NEUROPAT. POL., 1985, 3
PL ISSN 0028-3894

GRAZYNA SZUMANSKA, MIROSLAW J. MOSSAKOWSKI

AKTYWNOSC CYKLAZY ADENYLOWE]J
| FOSFATAZY ZASADOWEJ W NACZYNIACH MOZGU SZCZURA
W DOSWIADCZALNYM ZATRUCIU CHLORKIEM MANGANAWYM

ZespoOt Neuropatologii, Centrum Medycyny Doswiadczalnej i Klinicznej PAN,
Warszawa

Badania patomorfologiczne doswiadczalnej encefalopatii mangano-
wej sugeruja, ze przynajmniej cze$¢ nieprawidtowosci strukturalnych
moze by¢é uwarunkowana uposledzeniem mechanizméw bariery krew-
mézg (Smiatek, Mossakowski 1981; Mossakowski i wsp. 1983 a, b; Dy-
dyk, Mossakowski 1984). Naleza do nich przede wszystkim wykadniki
naczyniopochodnego obrzeku mézgu, stwierdzane zaréwno w badaniach
histopatologicznych, jak i w mikroskopowo-elektronowych bezposrednio
po zatruciu i utrzymujgce sie okoto 1 tygodnia. Znamienng cechg naczy-
niopochodnego obrzeku moézgu jest upo$ledzenie mechanizméw bariery
krew-mézg, zwigzane z uszkodzeniem elementéw strukturalnych zigcza
naczyniowo-tkankowego (Klatzo 1967). Znajduja one zazwyczaj wykiad-
niki morfologiczne w obrazie mikroskopowo-elektronowym $cian naczyn
wiosowatych, badZz czynnoSciowe wyrazajace sie przechodzeniem znacz-
nikowych substancji ,,barierowych” z naczyn do tkanek mozgu (Klatzo
1967; Reese, Karnowsky 1967) lub zmianami aktywnosci enzyméw zlo-
kalizowanych w elementach zigcza naczyniowo-tkankowego (Torack,
Barrnett 1964; Ostenda i wsp. 1978; Yorbrodt i wsp. 1983).

Badania mikroskopowo-elektronowe dotyczace zaréwno wczesnej, jak
i pbéznej fazy encefalopatii manganowej wykazaty minimalne zmiany
w ultrastrukturze naczyn moézgu (Mossakowski i wsp. 1983 a, b; Dydyk,
Mossakowski 1984). Wyrazaty sie one nieznacznym obrzmieniem komo-
rek $rédbtonka i zwiekszong iloScig pecherzykéw mikropinocytarnych
w ich cytoplazmie. Obkurczenie drobnych tetniczek obserwowano jedy-
nie we wczesnych stadiach zatrucia. W tej sytuacji wydawato sie celo-
we przeprowadzenie badan histochemicznych, pozwalajacych na dokiad-
niejszag charakterystyke stanu naczyh mézgu w warunkach zastosowa-
nego uprzednio modelu do$wiadczalnego. Wobec przyjetego obecnie po-
gladu o zasadniczej roli srodbtonka naczyri w utrzymaniu mechanizméw
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bariery krew-moézg (Reese, Karnowsky 1967; Bodenheimer, Brightman
1968; Jo6 1971) postanowiono oceni¢ aktywnos$¢ cyklazy adenylowej i fo-
sfatazy zasadowej, enzymow zlokalizowanych w $rodbtonku i uczestni-
czacych w procesach transportowych. Pierwszy z nich speinia istotng
funkcje w regulacji makromolekularnego transportu (Jo6 1979; Joo
i wsp. 1983), a drugi uczestniczy w procesach transportu czynnego po-
przez defosforylacje licznych metabolitow przechodzacych do o$rodko-
wego ukiadu nerwowego (Samorajski, McCloud 1961; Vorbrodt i wsp.
1981 a, 1983).

MATERIAL | METODY

Encefalopatie manganowa wywotywano w taki sam spos6b jak w po-
przednich badaniach (Mossakowski i wsp. 1983). Szczury biate szczepu
Wistar, samce o masie ciala okoto 120—150 g otrzymywaty w okresie
4 tygodni 7 dozylnych iniekcji chlorku manganawego (MnCl2) w fizjo-
logicznym roztworze chlorku sodu. Petna podana dawka $rodka toksycz-
nego w przeliczeniu na Mn++ wynosita 250 mg/kg masy ciata. Dwie
pierwsze iniekcje w dawce po 20 mg Mn++/kg masy ciata podano w od-
stepach trzydniowych, trzy dalsze po 40 mg Mn++/kg masy ciata w dwu-
dniowych odstepach, a dwie nastepne (40 mg Mn++/kg masy ciala)
w odstepach jednotygodniowych. Szczury kontrolne otrzymywaty w tym
samym czasie dozylne iniekcje fizjologicznego roztworu chlorku sodu.
Zachowanie zwierzat doswiadczalnych w okresie zatruwania i ich $mier-
telno$¢ nie roznity sie od uprzednio opisanych (Smiatek, Mossakowski
1981). Z ogolnej liczby 38 zwierzat, poddanych zatruciu, 17 padio. Pa-
daty przewaznie w czasie podawania Srodka toksycznego albo bezposred-
nio po iniekcji. Przez caly okres doswiadczenia szczury nie wykazywatly
objawdw neurologicznych, stawaty sie jednak mniej ruchliwe i tracity
taknienie.

