poddane krétkotrwalej narkozie eterowej,
ktérym wprowadzano do klatki piersiowej zacisk iglowy bez wywolywania
ucisku na pnie naczyniowe serca. Zwierzeta zabijano po uptywie 6, 24 godz. i 3
dni po zabiegu doswiadczalnym.

Badanie histochemiczne obejmowato ocene aktywnosci fosfatazy zasado-
wej (FZ) i cyklazy adenylowej (AC) w naczyniach os$rodkowego ukiadu
nerwowego, przeprowadzong w mikroskopie Swietlnym i elektronowym.

Zwierzeta przeznaczone do oznaczen aktywnosci (FZ) u$miercano przez
przezsercowg perfuzje roztworem utrwalajacym, zawierajgcym 2% parafor-
maldehyd i 0,5% aldehyd glutarowy w 0,1 M buforze kakodylanowym, pH 7,4
(22°C). Czas perfuzji wynosit okoto 20 min, po czym wyjmowano mdzgowie
Z jamy czaszki, przeznaczajac jedng pétkule mézgu do badan w mikroskopie
Swietlnym, drugg — w mikroskopie elektronowym. Do badan w mikroskopie
Swietlnym pobierano blok tkankowy o grubosci okoto 4 mm, przechodzacy
przez catg szeroko$¢ pétkuli na wysokosci skrzyzowania wzrokowego. Do
badan w mikroskopie elektronowym pobierano bloczki tkankowe o wymia-
rach okoto I mm3 z kory mdzgu i spoidta wielkiego. Pobrany materiat
utrwalono dodatkowo w zimnym (4°C) plynie utrwalajgcym o podanym
powyzej sktadzie, przez | godz. Bloki przeznaczone do badan w mikroskopie
Swietlnym skrawano na mikrotomie zamrozeniowym na wolnoptywajgce
skrawki o grubosci 30 pm.

Aktywno$¢ FZ wykrywano wedtlug metody Mayahara i wsp. (1967)
w modyfikacji Vorbrodta i wsp. (198la). Ptyn inkubacyjny zawierat: 0,01 M
P-glicerofosforan sodu, 0,1 M Tris-maleinian, 0,004 M siarczan magnezu oraz
0,005 M zasadowy cytrynian otowiu. Kohcowe pH roztworu inkubacyjnego
wynosito 9,2—9,4. Inkubacje wolnoptywajacych skrawkow i bloczkéw tkan-
kowych przeprowadzano w temperaturze 37°C przez 45 min. Ptyn inkubacyjny
dla przeprowadzenia kontroli odczynu histochemicznego zawierat dodatkowo
0,5 mM hydrochlorek lewamisolu, stanowigcy swoisty inhibitor FZ (Borgers
1973).

Zwierzeta przeznaczone do oceny aktywnosci AC dekapitowano. Mozgi
wyjmowano natychmiast z jamy czaszki i dzielono je na lodzie na dwie pétkule.
Z pbtkuli przeznaczonej do badan w mikroskopie $wietinym pobierano blok
tkankowy o grubosci okoto 4 mm, przechodzacy przez calg jej szeroko$¢ na
poziomie skrzyzowania nerwow wzrokowych, zatapiano go w ,tissue tek”,
zamrazano w suchym fodzie i skrawano w kriostacie na skrawki grubosci
20 pm. Z potkuli przeznaczonej do badan w mikroskopie elektronowym,
pobierano bloczki tkankowe o wymiarach okoto 1 mm3 z kory mozgu i spoidfa
wielkiego. Skrawki kriostatowe i bloczki tkankowe poddawano nastepnie
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trzem po sobie nastepujacym etapom preparatyki histochemicznej — utrwa-
laniu, aktywacji enzymatycznej i wiasciwej inkubacji wedtug metod opisanych
przez Szumanska i wsp. (1984) oraz Vorbrodta i wsp. (1984). Zastosowana
metoda histochemiczna ujawnia aktywno$¢ cyklazy adenylowej w $rodbton-
kach naczyniowych, wykazuje ona jedynie w nieznacznym stopniu aktywno$¢
enzymu w obszarze potgczen synaptycznych.

Utrwalanie przeprowadzono w $wiezo przygotowanym roztworze utrwa-
lajagcym, ktory zawierat: 1% paraformaldehyd, 0,1% aldehyd glutarowy
w 0,1 M buforze kakodylanowym (pH 74), 0,2 M cukroze, 5% dwume-
tylosulfotlenek (DMSO), 0,1 mM L-izoproterenol, 0,1 mM kwas askorbinowy
oraz 0,1 mM s6l sodowag guanyliloimidodwufosforanu (GMP-PNP). Po
utrwaleniu trwajacym 3—5 min w temperaturze 22°C skrawki kriostatowe i
bloczki tkankowe przenoszono do ptynu aktywujacego, zawierajagcego wszyst-
kie z wymienionych wyzej skladnikéw, poza aldehydami, rozpuszczone
w 0,1 M buforze kakodylanowym (pH 7,4). Proces aktywacji przeprowadzono
w temperaturze 22°C, przez 30 min.

Po aktywacji przeprowadzano wiasciwg inkubacje, w temperaturze pokojo-
wej, w czasie 1—3 godz. Plyn inkubacyjny zawieral substrat w postaci 0,5
mM soli sodowej lub litowej 5'-adenyliloimidodwufosforanu (AMP-PNP),
5 mM chlorek magnezu, 0,1 mM L-izoproterenol, 0,1 mM kwas askorbinowy,
0,1 mM sdl sodowg guanyliloimidodwufosforanu (GMP-PNP), 5 mM teofiling,
5% DMSO oraz 10 mM uwodniony chlorek strontu (SrCI2-6H20), roz-
puszczone w 0,05 M buforze Tris-HClI o pH 9,0. Koncowe pH plynu
inkubacyjnego wynosito 8,5—38,7.

