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SKROTY ZASTOSOWANE W PRACY

ADP - Adenozyno 5'-difosforan
ATP - Adenozyno 5 trifosforan
AMP - Adenozyno 5’~monofosforan

3°5°~cAMP - Cykliczny adenozyno 3',5'-monofosforan

6-AN - 6-amino amid kwasu nikotynowego

6A~NADP ~ Fosforan 6-aminonikotynoamido adenino dinukleotydu
BSA - Frakcja albuminowa z surowicy wolu

CP - Cykl pentozowy

CrP - Fosforan kreatyny

DTT ~ 1,4=ditiotreitol

DHAP - Fosfodihydroksyaceton

DH-G6P ~ Oksydoreduktaza D-glukozo-6-fosforan:NADP 1.1.1.

/Dehydrogenaza glukozo-6-fosforanowax/

DH-6PGA - Oksydoreduktaza O-~fosfo-D-glukonian:NADP
/dekarboksylujaca/ 1.1.1.44 /Dehydrogenaza
fosfoglukonianowa™/

EDTA - Kwas etylenodwuaminoczterooctowy

GAP - Aldehyd 3-fosfoglicerynowy

GSH/GSSG - Glutation /forma zredukowana/utloniona/

G6P ~ Glukozo 6-fosforan
FA - Kwasy tluszczowe
FFA - Wolne kwasy tluszczowe

F-1,6~P -~ Fruktozo-1,6~-difosforan
F-6-P - Fruktozo=6-fosforan
Km - Stala Michaelisa

Lo -~ Iipidy obojetne



LDH - Oksydorcduktaza T~nmleczan:NA) 1.1.1.27
/Dehydrogenaza

NAD+/H ~ Dinukleotyd nikotynoamido-adeninowy - forma
utleniona/zredukowana /nuklootyd pirydynowy/

NADP+/H - Fosforan dinuklcotydu nikotynoamido-adeninowego

/nuklcotyd T a utloniona/z
AP - Wysokocnergetyczne winzania fosforanowe
Pi - Fosforan niocorganiczny
PK - Fosfotransferaza ATP:pirogronian 2.7.1. O
PCA - Kwas nadchlorowy
PhMS - Kwas fenazyno meta-sulfonowy
PC - Fosfatydylocholina
PE ~ Fosfatydyloetanolamina
PI - Fosfatydyloinozytol
PS - Fosfatydyloseryna
TCA - Kwas trdjchlorooctowy
TG - Tréjglicerydy
TRIS - Kwas 2-a no-2-hydroksymotylo-1,3-propanolowy

Nazwy potoczne enzymow uzyte w pracy.
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I. WST P
=-1. Wprowadzenie

Doktryna o bezposrednim zwigzku czynnoéci mézgu z przemiang
energii sformulowana zostala w pionierskich pracach Boyl ‘a i
Lavoisiera. W wersji nowoozesnej prowadzi ona do préb opisu
funkcji mézgu w kategoriach zmian /regulacji/ metabolizmu
energetycznego. Uzycle coraz to bardziej zlozonych technik ba-
dawczych pozwalajacych na korelacje pomiedzy czynnoécisg,a
energetyks mézgu - poczawszy od pomiaru zmian temperatury, prze-
plywu krwi, zuzycia tlenu i glukozy, spektroskopowych pomiaréw
potencjatu oksydacyjno-redukcyjnego z powierzchni kory, a
skoliczywszy na badaniach tomograficznyoh mézgu przy uzyciu
radloizotopéw - przynosilo zawsze duzo poczgtkowych nadziei
i w efekoie kontrowersyjne wyniki szeroko zakrojonych badari.

Reakc ja m6zgu na narastajace niedotlenienie stanowi wias-
ciwy model do prze$ledzenia zaleznosdci pomiedzy metabolizmem
energetycznym, a funkcja o$rodkowego ukladu nerwowego.