Badania histochemiczne obejmowaty ocene aktywnosci cyklazy ade-
nylowej i fosfatazy zasadowej w mikroskopie $wietlnym i elektrono-
wym. Badanie przeprowadzono bezpos$rednio po podaniu ostatniej dawki
MnCI2, po uptywie 24 godzin i po 7 dniach. Kazda grupa czasowa obej-
mowata 4 zwierzeta (3 doswiadczalne i 1 kontrolne).

Szczury przeznaczone do badan aktywnosci cyklazy adenylowej (AC)
usmiercano przez dekapitacje. Mdzgi natychmiast wyjmowano z jamy
czaszki, oziebiano na lodzie i dzielono na dwie potkule. Z potkuli pra-
wej, przeznaczonej do badarn w mikroskopie Swietlnym, pobierano bloki
tkankowe, ktére po zatopieniu w ,,Tissue-tekk” zamrazano w suchym
lodzie i skrawano w kriostacie na skrawki grubosci 20 |im. Z potkuli
lewej, przeznaczonej do badan w mikroskopie elektronowym, pobierano
bloki tkanki o wymiarach 1 mm3 z okolicy jader podstawy i spoidia
wielkiego. W celu uwidocznienia aktywnosci cyklazy adenylowej za-
réwno skrawki kriostatowe, jak i nieutrwalone bloki tkankowe podda-
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wano trzem kolejnym etapom preparatyki histochemicznej, obejmujacej
proces utrwalania, aktywacji enzymu i wiasciwej inkubacji wedtug me-
tody opisanej uprzednio przez Szumanska i wsp. (1984) oraz Vorbrodta
i wsp. (1984).

Utrwalanie przeprowadzano w $wiezo przygotowanym piynie utrwa-
lajacym zawierajgcym cukroze (0,2 M), 5% dwumetylo-sulfoxid (DMSO),
kwas askorbinowy (0,1 mM), 1% paraformaldehyd w buforze kakodylo-
wym, pH 7,4 oraz aktywatory reakcji: 1-izoproterenol (0,1 mM) i sél so-
dowg guanylylimidodwufosforanu GMP (PNP) (0,1 mM). Utrwalanie
przeprowadzano w temperaturze pokojowej przez 5 minut.

Ptyn aktywujacy zawieral wyzej wymienione aktywatory rozpusz-
czone w buforze kakodylowym, pH 7,4. Aktywacje prowadzono w tem-
peraturze pokojowej przez 30 minut.

Ptyn inkubacyjny zawierat s6l sodowg 5'-adenylyl-imido-dwufosfora-
nu (AMP-PNP), wyzej wymienione aktywatory, inhibitor fosfo-dwueste-
razy oraz chlorek strontu (SrCl2), przeksztatlcany nastepnie pod wply-
wem octanu otowiu, w widoczny w mikroskopie elektronowym fosforan
otowiu, rozpuszczone w 0,05 M buforze Tris-HCI, pH 9,0. Koricowe pH
ptynu inkubacyjnego wynosito 8,5—8,7. Inkubacje przeprowadzano
w temperaturze pokojowej w ciggu 1—3 godzin.

Po inkubacji skrawki kriostatowe wywolywano w roztworze wielo-
siarczku amonu, ptukano w 0,2 M cukrozie i zamykano w glicerozelaty-
nie. Bloki tkanki przeznaczone do badan w mikroskopie elektronowym
ptukano w 0,2 M cukrozie, utrwalano dodatkowo w 1% czterotlenku
osmu w buforze kakodylowym, pH 7,2 barwiono en btock w 0,5% octa-
nie uranylu przez 1 godzine, odwadniano w roztworach etanolu o wzra-
stajgcym stezeniu i zatapiano w zywicy ,,Spurr”. Kontrole swoistosci
odczynu histochemicznego wykonywano inkubujac materiat bez substra-
tu i bez aktywatorOw oraz z zastosowaniem wybiorczych inhibitorow

Zwierzeta przeznaczone do badan aktywnosci fosfatazy zasadowej
(FZ) zabijano za pomoca przezsercowej perfuzji ptynem skiadajgcym sie
z 2% paraformaldehydu i 1% aldehydu glutarowego w 0,2 M buforze
kakodylowym, pH 7,3. Czas perfuzji wynosit okoto 20 minut. Po per-
fuzji moézgi wyjmowano z jamy czaszki, przeznaczajac jedng potkule
do badan w mikroskopie $wietlnym, a druga do mikroskopii elektrono-
wej.