Do wykazania aktywno$ci AC w obrazach mikroskopowo-elektronowych
niezbedna byfa uzupelniajgca preparatyka histochemiczna. Bloczki tkankowe
po inkubacji ptukano przez 10 min w buforze Tris-HCI (pH 9,0), zawierajgcym
0,2 M cukroze, a nastepnie przenoszono je do 80 mM roztworu cytrynianu
otowiu o pH 9,0 na okres 5 min (powtarzajac ten zabieg dwukrotnie), w celu
przeksztatcenia imido-dwufosforanu strontu w imidodwufosforan otowiu wi-
doczny w obrazach mikroskopowo-elektronowych. Kontrole histochemiczne
odczynu ujawniajacego aktywno$¢ cyklazy adenylowej przeprowadzano
w roztworach inkubacyjnych pozbawionych substratu i aktywatorow enzymu.

Koncowe fazy preparatyki histochemicznej byly podobne dla obu enzy-
mow. Materiat do badan w mikroskopie Swietlnym (skrawki wolnopty-
wajgce i kriostatowe) przemywano w 0,2 M cukrozie i przenoszono do
roztworu zétego siarczku amonu, ptukano w wodzie i zamykano na szkietkach
podstawowych w glicerozelu.

Bloczki tkankowe przeznaczone do badan w mikroskopie elektronowym
po inkubacji, przeptukiwano w 0,2 M roztworze cukrozy, a nastepnie
utrwalono je dodatkowo w 1% czterotlenku osmu w 01 M buforze
kakodylanowym, pH 7,2. Z kolei kontrastowano je en btock w 0,5% octanie
uranylu przez ! godz. a nastepnie odwadniano w roztworach etanolu
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0 wzrastajgcym stezeniu i zatapiano w Eponie. Bloczki eponowe skrawano na
ultramikrotomie LKB i montowano na siatkach. Materiat oglgdano i zdjecia
wykonano w mikroskopie elektronowym JEM 100Cx.

WYNIKI
Aktywnos$¢ fosfatazy zasadowej (FZ)

Badania w mikroskopie $wietlnym

U zwierzat kontrolnych odczyn histochemiczny wyznaczat wyraznie siec
naczyniowg poOtkul moézgu, zardbwno w strukturach szarych, jak i biatych
(ryc. 1). Cechg znamienng byto najwieksze nasilenie odczynu we wiosniczkach,
malejgce wraz z powiekszaniem sie kalibru naczynia krwionosnego (ryc. 2).

U zwierzat doswiadczalnych w 6 godz. po przebytym niedokrwieniu
charakter i. nasilenie odczynu w wiekszych naczyniach nie zmieniaty sie w
stosunku do stwierdzonych u zwierzat kontrolnych (ryc. 3). Byt on natomiast
wyraznie stabszy w sieci naczyn wiosowatych (ryc. 3 i 4). W 24 godz. po
incydencie niedokrwiennym odczyn histoenzymatyczny byt Sladowy zaréwno

Ryc. 1. Zwierze kontrolne. Fosfataza zasadowa (FZ). Glebokie warstwy kory, spoidto wielkie
i zakret hipokampa. Odczyn enzymatyczny wyznaczajacy sieC naczyniowg mozgu. Pow. 25 X
Fig. 1. Control animal. Alkaline phosphatase (Alk P) activity in deep cortical layers, white matter
and hippocampal gyrus. Strong enzymatic activity marking vascular network of the brain, x 25
Ryc. 2. Zwierze kontrolne. FZ. Kora moézgu. Silny odczyn histochemiczny w naczyniach
wihosowatych (strzatki), stabnacy w miare wzrostu kalibru naczyn. Pow. 200 x
Fig. 2. Control animal. AIKP activity in the cerebral cortex. Strong histochemical reaction in
capillaries (arrows) decreasing parallelly with an increase of vascular caliber, x 200
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Ryc. 3. Zwierze doswiadczalne, 6 godz. po niedokrwieniu. FZ. Gtebokie warstwy kory, spoidto
wielkie i zakret hipokampa. Znaczne ostabienie odczynu histochemicznego dotyczace przede
wszystkim naczyn wiosowatych. Odczyn enzymatyczny w wigkszych naczyniach przypomina
spotykany u zwierzat kontrolnych. Pow. 25 x
Fig. 3. Experimental animal, 6 hrs after ischemic incident. AIKP activity in deep cortical layers,
white matter and hippocampal gyrus. Remarkable reduction of the intensity of histochemical
reaction concerning mostly capillary vessels. Reaction in larger blood vessels similar to that in
control animals, x 25

Ryc. 4. Zwierze do$wiadczalne, 6 godz. po niedokrwieniu. FZ. Kora mdzgu. Spadek aktywnosci
enzymatycznej w sieci naczyn wilosowatych (strzatki). Pow. 200 x
Fig. 4. Experimental animal, 6 hrs after ischemic incident. AIKP activity in the cerebral cortex.
Reduction of enzymatic activity in capillary network (arrows), x 200
Ryc. 5. Zwierze doswiadczalne, 24 godz. po niedokrwieniu. FZ. Kora mdzgu. Niemal catkowity
brak aktywnosci enzymatycznej w sieci naczyniowej mdzgu. Pow. 25 x
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w wiekszych naczyniach, jak i we wiosniczkach (rys. 5). Po uptywie 3 dni
odczyn histochemiczny wzrastat w poréwnaniu z wczesniejszymi grupami
doswiadczalnymi. Cechg charakterystyczng wyrdzniajaca go w poréwnaniu do
odczynu u zwierzat kontrolnych bylo jego znaczne zréznicowanie. Obok
naczyn wiosowatych, w ktorych nasilenie reakcji histochemicznej nie roznito
sie od typowego dla zwierzat kontrolnych, wystepowaty wiosniczki, a nawet ich
odcinki, z odczynem bardzo stabym, a nawet $ladowym (ryc. 6).

Badanie w mikroskopie elektronowym

U zwierzat kontrolnych odczyn histoenzymatyczny wystepowat w $cianach
naczyn roznego kalibru, wykazujagc w sposob typowy najwieksze nasilenie
w naczyniach wtosowatych. Koncowy produkt odczynu wystepujacy w postaci
drobnych, elektronowo-gestych, nieregularnych ziarnistosci gromadzit sie na
zwroconej do S$wiatta naczynia wiosowatego powierzchni btony cytoplaz-
matycznej komorek Srédbtonka (ryc. 7).