OdpowiedZ na pytanie,w czym lezy przyczyna szczegblnej
wrazliwoécl mézgu na brak tlenu,z pozoru wydaje sig prosta.
Mézg charakteryzuje sie bardzo wysokim zapotrzebowaniem meta-
bolicznym i prawie calkowitym brakiem rezerw energetycznych,
tak wigc bardzo latwo moze dojéé do sytuacji kryzysowych.

W warunkach prawidiowego utlenowania zapotrzebowanie energe-
tyczne pokrywane jest poprzez ATP produkowane w tlenowej
przemianie glukozy. Wzrost zapotrzebowania, sygnalizowany

obnizeniem warto$éci ladunku energetycznego komérek, powoduje



przejécie oddyohania mitochondrialnego ze stanu - SpOCZYyn—
kowego, w stan 3 -~ aktywnej p dukcji ATP w procesie oksyda-
cyjnej fosforylacji.

Efektem ograniczenia dostepnosci tlenu jest wzrost stopnia
redukc ji poszczegbélnych ogniw mitochondrialnego larioucha odde-
chowego spowodowany brakiem korficowego akceptora elektronéw,
Aktywnodé oksydacyjnej fosforylacji siabnie prowadzgc szybko
do glebokiego niedoboru energetycznego i dezorganizacji
wszystkich energozaleznych proceséw komérkowych, w tym aktyw-
nego transportu jonéw i depolaryzacji komérek z zanikiem
czynnodci bioelektrycznej mézgu. Zaklécenie energetyczne]
homeostazy komérkowej powoduje dezintegraczje struktur makro-
molekularnych, a powstajgce niskoczgsteczkowe produkty ich
rozpadu, zwi¢kszajgc wewngtrzkomérkowe cidnienie osmotyczne,
stajg si¢ przyozyng obrzmienia komérek i struktur subkomérko-
wych. Stad na ozolo wczesnych zmian morfologicznych w ostrych
stanach niedotlenienia m6zgu wysuwajg sie: obrzmienie komérek
oraz mikrowakuolizacja cytoplazmy odpowiadajaca /16/ obrzmie-
niu mitochondriéw z dezintegracja ich wewnetrznej struktury.
W nastepstwie tych wczesnych zmian, uszkadzajgcych gléwnie
oddychanie komérek nerwowych /36/ nastepujg dalsze procesy
zwyrodnieniowe, prowadzgce w efekcie do obumierania neuronéw
i aktywacji odczynéw glejowych,

Przedstawiony schemat niekorzystnyoh zjawisk metabolicznych
prowadzgcy do szybkiego zaniku funkcji mézgu w wyniku ostrego
niedoboru tlenowego spotykanego w glebokim niedotlenianiu i
niedokrwieniu, stal sie obowigzujgcym réwniez w rozumieniu
patologii zaburzerh wystepujacych w bardziej umiarkowanych

formach niedotlenienia. Za prég wystgpienia niedotlenienia,



ozyll tzw. "kryty zne p02" przyjeto - bardzo trudne zresztg do
eksperymentalnego okreslenia /21, 1 2/ - takie stezenie tlenu,
przy ktérym nastepuje wzrost stopnia redukcji mitochondrialnego
laricucha oddechowego. Wprowadzone pojecie "krytycznego pO "
oparto giéwnie na wynikach badan prowadzonych na izolowanych
mitochondriach "in vitro". Tak wiec, zgodnie z definiojs,
pierwszym objawem niedotlenienia tkanki mialoby byé zaburzenie
oddychania mitochondrialnego, polgczone z obnizeniem syntezy
ATP i wystgpieniem deficytu energetycznego. Ustalono ekspery-
mentalnie, ze zjawiska te wystepujg w mé6zgu dopiero przy obni-
zeniu stezenia parcjalnego tlenu we krwi, ponizej wartosci

20 mmHg / 13/

Taka definicja niedotlenienia, ozy tez "krytycznego p02"
stoi w ostrej sprzecznoici z klinicznymi obserwacjami dotyczg-
cymi zakl6cenia funkoji mézgu w wyniku narastajacej hipoksji,
opisywanymi w licznych monografiach /21, 22/.