Bloki tkanki przeznaczone do badan w mikroskopie $wietlnym skra-
wano na mikrotomie zamrozeniowym na wolnoptywajace skrawki o gru-
bosci okoto 20 jxm. Bloczki tkanki o wymiarach okoto 1 mm3 przezna-
czone do badan mikroskopowo-elektronowych pobierano w okolicy jadra
ogoniastego i spoidia wielkiego. Wolno ptywajace skrawki i bloczki
tkankowe utrwalano nastepnie w ptynie perfuzyjnym, baczac aby tacz-
ny okres perfuzji i utrwalania imersyjnego nie przekraczat 1,5 godziny.

Reakcje histochemiczna stuzacg ujawnieniu aktywnosci fosfatazy za-
sadowej przeprowadzano wedlug metody Mayahara i wsp. (1967) w mo-
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dyfikacji Vorbrodta i wsp. (1981 a). Ptyn inkubacyjny zawierat: 0,01
M a-glicerofosforan sodu, 0,1 M Tris-malleinian, 0,005 M chlorek mag-
nezu (MgCI2) oraz 0,002 M cytrynian otowiu. Konhncowe pH roztworu in-
kubacyjnego wynosito 9,2. Inkubacje prowadzono w temperaturze 37°C
przez 45 minut. Ptyn inkubacyjny w kontroli swoistosci odczynu histo-
chemicznego zawierat dodatkowo 0,5 mM hydrochlorek lewamisolu, sta-
nowigcy inhibitor FZ (Borgers 1973).

Skrawki do badan w mikroskopie $wietinym montowano w sposob
typowy na szkietkach podstawowych. Bloczki do badan mikroskopowo-
-elektronowych przeprowadzano rutynowo do zatopienia w zywicy
»opurr’”,

Materiat do badan ME skrawano na ultramikrotomie LKB, monto-
wano na siatkach oraz ogladano i wykonywano zdjecia w mikroskopie
elektronowym JEM 100 Cx lub Philips 300 *

WYNIKI

Aktywnos$¢ cyklazy adenylowej

Badania w mikroskopie sSwietlnym. U zwierzat kontrol-
nych reakcja histochemiczna wystepowata w naczyniach krwiono$nych
moézgowia i w splotach naczynidwkowych. Wyrysowywata ona S$ciany
naczyn we wszystkich strukturach OUN, zaréwno w istocie szarej (ryc.
1) jak i biatej. IntensywnoS¢ odczynu byta wyraznie wyzsza w naczy-
niach wiekszych niz w sieci wiosniczkowej (ryc. 1). Nie obserwowano
przy tym réznic nasilenia reakcji w licznych naczyniach wiosowatych
istoty szarej i ubogiej sieci kapilar w istocie biatej.

U zwierzat badanych bezposrednio po zatruciu odczyn histochemicz-
ny byt znacznie stabszy (ryc. 2); spadek ten byt wiekszy w naczyniach
istoty biatej niz szarej. Bylo to wyraZznie widoczne w zwojach podstawy,
w ktorych naczynia peczkow pallido-striatalnych pozbawione byly cal-
kowicie produktu reakcji histochemicznej lub wykazywaty znaczne
zréznicowanie intensywnosci odczynu w réznych odcinkach (ryc. 3).
W korze mdzgu, w ktdrej obnizenie intensywnosci odczynu histochemicz-
nego byto mniej wyrazne niz w jadrach podstawy, stwierdzano naczy-
nia o zrdéznicowanym nasileniu reakcji oraz drobne polka z catkowicie
bezodczynowymi naczyniami wiosowatymi. Znaczne ostabienie odczynu
w stosunku do kontroli wystepowato réwniez w splocie naczyniéwko-
wym.

U zwierzat badanych w 24 godziny po zatruciu utrzymywato sie na-
dal ostabienie odczynu histochemicznego, jakkolwiek byto ono mnigj
wyrazne niz w grupie poprzedniej (ryc. 4). Niekiedy stwierdzano wyz-
szy odczyn w naczyniach istoty biatej niz w formacjach szarych.

* Zdjecia wykonano w Instytucie Anatomii Uniwersytetu w Helsinkach oraz
w Instytucie Ochrony Pracy w Helsinkach.
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Rye. 1 Kontrola. Kora mozgu. Cyklaza adenylowa. Reakcja dodatnia w_kapila-
rach oraz silniejsza w wiekszych naczyniach moézgowych. Pow. 60 X

Fig. 1. Control rat. Cerebral cortex. Adenylate cyclase activity. Positive reaction in
capillary vessels, more pronunced In vessels of greater caliber. X 60