U zwierzat doSwiadczalnych, ktdére przezylty 6 godz. po przebytej $mierci
Klinicznej, produkt reakcji enzymatycznej gromadzit si¢ zarébwno na lumi-
nalnej, jak i abluminalnej powierzchni btony cytoplazmatycznej komdrek
srodbtonka naczyn wiosowatych (ryc. 8), a niekiedy byt widoczny réwniez
w ich blonach podstawnych. Zwracatlo uwage znaczne zréznicowanie roz-
mieszczenia produktu koncowego odczynu w poszczeg6lnych naczyniach.
W niektérych wiosniczkach ziarniste ztogi byly nieregularnie rozproszone na
luminalnej powierzchni btony cytoplazmatycznej $rédbtonka w miejscach jej
wpuklen (inwaginacji) o roznej gitebokosci (ryc. 9). Obrazy takie sugerowaty
mozliwos¢ przemieszczania sie czasteczek enzymu z blony luminalnegj
w kierunku abluminalnej powierzchni komorki. W przypadkach tych spoty-
kano roéwniez nieznaczne nagromadzenia produktu reakcji enzymatycznej
w strukturach kanaliko-podobnych potozonych w cytoplazmie $rédbtonkéw
(ryc. 9). W innych naczyniach wiosowatych reakcja enzymatyczna ograniczona
byta do niewielkich odcinkéw btony podstawnej, podczas gdy komorki
$rodbtonka byly jej catkowicie pozbawione (ryc. 10). W licznych naczyniach,
w tym roéwniez wtosowatych, nie stwierdzono w og6le odczynu histoenzyma-
tycznego. Nalezy dodac, iz w ocenianym okresie naczynia wtosowate charak-

Fig. 5. Experimental animal, 24 h following cardiac arrest. AIKP activity in the cerebral cortex.
Almost total absence of histochemical reaction in the cerebral vascular network, x 25

Ryc. 6 Zwierze doswiadczalne, 3 dni po niedokrwieniu. FZ. Odczyn histoenzymatyczny znacznie
wyrazniejszy niz w poprzedniej grupie czasowej (patrz ryc. 5) wyznacza nieregularnie sie¢
naczyniowg kory mézgu. Zwraca uwage nieréwnomierny rozktad produktu reakcji na przebiegu
naczyn. Pow. 25 X
Fig. 6. Experimental animal, 3 days after ischemic incident. AIKP activity in the cerebral cortex and
white matter. Histochemical reaction much stronger than in previous experimental group (compare
Fig. 5) marking inregullarely cortical vessels. Note unequal distribution of the reaction end product
along the course of vessels, x 25
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Ryc. 7. Zwierze kontrolne. FZ. Kora moézgu. Ztogi produktu odczynu histochemicznego umiejsco-
wione sg na luminalnej bionie komoérek $rédbtonka (strzatki). Pow. 3440 x

Fig. 7. Control animal. AIkP activity in the cerebral cortex. Products of histochemical reaction
accumulated in the luminal surface of endothelial cells (arrows), x 3440

Ryc. 8. Zwierze doswiadczalne, 6 godz. po niedokrwieniu. FZ. Ztogi produktu reakcji enzyma-
tycznej zlokalizowanej zardwno na luminalnej, jak i abluminalnej btonie komérek Srddbtonka oraz
w niektdrych odcinkach btony podstawnej. Pow. 22140 x
Fig. 8. Experimental animal, 6 h following ischemic incident. AIkP activity. Products of
histoenzymatic reaction accumulated on both luminal and abluminal membranes of endothelial
cells as well as in some partions of basal membranes, x 22140



Rye. 9. Zwierze doswiadczalne, 6 godz. po niedokrwieniu. FZ. Kora mdzgu. Elektronowo geste
skape ziarnistosci produktu reakcji enzymatycznej zlokalizowane na wpukleniu btony luminalnej
Srodblonka oraz w strukturze kanaliko-podobnej (strzatki). Pow. 22140 x
Fig. 9. Experimental animal, 6 h following ischemic incident. AIkP activity. Electron dense, scanty
deposits of histochemical reaction aggregated within invagination of luminal endothelial membra-
ne and in canalicular structures within endothelial cytoplasm (arrows), x 22140

Rye. 10. Zwierze do$wiadczalne, 6 godz. po niedokrwieniu. Odczyn histochemiczny ujawniajacy
aktywno$¢ FZ widoczny wylacznie w ,,aktywnych odcinkach” strzatki btony podstawnej naczynia
wiosowatego. Pow. 32000 x
Fig. 10. Experimental animal, 6 h following ischemic incident Histochemical reaction of AIkP seen
exclusively in “active” fragments (arrows) of capillary basal membrane, x 32000
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Ryc. 11. Zwierze dos$wiadczalne, 3 dni po niedokrwieniu. Silna aktywno$¢ FZ zlokalizowana w
btonie podstawnej i na abluminalnej powierzchni komérek $rédbtonka (strzatka). Znacznie stabszy
odczyn enzymatyczny w jego btonie luminalnej (groty strzatek). Pow. 32000 Xx.

Fig. 11. Experimental animal, 3 days after ischemic incident. Strong histochemical reaction of

alkP localized mostly in the basal membrane and abluminal surface of endothelial cells (arrows).

Histoenzymatic reaction on the luminal site of capillary endothelium much less intense (arrow
heads), x 32000

Ryc. 1la. Aktywno$¢ FZ w pecherzykach pinocytarnych komorek $rodbtonka (strzatki). Pow.
32000 x
Fig. 1la. AIkP. activity in the pinocytic vesicles of endothelial cells (arrows), x 32000

teryzowaty sie do$¢ znacznym obrzmieniem $rodbtonkéw oraz poszerzeniem
ztacz miedzys$rddbtonkowych.