Kliniczne wykladniki niedotlenienia pojawiaja sie¢ stosunkowo
wczednie. Poczgtkowo na czolo objawéw wysuwajg sie zaburzenia
neuropsychiczne, przy czym np. wyrazne opéZnienie adaptacji do
ciemnodoi wystepuje juz przy 10% spadku stezenia tlenu we krwi
/117/. Z innych objawéw obserwuje sie réznego rodzaju zaklbce-
nia integrujgcej funkcji mbézgu, wyrazajgce si¢ narastaniem
zaburzen swiadomosci wykrywanych w rutynowych testach psycho-
fizjologicznych., Przy obnizaniu stezenia tlenu do 65 normy
zaburzona zostaje pamieé Swieza /short term memory/. Ponizej
50% - wyraznym zakléceniom ulega zdolnoéé krytycznego sadu,

a pomiedzy 40 a 30% wartoéci kontrolnej utlenowania krwi do-

chodzi do calkowitej utraty Swiadomo$ci.



Przedstawionej powyzeJj sekwencji zaburzer funkcji mézgu nie
towarzyszg zadne objawy naruszenia réwnowagi energetycznej
tkanki. Brak zmian poziomu ATP w mézgu w warunkach umiarkowane
hipoksji po raz pierwszy wykazano w 19 r. /71/ 0d tego czas
gléwnie w péZnych latach 70-tych, wynik ten zostalt potwierdzon
przez szereg o$rodkéw badawczych /w tym réwniez nasz/ / 8/,
wykazujgc niezalezno$é zaburzen funkcji mézgu w hipoksji od
ogbélnego bilansu energetycznego. Wykazano przy tym, ze nie-
ktére typowe reakcje neurofizjologiczne i metaboliczne mézgu
towarzyszgqce niedotlenieniu, jak np. niespecyficzna desynchro-
nizacja zapisu EEG, aktywacja glikolizy ozy wzrost przeplywu
mézgowego krwi, pojawiaja si¢ juz przy wartosciach paO réwnyc
30-40 mm g i takze znacznie wyprzedzajg pierwsze objawy deficy
tu energetycznego /22, 99 151/.

Wydaje sie¢ wigec, e plerwotnych przyczyn dysfunkcji mézgu w
zespolach umiarkowanej hipoksji nalezy upatrywaé nie w zaburzo
nej energetyce, lecz w innego rodzaju zakléceniach proceséw
regulacyjnych, typowych dla tkanki nerwowej, prowokowanych
bezpo$rednio przez niedobér tlenu, a znacznie wyprzedzajacych
zalamanie si¢ homeostazy energetycznej. Na podstawie przytoczo
nej powyzeJj sekwencji wystepowania zaburzen funkcjonalnych méz
przy stopniowym zwig¢kszaniu niedoboru tlenu, mozna sgdzié, ze
procesy te wigzg si¢ $cidle z takimi wyzszymi czynno$oiami
mézgu jak zdolnodci asocjacyjne, S$wiadomo$é i pamiegé. Sg to
w wigkszoéci zaburzenia odwracalne, nie zagrazajace /w przeci-
wieristwie do ostrych stanéw anoksji lub ischemii/ bezposrednio
2yciu. Jednakze, na co wskazuje analiza kliniczna, w cze$odi
przypadkéw, szczegélnie przy przediuzajgcych sig lub powtarzajg

cych epizodach niedotlenienia, zaburzenia te mogg prowadzié do



réznorodnych, trwatych zmian neuropsychicznych /67/

Poznanie patofizjologili stanéw umiarkowanej hipoksji i ich
Jjako$ciowej odrebnosci do obrazu anoksji lub niedokrwienia
powinno daé wskaz6éwki co do mozliwo$ci swoistej terapii, zmniej-
szajgcej prawdopodobieristwo wystgpienia trwatego upo$ledzenia
funkc ji mézgu.