Rye. 2. Czas 0 gzwierz zabite natychmiast po ostatniej dawce maganu). Ko-
ra mozgowa. Cyklaza adenylowa. Spadek aktywnosci enzymatyczneoj w sieci ka-
pilarow. W naczyniach wiekszych Treakcja silna. Pow. 60 X
Fig. 2 Time 0 — rat sacrificed directly after last injection of MnCI2. Cerebral
cortex. Adenylate cyclase activity. Decrease of enzyme aCtIVI% in capillary net-
work. Strong reaction in blood vessels of ‘greater caliber. X 60

Rye. 3. Czas 0. Jadro ogoniaste. Wyrazny spadek aktywno$ci cyklazy adenylowej

d A J w kapil)(:lrach)./ Pgw. 200 )XW i Y )

Fig. 3. Time 0. Caudate nucleus. Distinct decrease of adenylate cyclase acti-
vity in capillary vessels. X 200

Rye. 4. 24 godziny po ostatniej dawce maganu. Kora moézgowa. Wzrost ak-
tywnosci cyklazy adenylowej wobec grupy 0. Pow. 60 X

Fig. 4 Rat 24 h after last MnCI2 injection. Increase of adenylate cyclase
activity in cerebral cortex in comparison with that at time 0.” X 60
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U zwierzat, ktére przezyly 7 dni po ostatniej iniekcji MnCI2, obraz
reakcji histochemicznej przypominat opisany u zwierzat kontrolnych.
Intensywno$¢ odczynu wyznaczajacego sie¢ naczyn kory mozgu wyda-
wata sie nawet wyzsza niz w materiale kontrolnym. Réwnocze$nie zwra-
caly uwage naczynia pozbawione zupetnie produktéw odczynu histoche-
micznego w istocie biatej (spoidto wielkie) oraz znaczne zréznicowanie
intensywnosci reakcji w naczyniach jader podstawy od bardzo silnej
do $ladowej. Cze$¢ naczyn nie wykazywata jej w ogoéle.

Badanie mikroskopowo-elektronowe. U zwierzat kon-
trolnych stwierdzono dwa wzorce rozmieszczenia produktéw reakcji hi-
stochemicznej. W typie pierwszym, charakterystycznym przede wszyst-
kim dla kapilaréw, produkt reakcji zwigzany byt gtownie z blong ko-
mérkowg $rdodbtonkéw zwrécong do Swiatta naczynia (powierzchnia lu-
minalna) (ryc. 5) lub jej zagiebieniami i z pecherzykami pinocytarnymi.
W typie drugim, wiasciwym dla drobnych tetniczek, produkt reakcji
wykazywat zwigzek z luminalng i abluminalng btong komérek srodbton-
ka oraz zwrocong do blony podstawnej powierzchnig wypustek komorek
miesni gladkich.

Ryc. 5. Kontrola. Kora mozgowa. Cyklaza adenylowa. Produkt reakcji enzy-
matycznej rozmieszczony na luminalnej btonie komoérek $rédbtonka. Pow. 9000 X
Fig. 5. Control rat. Cerebral cortex. Product of enzymatic activity distributed
on luminal membrane of endothelial cell. Adenylate cyclase activity. X 9000
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U zwierzat zabijanych bezposrednio i w 24 godziny po zatruciu
stwierdzono wyraZnie ubozsze niz w kontroli odkladanie sie produktu
reakcji histochemicznej zaréwno w $cianach naczyn wihosowatych (ryc.
6), jak i w tetniczkach. Bardzo czesto spotykano przekroje naczyn cat-

Ryc. 6. Naczynie wilosowate z jadra ogoniastego. Czas 0. Produkt reakcji cy-
klazy adenylowej zwigzany z btong abluminalng kapilary. Reakcja ostabiona wo-
bec kontroli. Pow. 4182 X

Fig. 6. Rat after manganese intoxication. Time 0. Capillary vessel from cau-
date nucleus. The reaction product connected with abluminal membrane. Decreas-
ed reaction compared with that of control rat. Adenylate cyclase activity. X 4182

kowicie pozbawione ztogéw produktu koncowego. Dotyczyto to gtdwnie
naczyn z obrzmiatymi komoérkami $rédblonka, zawierajacymi liczne pe-
cherzyki pinocytarne. Nierzadko stwierdzano naczynia wilosowate,
w ktorych produkt reakcji ograniczat sie wylgcznie do powierzchni ko-
morek $Srodbtonka zwréconej do blony podstawowej.