W 24 godz. po niedokrwieniu w wiekszosci naczyn moézgowych nie
stwierdzono wyktadnikdéw aktywnosci enzymatycznej FZ. W niektorych wios-
niczkach wystepowato jedynie odcinkowe nagromadzenie produktu korco-
wego reakcji wylacznie w ich blonie podstawnej, naczynia wiosowate w tym
okresie charakteryzowaty sie obfitym nagromadzeniem pecherzykéw pinocy-
tarnych w cytoplazmie obrzmiatych komdrek $rédbtonka oraz znacznym
poszerzeniem przestrzeni miedzysrodbtonkowych.

Grupe zwierzat z 3-dniowym przezyciem po przebytym incydencie nie-
dokrwiennym charakteryzowato bardzo znaczne zréznicowanie wzorca aktyw-
nosci fosfatazy zasadowej w naczyniach mdzgu, przy ogoélnie bardziej
nasilonym odczynie histoenzymatycznym w poréwnaniu z wcze$niejszymi
okresami po niedokrwieniu. W bardzo licznych naczyniach, stwierdzano obfite
nagromadzenie ztogéw produktu koncowego odczynu, w blonie podstawnej
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i przylegajacej do niej abluminalnej blonie cytoplazmatycznej Srodbtonkow.
Stwierdzono znacznie mniejsze nasilenie reakcji na ich powierzchni luminalnej
(ryc. 11). Niekiedy natomiast aktywno$¢ enzymatyczna btony cytopiazmaty-
cznej $rodbtonkow, zwrdconej do Swiatla naczynia, doréwnywata nasileniem
reakcji wystepujacej w strukturach abluminalnych. Do$¢ czesto spotykano
przekroje naczyn, w ktorych aktywno$¢ FZ wystepowata w pecherzykach
pinocytarnych i kanaliko-podobnych strukturach cytoplazmy $rodblonkow
(ryc. lla) oraz na obu powierzchniach — luminalnej i abluminalnej btony
cytoplazmatycznej. Réwnoczes$nie nierzadko spotykano naczynia nie wykazu-
jace zupetnie odczynu enzymatycznego.

Aktywnos$é cyklazy adenylowej (AC)

Badanie w mikroskopie $wietlnym

U zwierzat kontrolnych wysoka aktywno$¢ AC wystepowata zarowno w
splotach naczyniéwkowych, jak i w sieci naczyniowej mdzgu. W przeci-
wienistwie do FZ, odczyn histoenzymatyczny wydawat sie bardziej nasilony
w naczyniach wiekszego kalibru, niz we wtosniczkach (ryc. 12). Nie stwierdzano

Ryc. 12. Zwierze kontrolne. Silny odczyn histoenzymatyczny ujawniajacy aktywno$¢ cyklazy
adenylowej (AC) w sieci naczyniowej kory mozgu. Aktywno$¢ enzymu jest wyzsza w naczyniach
wiekszych (strzatka) niz we wiosniczkach (grot strzatki). Pow. 200 x
Fig. 12. Control animal. Adenylate cyclase (AC) activity in the vascular network of the cerebral
cortex. Enzymatic activity stronger in larger vessels (arrow) than in capillaries (arrow head), x 200
Ryc. 13. Zwierze do$wiadczalne, 6 godz. po niedokrwieniu. Stabszy odczyn aktywnosci AC w sieci
wiosniczkowcej kory mézgu. Pow. 200 x
Fig. 13. Experimental animal, 6 h after ischemic incident. AC activity. Weak histochemical reaction
in cortical capillaries, x 200

6 — Neuropatologia Polska 3/88
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Ryc. 14. Zwierze do$wiadczalne, 24 godz. po niedokrwieniu. Bardzo staby odczyn ujawniajacy
aktywno$¢ AC w naczyniach mdzgu. Pow. 200 x

Fig. 14. Experimental animal, 24 h after ischemic incident. AC activity. Residual histoenzymatic
reaction in cortical capillaries, x 200

Ryc. 15. Zwierze doswiadczalne, 3 dni po niedokrwieniu. Aktywno$¢ AC w sieci wlosniczkowej
mOzgu wyraznie wyzsza w poréwnaniu z poprzednimi grupami do$wiadczalnymi (patrz ryc. 13 i
14). Pow. 200 x

Fig. 15. Experimental animal, 3 days after ischemic incident. Histochemical reaction visualizing AC
activity stronger than in previous experimental group (see Figs. 13 and 14). x 200

natomiast réznic w nasileniu reakcji w naczyniach formacji szarych i sieci
naczyniowej istoty biatej. Dodatni odczyn wykazywaty roéwniez Kkrwinki
zawarte w Swietle naczyn.

U zwierzat badanych po uptywie 6 godz. od przebytego incydentu
niedokrwiennego stwierdzono wyrazne obnizenie intensywnosci odczynu
histochemicznego, zwtaszcza w sieci naczyn wiosowatych moézgu, w porow-
naniu z kontrolg (ryc. 13). Spadek ten byt jeszcze wyrazniejszy u zwierzat z 24
godz. przezyciem po niedokrwieniu (ryc. 14) i dotyczyt zarébwno naczyn
wiekszego kalibru, jak i wiosniczek. W mdzgach szczuréw, ktore przezyty 3 dni
po przebytej Smierci klinicznej stwierdzano natomiast wyrazny wzrost aktyw-
nosci enzymatycznej w poréwnaniu do obu wcze$niejszych grup doswiadczal-
nych (ryc. 15). Sie¢ naczyn wiosowatych mozgu charakteryzowata sie przy tym
bardzo znacznym zréznicowaniem intensywnosci odczynu histochemicznego.
W niektérych naczyniach aktywno$¢ AC nie rdéznita sie od stwierdzanej
u zwierzat kontrolnych, podczas gdy w innych potozonych w tej samej
warstwie kory mdzgu, byla ona jedynie $ladowa lub catkowicie nieobecna.
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Badanie w mikroskopie elektronowym

Naczynia moézgu u zwierzat kontrolnych, zgodnie z poprzednimi obser-
wacjami (Vorbrodt i wsp. 1984), wykazywaly dwa wzorce rozmieszczenia
produktu reakcji enzymatycznej. Pierwszy, typowy dla mniejszych naczyn,
przede wszystkim wiosniczek, charakteryzowat sie obecno$cig ztogéw pro-
duktu koricowego reakcji umiejscowionych gtownie na fuminalnej powierzchni
bton cytoplazmatycznych komérek srdédbtonka. Typ drugi, wystepujacy prze-
waznie w naczyniach wiekszych, gtdwnie arteriolach, znamionowato groma-
dzenie sie optycznie gestych ziarnistosci produktu koncowego na obu btonach
$rodbtonkéw — tuminalnej i abluminalnej (ryc. 16). Nalezy przy tym
podkresli¢, iz w mdzgach zwierzat kontrolnych wiele naczyn lub ich pewne
odcinki nie wykazywaty w ogole aktywnosci AC, niekiedy spostrzegano na-
tomiast stabo zaznaczone obszary aktywnosci enzymatycznej w zlgczach
synaptycznych.