Stopniowemu obnizaniu ste¢zenia parcjalnego tlenu we krwi
towarzyszg typowe reakcje fizjologiczne organizmu, przeciwdzia-
lajace wystgpieniu niedotlenienia tkanek. Aktywacja chemorecep-
tor6w powoduje hiperwentylaoje¢ z towarzyszaca alkalozg odde-
chowa /48/. Réwnoczesnie, odwrotnie proporcjonalny do wielko$oi
wysycenia krwi tlenem wzrost przeptywu mézgowego krwi 5/
zapobliega w pewnych granicach wystgpieniu deficytu tlenowego
mézgu. Te ogbdlnoustrojowe mechanizmy regulacyjne ulegajg zala-
maniu przy dalszym poglebianiu hipoksji i i1l0$é tlenu dyfundu-
jaca z krwi do mézgu ulega ograniczeniu.

Grot 1 wsp. /69/ w badaniach prowadzonych na psach stwierdzili,
%2e zmniejszenie dyfuzji tlenu do m6ézgu wystepuje juz przy obni-
z2eniu stezenia pa 2 ve krwi ponizej warto$ci 60 mmHg, podczas
gdy Davies i Bronk /33/ wykazali, 2e oddychanie kory mézgu po-
winno teoretycznie funkcjonowaé prawidlowo do granicznego po-
ziomu utlenowania tkanki wynoszacego 5 mmHg. W innych pracach
ci sami autorzy podajg, 2e w warunkach normoksji wartosci poO

w korze mbézgu wahajg sie w szerokich granicaoh od 2«10 mmHg.
Podobne dane uzyskano w innych laboratoriach /90, 9 Wynika-
loby z tego, 2e mbézg funkcjonuje zawsze w warunkach krytycznego
utlenowania. Kazde dodatkowe ograniczenie dyfuzji tlenu powinno

wi¢c doprowadzié do wystgpienia obszaréw niedotlenienia tkanki.



W badaniach prowadzonych metodg spektrofotometrii odbiciowej

na nienaruszonej korze mézgu kotéw, J i wsp. /93 115/
stwierdzili, %ze uklad cytoohroméw a + cyklicznemu
utlenieniu i redukcji w zaleznobéci od aktywnodci bioelektrycz-
nej tkanki. Autorzy ci okres$lili réwniez, ze w warunkach spo-
czynkowych i normoksyjnych, ukiad cytoohroméw w korze mézgu
kotéw jest zredukowany co najmmiej w 85 /92/. Badania redukcji
ukiadu cytochroméw prowadzone metodg optycznych pomiaréw po-
wierzchni kory mézgu /92/ w hipoksji wykazaly réwniez, ze ist-
nieje state dostosowywanie si¢ stopnia redukcji ukltadu cyto=-
ohroméw a + a do niewielkich nawet zmian pO tkanki. Ewentual-
nie towarzyszgce im zmiany w zuzyciu tlenu i produkcji ATP sq
nieuchwytne za pomocgqg ogélnie stosowanych metod. Powyzsze dane
z piSmiennictwa podkreslajq réznice w funkcjonowaniu laricucha
oddochowego w korze mézgu "in situ" w pordéwnaniu z izolowang
frakcja mitochondrialng /128/.

Jak juz wspomniano, pierwsze objawy zaburzenia homeostazy
energetycznej mézgu pojawiajg sie¢ dopiero przy obnizeniu ste-
2enia tlenu we krwi ponizej wartosci 20 mmHg. Ta opbéZniona, w
stosunku do upo$ledzonej dyfuzji tlenu, reakcja metaboliczna
tkanki, sugeruje istnienie wewngatrzkomérkowych mechanizméw
kompensacyjnych, skutecznie przeciwdziatajgcych wczesnemu
wystgpieniu niedoboru zwigzkéw wysokoenergetycznych. Objawem
towarzyszgcym tym zmianom metabolicznym mogg byé narastajace
zaburzenia funkcjonalne mézgu, rozwijajace si¢ pomimo niezmienio-
nego bilansu energetycznego tkanki. Zalozono, ze przy pewne]
wartodci granicznej niedotlenienia mézgu, tuz przed pojawieniem
sie¢ plerwszych oznak deficytu energetycznego, nastepuje maksy-