U zwierzat zabijanych w 7 dniu po zatruciu odczyn histochemiczny
przypominat na og6t obrazy kontrolne. Zwracato jednak uwage zrézni-
cowanie jego intensywnosci. W wielu naczyniach wystepowaty bardzo
znaczne ztogi produktu koncowego reakcji (ryc. 7), w innych jedynie
Sladowe. W wiekszosci naczyn wiosowatych, podobnie jak w normie,
byty one zwigzane z luminalng btong komérek srédbtonka.
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Rye. 7. 7 dni po zatruciu manganem. Ziogi produktu reakcji uwidaczniajgce
cyklaze adenylowg wystepujacg zaréowno w obrebie czesci luminalnej i abluminal-
nej $rodblonka, jak i w obszarze blony podstawnej. Pow. 3440 X

Fig. 7. Rat 7 days after MnCI? intoxication. Products of enzymatic reaction
within luminal and abluminal endothelial membranes and in the basal lamina.
Adenylate cyclase activity. X 3440

Aktywnos$¢ fosfatazy zasadowej

Badania w mikroskopie swietlnym. U zwierzat kontrol-
nych produkt reakcji histoenzymatycznej wyznaczat sie¢ naczyn wiloso-
watych we wszystkich strukturach mézgu. Odwrotnie niz w przypadku
cyklazy adenylowej, intensywnos$¢ odczynu histochemicznego byta naj-
wyzsza w haczyniach wiosowatych i malata wraz ze wzrostem Srednicy
naczynia (ryc. 8). Wydawata sie ona réwniez wyzsza w naczyniach for-
macji szarych (kora moézgu i zwoje podstawy) niz w istocie biatej (ryc.
9). W wiekszych powiekszeniach naczynia wlosowate mézgu wydawaty
sie jednolicie ,wypelnione” produktem reakcji histochemiczne,j.

U zwierzat zabijanych bezposrednio po ostatniej iniekcji MnCI2
stwierdzono bardzo znaczne obnizenie intensywnosci odczynu zaréwno
w istocie szarej moézgu, jak i biatej (ryc. 10). Sie¢ naczyn wiosowatych
kory mézgu wydawata sie*,wyptukana” z produktu koricowego reakcji
(ryc. 11). W jadrach podstawy wyznaczona przez odczyn histochemiczny
sie¢ naczyniowa byla ubozsza niz u zwierzat kontrolnych, co wskazy-
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Ryc. 5. Kontrola. Kora moézgowa. Fosfataza zasadowa. Reakcja dodatnia w na-
czyniach wiosowatych, stabngca w miare wzrostu $rednicy naczyn. Pow. 200 X
Fig. 8. Control rat. Cerebral cortex. Alkaline phosphatase activity. Positive reaction
in capillary network declining with increase of vessels' caliber. X 200

~ Ryc. 9. Kontrola. Jadro ogoniaste. Fosfataza zasadowa. Pow. 60 X
Fig. 9. Control rat. Alkaline phosphatase activity in caudate nucleus. X 60

dek aktywnos$ci fosfatazy zasadowej w sieci naczyniowej ko_ry_mézgowej. Pow. 60 X
Fig. 10. Time 0 — directly after last maganese injection. Distinct decrease of alka-
line phosphatase activity in cortical vascular network. X 60
Ryc. 11. Czas 0. Wihosniczki wydajg sie ,,wyptukane” z produktu reakcji wykazujgcej

. . fosfataze zasadows. Kora moézgowa. Pow. 200 X
Fig. 11. Time 0. Capillary vessels in cerebral cortex seem to be washed away
from reaction product. Alkaline phosphatase activity. X 200

3 — Neuropatologia Polska 3/85



306 G. Szumanska, M. J. Mossakowski

Rye. 12. 24 godziny po ostatniej iniekcji manganu. Wzrost aktywnosci fosfatazy
zasadowej w sieci naczyniowej kory mozgowej. Pow. 60 X

Fig. 12. Rat 24 h after last manganese injection. Increase of alkaline phosphatase
activity in vascular network of cerebral cortex. X 60

Rye. 13. 7 dni przezycia po intoksykacji manganem. Zroznicowana aktywnosc
fosfatazy zasadowej w przebiegu poszczegoélnych naczyn. Ogdlnie reakcja stabsza
niz w kontroli. Pow. 60 X

Fig. 13. Rat 7 days after intoxication. Different alkaline phosphatase activity
along the course of particular vessels. Generally the reaction is less pronounced
than in control. X 60

wato, iz w licznych naczyniach nie wystepowat on w ogoble. Stwierdzato
sie rowniez odcinkowe zroznicowanie nasilenia odczynu na przebiegu
tego samego naczynia. W istocie biatej, a przede wszystkim w spoidle
wielkim i w pograniczu korowo-podkorowym, wystepowaty liczne na-
czynia pozbawione produktu reakcji histochemicznej.

W 24 godziny po zatruciu nasilenie odczynu byto wyzsze niz w gru-
pie poprzedniej. Dotyczylo to zwilaszcza kory mézgu (ryc. 12). Zwracato
uwage zrdznicowanie intensywnosci reakcji. Obok naczyn o odczynie
wyzszym niz w normie wystepowaty naczynia z reakcjg Sladowa.

Po 7 dniach odczyn histochemiczny byt nadal znacznie stabszy niz
u zwierzat kontrolnych (ryc. 13). Duze odcinki naczyn wlosowatych nie
zawieraty w ogdle produktu koncowego, w innych stwierdzano jego
znaczne nagromadzenie.