U zwierzat doswiadczalnych w 6 godz. po niedokrwieniu wystepowat
wyrazny spadek aktywnosci AC w $cianach wiekszosci naczyn. Wyrazato sie to
zarbwno zmniejszeniem ilosci ziarnistego produktu koricowego reakcji enzy-
matycznej, jak i ograniczeniem jego obecnosci wytgcznie do abluminalnej

Ryc. 16. Zwierze kontrolne. Kora moézgu. AC. Produkt korcowy reakcji histochemicznej
zlokalizowany zaréwno na tuminalnej (strzatki), jak i abluminalnej (groty strzatek) powierzchni
$rodbtonka. Pow. 40000 x

Fig. 16. Control animal. AC activity in the cerebral cortex. End product of histochemical reaction

localized both on luminal (arrows) and abluminal (arrow heads) membranes of endothelial cells,
x 40000



Rye. 17. Zwierze doswiadczalne, 6 godz. po niedokrwieniu. Kora mézgu. AC. Produkt koricowy
reakcji enzymatycznej umiejscowiony jest wytgcznie w btonie abluminalnej komdrek $rédbtonka.
Pow. 3440 x
Fig. 17. Experimental animal, 6 h after ischemic incident. AC activity. End product of
histochemical reaction localized exclusively on abluminal endothelial membrane, x 3440

Rye. 18. Zwierze do$wiadczalne, 24 godz. po niedokrwieniu. Sladowa aktywno$é AC w $cianie
naczynia moézgu. Pow. 3440 x
Fig. 18. Experimental animal, 24 h after ischemic incident. Residual histochemical reaction
visualizing AC activity in the walls of cortical vessels, x 3440
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Ryc. 19. Zwierze doswiadczalne, 3 dni po niedokrwieniu. Elektronowo geste zitogi produktu

koncowego reakcji enzymatycznej wskazujgce na aktywno$¢ AC umiejscowione sg w cytoplazmie

obrzmiatych komérek s$rodblonka, gtéwnie w ich czesci luminalnej (groty strzalek). Staba
aktywno$¢ AC widoczna réwniez w rejonie synaps (strzatki). Pow. 3440 x

Fig. 19. Experimental animal, 3 days after ischemic incident. AC activity. Electron dense fine

aggregates of end product of enzymatic reaction are localized in the luminal portion of swollen

endothelial cells (arrow heads), some enzymatic activity seen in the synaptic contacts (arrows),
x 3440

powierzchni komérek $rodbtonka (ryc. 17). Na licznych przekrojach naczyn
stwierdzano réwniez skupienie optycznie gestych ziarnistosci w btonie pod-
stawnej naczyn. Opisanym obrazom histochemicznym towarzyszyto obrzmie-
nie $rodbtonkdw oraz nagromadzenie w ich cytoplazmie licznych pecherzykdw
pinocytarnych. Nierzadko wystepowaty pecherzyki optaszczone. W obu typach
pecherzykow nie stwierdzono gromadzenia sie produktéw odczynu histoche-
micznego.

Grupe zwierzat z 24-godzinnym przezyciem po niedokrwieniu znamiono-
wato dalsze obnizenie aktywnosci enzymatycznej w naczyniach krwiono$nych
mézgu, w tym przede wszystkim w naczyniach wiosowatych. Niekiedy tylko
obserwowano $ladowy odczyn histochemiczny (ryc. 18), czeSciej nie stwier-
dzano go w ogdle.

Po uptywie 3 dni od niedokrwienia aktywno$¢ AC wazrastata bardzo
znacznie w poréwnaniu z wczesniejszymi okresami obserwacji. Elektronowo-
-geste, ziarniste ztogi produktu koncowego reakcji gromadzity sie gtownie
w cytoplazmie obrzmiatych komorek $rédbtonka, przede wszystkim w jej
czesci skierowanej do $wiatta naczynia (ryc. 19). Btona luminalna $rédbtonkow
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Ryc. 20. Zwierze doswiadczalne, 3 dni po niedokrwieniu. AC. Aktywnos$¢ enzymatyczna umiejs-
cowiona w wypustkach miesniéwki gtadkiej, przylegajacych do btony podstawnej (groty strzatek),
oraz w rejonie synaps (strzatki). Pow. 32000 x
Fig. 20. Experimental animal, 3 days after ischemic episode, AC activity. Histochemical reaction
localized in processes of smooth muscle fibres (arrow heads) and in synaptic contacts (arrows),
x 32000

pozbawiona byla na ogdt produktu reakcji enzymatycznej. Niekiedy nato-
miast wystepowat on w wypustkach komérek miesni gtadkich, przylegajacych
do btony podstawnej naczyn (ryc. 20). Nalezy podkresli¢, iz w obrzmiatych
komorkach $rodbtonka, w licznych naczyniach wlosowatych nie stwierdzano
Sladowej nawet aktywnosci enzymatycznej. Przestrzenie miedzysrodbtonkowe
tych naczyn byly znacznie poszerzone.

Na uwage zastuguje réwniez fakt, iz w mozgach zwierzat, ktére przezyly
3 dni po przebytej $mierci klinicznej obserwowano $ladowg aktywnos¢ cyklazy
adenylowej w zakonczeniach synaptycznych (ryc. 19, 20). Jej obecnos$¢ byta
zjawiskiem statym u zwierzat kontrolnych. Utrzymywala sie ona nadal w 6
godz. po S$mierci klinicznej. Nie stwierdzano jej natomiast u zwierzat z
24-godzinnym przezyciem po niedokrwieniu.