Badanie mikroskopowo-elektronowe. W materiale kon-
trolnym produkt reakcji histochemicznej ograniczony byt wylacznie
do komorek Srédbtonka wiosniczek i tetniczek. Wystepowatl on w postaci
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Ryc. 14. Kontrola. Jgdro ogoniaste. Fosfataza zasadowa. Produkt reakcji na lumi-
nalnej btonie komodrek srodblonka. Pow. 3440 X
Fig. 14. Caudate nucleus of control rat. Alkaline phosphatase activity. The
reaction product on luminal membrane of endothelial cell. X 3440

Ryc. 15. 24 godziny po podaniu manganu. Produkt koricowy wykazujacy miej-
sca aktywnosci fosfatazy zasadowej zgromadzony na luminalnej (duza st.rzaikaS
i abluminalnej (mafte strzatki) btonie $rédblonka ‘oraz na blonie podstawnej wios-
niczki. Pow. 17220 X
Fig. 15. Rat 24 h after manganese intoxication. The final reaction product
accumulated on luminal (big arrow) and abluminal (small arrow% membranes and
on the basal membrane-of /a-capillary wvessel. X 17220



308 G. Szumanska, M. J. Mossakowski

Ryc. 16. 7 dni po podaniu manganu. Produkt koncowy reakcji znaczajacy

aktywnos¢ fosfatazy zasadowej zlokalizowany jest w obszarze btony abluminalnej

(duza strzatka) i “pogranicza” z tl);fona 1r%ozz%tav;(/owaZ $rodbtonka (mata strzatka).
ow.

Fig. 16. Rat 7 days after intoxication. The reaction product localized on the
albuminal endothelial membrane (arrow) and at the border-line with the based
lamina (small arrow). Alkaline phosphatase activity. X 17220

drobnych nieregularnych ziarnisto$ci zwigzanych gtéwnie z ich lumi-
nalng plazmolemma (ryc. 14). Niekiedy wystepowat réwniez w peche-
rzykach pinocytarnych.

Wzorzec zaburzen obrazu histochemicznego u zwierzat do$wiadczal-
nych byt wspélny dla wszystkich grup czasowych. Produkt reakcji hi-
stoenzymatycznej gromadzit sie nie tylko na powierzchni luminalnej
komérek $rodbtonka, lecz réwniez na ich plazmolemmie albuminalnej

Ryc. 17. 1 dni po podaniu manganu. Produkt reakcji fosfatazy zasadowej zlokalizo-
wany w strukturach kanalikopodobnych $rodbtonka (strzatki). Pow. 22 140 X
Fig. 17. Rat 7 days after MnCl2 intoxication. The reaction product localized in
tubular-like structures of endothelial cell. Alkaline phosphatase activity. X 22 140

Rye. 18. 7 dni po podaniu manganu. Fosfataza zasadowa. Reakcja negatywna
we wszystkich strukturach naczynia. Pow. 3440 X

Fig. 18. Rat 7 da%/s after manganese inljection. Negative reaction of alkaline
phosphatase in all vascular structures. X 3440
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i w blonie podstawnej (ryc. 15). Czesto spotykano $rédbtonkowe struk-
tury kanalikopodobne wypetnione produktem odczynu histochemicznego.
Natomiast tylko cze$¢ sposrod licznych pecherzykéw pinocytarnych wy-
petniona byla ziamistosciami produktu konhcowego. Cechg charaktery-
styczng wszystkich grup czasowych byto znaczne zrdznicowanie obrazu
histochemicznego. W czesci naczyn wiosowatych, podobnie jak w nor-
mie, odczyn ograniczat sie do luminalnej plazmolemmy komorek S$rod-
btonka i jej gtebokich wglobien, w czesci zwigzany byt z ich powierzch-
nig abluminalng i btong podstawng (ryc. 16), a w komorkach $rédbtonka
wystepowaty struktury kanalikopodobne wypetnione produktem kon-
cowym reakcji (ryc. 17). W niektdérych naczyniach stwierdzano jego ob-
fite nagromadzenie, w innych bardzo skgpe, a w innych nie stwierdzato
sie go w ogdle (ryc. 18).

OMOWIENIE

Przedstawione obserwacje wskazuja, ze w zastosowanym modelu do-
Swiadczalnej encefalopatii manganowej wystepujg zaburzenia aktywno-
§ci cyklazy adenylowej i fosfatazy zasadowej w S$cianie naczyn krwio-
nosnych mozgu. Sg one najsilniej wyrazone we wczesnym okresie po
zatruciu, ale utrzymujg sie przez caty okres obserwacji. Zaznaczajg sie
przy tym wyrazne roznice miedzy obu badanymi enzymami, o ile bo-
wiem histochemiczny obraz aktywnosci cyklazy adenylowej wykazuje
tendencje do normalizacji w miare wydtuzania si¢ czasu od zatrucia,
o tyle morfologiczne wyktadniki zaburzonej aktywnos$ci fosfatazy zasa-
dowej sg zjawiskiem bardziej trwatym, utrzymujgcym sie do korca ob-
serwacji.

Histochemiczne zaburzenia aktywnosci obu enzymow wyrazaty sie
przede wszystkim wyraznie zmniejszong intensywnoscig odczynu, az do
zaniku wigcznie, bardzo znacznym zréznicowaniem jego nasilenia w po-
szczeg6lnych naczyniach lub ich odcinkach, od bardzo silnego, przewyz-
szajgcego W poézniejszych okresach obserwacji wystepujacy u zwierzat
kontrolnych, do Sladowego lub wrecz jego braku, i wreszcie zaburzeniem
jego rozmieszczenia w elementach $ciany naczyniowej. W warunkach
prawidtowych aktywnos$¢ cyklazy adenylowej w naczyniach moézgu wy-
kazuje zréznicowanie rozktadu. W naczyniach wiosowatych zwigzana
jest ona z luminalng plazmolemma komodrek Srodbtonka i jej wgtobie-
niami oraz z pecherzykami pinocytarnymi, w drobnych tetniczkach na-
tomiast z luminalng i abluminalng powierzchnig Srodbtonkow i zwroco-
nymi do blony podstawnej powierzchniami komérek miesni gladkich
(Wagner i wsp. 1972; Jo6 1979; Panula, Rechard 1979; Szumanska i wsp.
1984; Vorbrodt i wsp. 1984). Rozkiad ten ulegat wyraznemu zaburzeniu
po zatruciu manganem. Zmiany w cytologicznym rozkladzie aktywnosci
fosfatazy zasadowej byly jeszcze wyrazniejsze. U zwierzat kontrolnych
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koncowy produkt reakcji histochemicznej odkiada sie linijnie na lumi-
nalnej powierzchni komdrek $rodbtonka, rzadko wykazujac zwigzek z ich
plazmolemma abluminalng i nielicznymi pecherzykami pinocytarnymi
(Vorbrodt i wsp. 1981 a; Kreutzberg, Toth 1983; Vorbrodt i wsp. 1983).
Sugeruje sie, iz wiasnie w obszarze luminalnej plazmolemmy komérek
$rédbtonka odbywa sie proces defosforylacji réznych substancji metabo-
licznych transportowanych z krwi do moézgu (Vorbrodt i wsp. 1981 a,
b). Polarno$¢ ta ma warunkowaé w przypadku szeregu enzyméw $réd-
btonkdéw naczyniowych, w tym rowniez fosfatazy zasadowej, enzyma-
tyczng kontrole proceséw czynnego transportu (Betz i wsp. 1980). Ule-
gata ona wyraznemu zaburzeniu w zatruciu chlorkiem manganawym.
Produkt reakcji enzymatycznej w licznych naczyniach byt w ogole
nieobecny na zwréconej do S$wiatla powierzchni komérek $rodbtonka,
a gromadzit sie obficie w ich plazmolemmie abluminalnej, w btonie pod-
stawnej oraz w licznych pecherzykach pinocytarnych i w kanalikopo-
dobnych strukturach srddbtonkowych. To ostatnie zjawisko Lossinsky
i wsp. (1981) wiagzg szczegblnie ze wzmozong przepuszczalnoscig naczyn.
Caloksztalt stwierdzonych przez nas zaburzen histochemicznych jest
identyczny ze zmianami opisywanymi w przebiegu uszkodzenia mecha-
nizméw bariery krew-mé6zg (Jo6 1979; Joo i wsp. 1983; Vorbrodt i wsp.
1981 a, b; 1983; Spatz, Mrsulja 1982). Sg one réwniez podobne) do
nieprawidlowosci histoenzymatycznych, dotyczacych szeregu fosfataz nu-
kleozydowych w innych doswiadczalnych stanach patologicznych prze-
biegajacych z uszkodzeniem bariery krew-mo6zg (Torack, Barrnett 1964;
Szumanska i wsp. 1976; Ostenda i wsp. 1978; Szumanska 1981).
Opierajac sie na przedstawionych powyzej spostrzezeniach i danych
Z piSmiennictwa mozna sadzié, ze w zatruciu solami manganu dochodzi
do uposledzenia mechanizméw bariery krew-moézg, z jego wszystkimi
skutkami prowadzacymi do rozwoju ciezkich uszkodzen tkanki. Sg one
zbiezne w czasie z obecnoscig morfologicznych wyktadnikéw naczynio-
pochodnego obrzeku moézgu. Patomechanizm naczyniopochodnego obrze-
ku mézgu nadal nie jest jednoznacznie wyjasniony. W przeciwienstwie
do weczesniejszych pogladéw wigzacych jego rozwdj wylacznie z uszko-
dzeniem Scistych zespolern miedzysrédbtonkowych (Rapaport 1970; Bri-
ghtman i wsp. 1973), obecnie przyjmuje sie alternatywny patomecha-
nizm, uwarunkowany przechodzeniem biatek surowicy krwi do tkanek
moézgu droga wzmozonego transportu pecherzykowego w $rédbtonkach
naczyn (Jo6é 1971; Beggs, Waggener 1976; Westergaard i wsp. 1978).
W regulacji tego zjawiska istotng role odgrywa cyklaza adenylowa, zlo-
kalizowana w S$rodbtonkach naczyh wiosowatych (Jo6 1972). Spostrze-
zenia Wierzby (1984) w tym samym modelu doswiadczalnej encefalo-
patii manganowej z uzyciem peroksydazy chrzanowej, wskazujgce na
penetracje znacznika barierowego z krwi do tkanek mozgu przy nie-
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zmienionym stanie zespolenn $cistych, sugeruja w naszym materiale do-
$wiadczalnym ten wiasnie mechanizm patogenetyczny naczyniopochod-
nego obrzeku mozgu. Potwierdzajg to réwniez przedstawione powyzej
wyniki badan histochemicznych dotyczacych aktywnosci cyklazy ade-
nylowej.