OMOWIENIE

Uzyskane wyniki wskazuja, ze gtebokie niedokrwienie mdzgu zwigzane z
10-minutowg $miercig kliniczng prowadzi do zaburzerr aktywnosci obu bada-
nych enzyméw, wyrazajacych sie w obrazie histochemicznym zmniejszeniem
intensywnos$ci odczynu, az do jego catkowitego zaniku oraz nieprawidtowg
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dystrybucja jego produktu koncowego. Zmiany dotyczace aktywnosci zaréwno
FZ, jak i AC, charakteryzowaly sie podobnym wzorcem histochemicznym
i dynamika w poszczegélnych fazach po przebytym incydencie niedokrwien-
nym. Towarzyszyty one uchwytnym w obrazie mikroskopowo-elektronowym
nieprawidtowosciom strukturalnym $ciany naczyn witosowatych, wyrazajgcym
sie obrzmieniem komorek Srodbtonka, zwiekszeniem liczby pecherzykow
pinocytarnych oraz wyraznym poszerzeniem zlgcz miedzysrodbtonkowych.
Brak badan mikroskopowo-elektronowych z uzyciem peroksydazy chrzanowej
nie pozwala na jednoznaczng ocene stanu zespoleh Scistych. Dominujace
w obrazie mikroskopowo-elektronowym przemieszczenie produktu konco-
wego odczynu z powierzchni luminalnej komorek $rédbtonka na ich po-
wierzchnie abluminalng moze by¢ uznane za wykiadnik zaburzenia czyn-
nosciowej polarnosci, charakterystycznej dla komdrek, w ktérych zachodzg
procesy czynnego transportu (Betz, Goldstein 1978; Betz i wsp. 1980; VVorbrodt
i wsp. 1983).

Fosfataza zasadowa uznana za enzym uczestniczacy w aktywnym
transporcie poprzez aktywacje lub inaktywacje réznych enzymoéw komarko-
wych na drodze ich defosforylacji, lub wprost defosforylacji transportowanych
substratow (Goldstein, Harris 1981), wykazuje w warunkach prawidtowych
silng aktywnos¢ zlokalizowang w luminalnej plazmolemmie S$rodbtonkow
wszystkich naczyn osrodkowego uktadu nerwowego, wyposazonych w mecha-
nizmy barierowe. W nastepstwie 10-minutowego niedokrwienia dochodzito do
postepujacego spadku jej aktywnosci w wiekszosci naczyn wiosowatych,
wyrazajgcego sie w 24 godz. po przebytej Smierci klinicznej niemal catko-
witym brakiem odczynu histochemicznego. Wprawdzie pojawiat sie on ponow-
nie w stosunkowo wysokim nasileniu po uptywie 3 dni, nie osiggajac jednakze
intensywnos$ci typowej dla warunkow prawidtowych, a co wazniejsze nie
normalizowala sie jego dystrybucja komdrkowa. Na podkreslenie zastuguje
przy tym dynamika jej zaburzen. W 6 godz. po niedokrwieniu produkty
aktywnosci enzymatycznej obserwowano zaréwno w luminalnej, jak i ablu-
minalnej plazmolemmie Srodbtonkéw, a takze w btonie podstawnej niektérych
wiosniczek. Cecha znamienng tej fazy poischemicznej byta bardzo znaczna
nieregularno$¢ rozmieszczenia produktéw odczynu. W tym tez okresie wyste-
powaty one w inwaginacjach luminalnej plazmolemmy oraz w ujawniajacych
sie wowczas cytoplazmatycznych strukturach kanaliko-podobnych. Obrazy te
w konteksScie pojawiania sie aktywno$ci w abluminalnej plazmolemmie
i w btonie podstawnej moga sugerowaé transcytoplazmatyczne przemieszcza-
nie sie enzymu. Za takg interpretacjg zjawiska opowiadajg sie¢ miedzy innymi
Vorbrodt i wsp. (198la). W 24 godz. po niedokrwieniu, na tle na og6t
negatywnego odczynu ujawniajacego aktywnos¢ FZ, nieliczne naczynia wyka-
zujace jego obecno$¢ gromadzity produkty koncowe reakcji na abluminalnej
powierzchni $rodbtonka. Restytucja aktywnosci enzymatycznej, obserwowana
w 3 dniu w niewielkim tylko stopniu dotyczyta powierzchni komoérek zwroco-
nych do S$wiatta naczyniowego. Przewazat odczyn w bionie podstawnej
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i skierowanej do niej powierzchni komdrek $rédbtonka. W tym tez biegunie ich
cytoplazmy gromadzity sie przede wszystkim stosunkowo nieliczne pecherzyki
wypetnione ziarnistym produktem odczynu histochemicznego. Wiekszo$¢ bo-
wiem licznych pecherzykdw $rédplazmatycznych nie wykazywata aktyw-
no$ci enzymatycznej. Spostrzegano jg natomiast w strukturach kanaliko-
-podobnych. Obraz histochemiczny wystepujacy w 3 dniu po niedokrwieniu
stanowit niejako odwrotnos¢ tego, co spostrzegano w 6 godz. i przypominat
zmiany opisane przez Vorbrodta i wsp. (1985) w okresie rezolucji obrzeku
moézgu. Analogiczne do opisanych przez nas zmiany aktywno$ci FZ wyste-
powaty réwniez w innych typach doswiadczalnej patologii moézgu, ktérych
wspolng cechg byly uszkodzenia bariery krew—mdzg (Vorbrodt i wsp. 198la,
b; 1983; Wisniewski i wsp. 1983). Towarzyszace nieprawidtowosciom histoche-
micznym pojawianie sie struktur kanaliko-podobnych w cytoplazmie $rod-
btonkéw obserwowane byto rowniez przez innych autoréw i traktowane jako
jeden z morfologicznych wykfadnikoéw zaburzenia naczyniowych mechaniz-
mow barierowych (Simionescu i wsp. 1978; Lossinsky i wsp. 1981; Lossinsky,
Wisniewski 1986). Uwaza sie, iz stanowig one droge transportu ptynu z krwi do
tkanki, a by¢ moze i w odwrotnym kierunku — z obrzektej tkanki do $wiatta
naczyn.