AKTHBHOCTb AEHMJIOBOM 1JHKJIA3blI H IUEJIOHHOH <DOCO>ATA3bI
B COCy”*AX rOJIOBHOrO MO3TA KPLICbl B DKCIIEPHMEHTAJIbHOM
OTPABJIEHHH XJIOPKCTbIM MAPTAHIJOM

Pe3K>Me

Abtopw oyeHH]jiM Ha ypoBHe CBeTOBoro u aneKTpoHHoro MmcpocKona aKTHBHOCTb ajieHHjio-
Bon pHKJia3bi h mejiOHHOH $oc(])aTa3bi b cocy”ax rojiOBHoro MO3ra Kpbicbi b oTpaBjieHHH xnopnc-
thm MapraHijOM. MapraHuoByio SHue”ajionaTnio ohh Bbi3biBajm 7-KpaTHbiM BHyTpn6pioinnHHbiM
BBefleHHeM xjiopncToro MapraHpa b nepno”™e | Mecina b odiijeii AO3e 240 mt M ++/kt Maccbi Tena.
>KHBOTHbIX yMepiHBJIfIHO npH nOMOIHH Hpe3CepAeHHOH nep(j)y3HH (JjHKCHptOIIIHM  CpeflICTBOM
HenocpefICTBeHHO nocne OTpaBjieHHH, cnycTs 24 naca h No hctchchhh 7 /nieit.

B MHKpOCKOnHOit H B 3JieKTpOHHO-MHKpOCKONHO# KapTHHe KOHCTaTHpOBaHO H3MCHeHHH
THCTOXHMHHeCKOH KapTHHbI BbipaECaJOIlJHeCil CHEDKeHHCM aKTHBHOCTH o6onx 3H3HMOB a TBKJKe
HenpaBHJibHoit jioKajimanneit KOHenHoil peaiojHH. Cbohm xapaKTepoM ohh HanoMHHajiH Hapy-
menna onnchiBaeMbie b cjiyHaax noBpejKAeHHH reMaTo-aHpe~ajniHecKoro 6éapbepa. Ohh BHymaioT
ocjia6jieHHe akKTHBHoro TpaHcnopTa b cocy”ax h noBbinieHHe npoHHijaeMOCTH cocynoB ajm Bbico*
KOMOJieKyjiapHbK BemecTB. Ohh yKa3biBann Taxxe Ha to, hto HapymeHHa reMaTO-aHije"ajiHHecKoro
6apbepa MoryT ynacTBOBaTb npn pa3BHTHH MapraHnoBoii 3Hue(j)ajionaTHH.

ADENYLATE CYCLASE AND ALKALINE PHOSPHATASE ACTIVITY
IN THE CEREBRAL BLOOD VESSELS OF THE RAT
IN MANGANESE CHLORIDE INTOXICATION

Summary

Changes in the histochemical activity of adenylate cyclase and alkaline pho-
sphatase in the cerebral microvessels of the rat were studied in manganese in-
toxication at the level of light- and electron microscopy. Manganese encephalo-
pathy was induced by 7 intraperitoneal injections of manganese chloride in the
course of one month in a total dose of 240 mg Mn”+/kg body weight. The ani-
mals were sacrificed by transcardiac perfusion of the appropriate fixatives im-
mediately after last intoxication, 24 h and 7 days after it.

Light- and electronmicroscopic studies revealed alterations in the histoche-
mical picture as compared with that of untreated animals, expressed by reduction
of the activity of both enzymes and abnormalities in distribution of the reaction
end product. They were similar in nature to those described as a result of
changes in the blood-brain barrier. They suggest the existence of both disturbances
of active transport mechanism and increased permeability for high molecular
weight substances. The observed changes indicate that damage to the blood-brain
barrier may play an important role in the pathogenesis of manganese encephalo-
pathy.
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