Na marginesie tych spostrzezen warto odnotowaé, iz we wczesniejszym
cyklu prac, poswieconych aktywnosci swoistych fosfotaz nukleotydowych
w sieci naczyniowej moézgu w réznych typach niedostatku tlenowego
z zespotami niedokrwiennymi wigcznie, stwierdzono rdwniez szereg niepra-
widtowosci wskazujacych na uposledzenie funkcji transportowych w zlgczu
naczyniowo-tkankowym (Szumanska i wsp. 1976; Ostenda i wsp. 1978;
Szumanska, Ostenda 1980; Szumanska 1981). Ich cechg charakterystyczng byto
zréznicowanie wzorca nieprawidtowosci histoenzymatycznych, ich topografii
i dystrybucji w poszczeg6lnych elementach strukturalnych naczyn i otaczaja-
cych je wypustkach astrocytarnych, a takze w dynamice narastania i cofania sie
zmian w zaleznosci od stosowanego modelu doswiadczalnego i wystepujacych
w nim uszkodzen tkankowych. Podstawowym czynnikiem rdznicujacym byt
charakter rozwijajacego sie obrzeku — cytotoksycznego lub naczyniopochod-
nego. Wydaje sie to oczywiste w Swietle zasadniczej ro6znicy ich mechanizmu
patogenetycznego — braku zmian czynno$ci transportowej naczyh w pierw-
szym oraz ich obecnosci w drugim (Klatzo 1967). Wspomniana uprzednio
réznorodno$¢ zmian obrazu histochemicznego mogta stanowi¢ odbicie faktu, iz
w wiekszosci sytuacji doswiadczalnych oba mechanizmy patogenetyczne ob-
rzeku mézgu wzajemnie sie na siebie naktadajg. Dotyczy to zwiaszcza standw
niedostatku tlenowego (Klatzo 1985).

Drugi z badanych enzymow — cyklaza adenylowa — w warunkach
prawidtowych charakteryzuje sie zrdznicowana lokalizacjg aktywnosci w
zaleznosci od kalibru naczynia (Szumanska i wsp. 1984; Vorbrodt i wsp. 1984).
W naczyniach wiosowatych koncowy produkt reakcji enzymatycznej zwia-
zany jest z luminalng plazmolemma $rédbtonkéw, z obecnymi na jej po-
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wierzchni inwaginacjami oraz z pecherzykami zawartymi w ich cytoplazmie.
W drobnych tetniczkach natomiast gromadzi sie on na powierzchni ablumi-
nalnej komorek Srodbtonka, w btonie podstawnej oraz na btonach zwréconych
do niej wypustek miesnidwki gtadkiej. Przebyte niedokrwienie prowadzito do
pogtebiajacego sie w czasie obnizenia aktywnosci enzymatycznej, az do
Sladowej w 24 godz. po $mierci klinicznej oraz do znacznych, nie normali-
zujacych sie do 3 dnia nieprawidlowos$ci w rozmieszczeniu produktow reakcji
histochemicznej w $cianie naczyn, mimo wyraznego w tym okresie zwiekszenia
jej nasilenia. Wzorzec zaburzen odczynu byt w zasadniczych zarysach zblizony
do stwierdzonego w przypadku FZ. Przy bardzo znacznym nagromadzeniu
pecherzykdw pinocytarnych w cytoplazmie komérek srodbtonkowych, w zad-
nym okresie po niedokrwieniu nie stwierdzono gromadzenia sie w nich
produktu reakcji histoenzymatycznej.

AC jest integralnym skfadnikiem bton komorek Srodbtonka (Wagner i wsp.
1972), spetniajgcym zasadniczg role w czynnym transporcie metabolitéw z krwi
do tkanek osrodkowego uktadu nerwowego (Dux i wsp. 1984; Jo6 1985).
Przypisuje sie jej miedzy innymi szczeg6lne znaczenie w regulacji pecherzy-
kowego transportu substancji makromolekularnych (Jo6 1971), ktory stanowi
alternatywng w stosunku do przestrzeni miedzysrdédbtonkowych droge prze-
chodzenia biatek surowicy krwi do tkanek os$rodkowego uktadu nerwowego,
wystepujacego w warunkach zaburzenia przepuszczalnosci naczyn, a w nie-
wielkim stopniu réwniez w naczyniach prawidlowych (Jo6 1971; Beggs,
Waggener 1976).

Dux i wsp. (1984) wykazali, iz w stanach niedotlenienia, prowadzacego do
wzrostu aktywnosci pinocytarnej w komorkach $rodbtonka i zaburzen prze-
puszczalnosci naczyn, wystepuje podwyzszenie aktywnosci AC. Nasze spostrze-
zenia roznig sie w sposéb zasadniczy. Pomimo niewatpliwego zwiekszenia
liczby pecherzykdéw pinocytarnych w $rédbtonkach naczyniowych oraz stwier-
dzonej metodami immunochemicznymi ekstrawazacji biatek surowicy krwi do
tkanek (Mossakowski, Krajewski 1987) w zadnym okresie poischemicznym nie
stwierdzalisSmy wzrostu aktywnos$ci enzymu. Wrecz przeciwnie, wystepowat jej
wyrazny spadek, ktéry nawet w okresie jej restytucji nie osiggat nasilenia
wystepujacego w materiale kontrolnym. Podobne obnizenie aktywnosci AC
obserwowano w przypadku przewlektego zatrucia zwigzkami manganu (Szu-
manska, Mossakowski 1985) oraz ostrego zatrucia tlenkiem wegla (Szumanska
i wsp. 1988). Zmiany enzymatyczne w obu modelach zatrucia roznity sie jednak
od nastepstw przebytej Smierci klinicznej odmienng dynamika ich narastania
i cofania sie oraz pelnym powrotem obrazu histochemicznego do stanu
typowego dla zwierzat kontrolnych. W poréwnywaniu uzyskanych wynikow
zachowac nalezy znaczng ostrozno$¢, ze wzgledu na odmienno$¢ warunkdéw
doswiadczalnych i ciezkosci zwigzanych z nimi uszkodzen tkankowych.

W kontekscie zmian stwierdzanych w zastosowanym przez nas modelu
$mierci klinicznej, wyrazajacych sie wyktadnikami obrzeku naczyniopochod-
nego we wczesnym okresie poreanimacyjnym (Mossakowski i wsp. 1986),
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przechodzeniem biatek surowicy do utkania mézgu (Mossakowski, Krajewski
1987) oraz wybitnie wzmozong aktywnoscig pinocytarng srodbtonkéw naczy-
niowych wydaje sie uzasadniona hipoteza ,,wyczerpywania” si¢ aktywnosci
enzymatycznej AC w energochtonnych procesach funkcji komdrek $rodbtonka.
Czas restytucji jej aktywnosci zalezatby od nasilenia dziatania czynnikow
uszkadzajacych, réznych w przytoczonych powyzej modelach doswiadczal-
nych. Wyniki uzyskane przez Duxa i wsp. (1984) byly w tym kontekscie
wyktadnikiem aktywizacji enzymu pod wptywem czynnikéw o stosunkowo
niewielkim oddziatywaniu na stan przepuszczalnosci naczyn (Kuroisawa i wsp.
1985).

Vzl pracy ze wzgledu na zastosowang technike badan histochemicznych nie
rozwinieto zagadnienia aktywnosci cyklazy adenylowej w ztgczach synaptycz-
nych, mimo uchwytnych zmian ich obrazu. Ocena aktywnosci AC w obszarze
synaps, opisana przez Rechardt i wsp. (1986) stanowi przedmiot odrebnego
opracowania.

CHANGES IN THE ACTIVITY OF ALKALINE PHOSPHATASE AND
ADENYLATE CYCLASE IN THE BRAIN VASCULAR NETWORK
IN EXPERIMENTAL POSTRESUSCITATION SYNDROME

Summary

Activity of alkaline phosphatase and adenylate cyclase was evaluated in the brain vascular
network of rats subjected to 10 min clinical death due to cardiac arrest.

Progressive decrease of both enzymes activities was noted in the early survival stages, reaching
the lowest intensity in 24th h after ischemic incident. Restitution of enzymatic activity was observed
2 days later, although even then it did not reach intensity typical for normal controls. Electron
microscopic study revealed disturbances of normal polarity of enzyme distribution in the
cytoplasmic membranes of vascular endothelia. Activity of enzymes disappeared from luminal
endothelial surfaces, appearing on abluminal ones and in the capillary basal membranes.
Ultrastructural picture of the cerebral capillaris was additionally characterized by remarkable
increase of micropinocytic vesicles, and appearance of coated vesicles as well as canalicular
structures. Swelling of endothelial cytoplasm and widening of interendothelial clefts were also
present.

The results obtained indicate that deep 10 min ischemia in experimentally induced clinical
death is leading to the impairment of transport functions in damaged cerebral capillary
vessels.

H3MEHEHHE AKTHBHOCTH IHEJIOHHOfi <DOC<DATA3bl H AfIEHHJIOBOH
LfHKJIA3bl COCYfIHCTOH CETH MO3TA nPH DKCnEPHMEHTAJIbHOM
nOCTPEAHMMAUHOHHOM CHH/JPOME

Pe3K>Me

C nOMOIUbBK) UHTOXHMHHeCKHX MCTO/TOB, npHMeHaeMbIX B CBeTOBOH H 3JieKTpOHHOH MHKpO-
CKonnn, oueHHBajiacb aKTHBHOCTb mejiOHHoii (J)oc4)aTa3bi u aaeHHJioBoii uHKJia3bi b cocy”ax
MO3ra KpbIC, HaXOfIHBIIIHXCfl B TeneHHe 10 MHHyT B COCTOHHHH TKCnepHMeHTajlbHO BbI3BaHHOH
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KjiHHHHeckOH CMepTH. OOHapyweHo nporpecchpyiomee nonn>t<enne aKTHBHocTH o6onx 3H3hmob,
Han6ojiee pe3Ko BbipaxeHHoe 24 Maca nocne hujcmhh. BoccraHOBjieHHe 3H3HMaTHMecKoii
aKTHBHocTH, HadjnoflaBmeec» b TeneHue 3-x /meii nocne HiueMHH, He nocTHrano ypoBHn,
TnnnMHoro nna KOHTpojibHbix hchbothmx. 3jieKTpoHHO-MHKpocKonHHecKoe HCcnenoBaHHe noxa-
3ano HapyuieHHe nonapHoro pacnonoxeHH« 3H3hmob Ha unTonna3MaTHMecKnx MeMOpaHax
3HnoTenoa KanujinapoB. 3H3HMaTHHecKaa aKTHBHOCTb Ha npujieraiomeH k npocBeTy cocy.ua
nna3MoneMMe 3HAOTennanbHbix kjictok CHHacanacbh h noaBnanacb Ha BHeuiHeii CTopoHe
h b 6a3anbHoii MeMOpaHe. KpoMe Toro, yjibTpacTpyKTypa cocy.rob xapaKTepH3OBanach 3Hann-
TenbHbiM yBenHMeHHeM conepxaHHH nHHOUHTapHbix ny3bipbKOB, noaBneHueM OKpyxennbix
o6ojiomkoh (MeMOpaHOH) nHHOUHTapHbix ny3bipbKOB h KaHanbuenono6Hbix crpyicryp, a Taxxe
HaByxaHneM uHTonna3Mbi h paciunpeHneM Mex3HUOTejiHajibHbix npocrpaHCTB. rionyHeHHbie
pe3ynbTaTbi noKa3biBaioT, mto 10-MHHyTHaa hujcmhh npn 3KcnepHMeHTajibHbix ycnoBHax
KIIHHHMeCKOH CMepTH npHBOUHT K HapyiUeHHK) TpaHCnopTHbIX (JiyHKUHH B CTeHKaX nOBpea<neH-
HbIX MO3fOBbIX COCynOB.
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