malne nasilenie i uogélnienie tych adaptacyjnych zmian metabo~



licznych. To stadium niedotlenienia nazwano umownie niedotle-
nieniem "umiarkowanym", w przeciwielistwie do stanéw "glgbokiego"
niedotlenienia bgdZz niedokrwienia, w ktérych homeostaza enorge-
tyczna ulega wyrazZnemu zalamaniu. Przeprowadzone badania nad
regulaoja prooesédw podstawowego metabolizmu mézgu mialy przy-
nie$é odpowiedZ na zagadnienie o zasadni zym znaczeniu, a mia-
nowicie, dlaczego umiarkowane niedotlenienie mézgu, pomimo
braku oznak zaburzonej homeostazy energetycznej, prowadzi do
glebokich zaburzen metabolicznych i funkc jonalnych, a takze,

w czebci przypadkéw do zmian strukturalnych osrodkowego ukladu
nerwowego /OUN/.

W chwili podjecia wlasnych badai nad ocena zmian biochemicz-
nych mézgu towarzyszgcych umiarkowanym postaciom hipoksji,
problemem jej odrebno$ci jakosciowej od ostrych form niedotle-
nienia byl slabo rozrézniany. W ostatnich latach pojawilo sie,
réwnolegle do naszych badan, szereg prac podkreélajacych réznice
mechanizmu dysfunkcji mézgu w tych dwéch postaciach niedotle-
nienia / , 10, 12, Powstaly dwie interesujace hipotezy,
dotyczace mechanizmu zaburzen funkcjonalnych mézgu w energe-—
tycznie skompensowanym niedotlenieniu.

Pierwsza zaklada istnienie lokalnych, nie wykrywalnych przy
obecnie stosowanej metodyce, niedoboréw zwigzkéw wysokoenerge-
tycznych w oérodkach pnia a przede wszystkim rdzenia przediu-
zonego, szczegbdlnie istotnych dla funkcji mézgu. Dopiero po-
nizej granicznej warto$ci utl nowania krwi 20 mmHg/, spadek
zwigzkéw wysokoenergetycznych nastepuje lawinowo w calym mézgu,
Pomimo licznych, ukierunkowanych badan /52, 139/ brak jest

przekonywa jacych dowodéw na istnienie lokalnych, wybiérczych



zaburzeni tego typu. Koncepcja ta jest jeszcze bardziej watpli
w dwietle przytoozonyoh uprzednio danych z bezpoérednich pomi
réw utlenowania ukladu oytoohroméw w mézgu in vivo /92, 93,

115/. Jezeli mézg funkcjonuje normalnie w granicznych wartos-
ciach utlenowania laficucha oddechowego, to wystepowanie nie-

doboru tlenu w aktywnych metabolicznie obszarach, jest zjawis

kiem fiz jologicznym, nie wywierajgcym ujemnego dzialania na
funkc jonowanie tkanki nerwowej jako calosci. Nalezy wiec przy
Jaé, ze w mézgu istnieje bardzo wysoka zdolnosé kompensac ji
wystepujacego lokalnie niedoboru tlenu.

Podobng nieco hipotez¢ wysuneli Cox i Baohelard na podsta-
wie badan reakcji skrawkéw hipokampa na postepujgcy niedobér
substratéw energetycznych in vitro /23, 25 Wykazali on
stosunkowo wczesne zaburzenia potencjaléw czynnoéciowych w
niedotlenianyoh skrawkach tkankowych mézgu, wyprzedzajgce pog
wienie si¢ zmian w bilansie energetyoznym, monitorowanym met
magnetycznego rezonansu jgdrowego. Uwazaja onl, ze zaburzenir
transmisji zwigzane sgq z wystepowaniem lokalnyoh, niemierzal-
nych stosowanymi metodami, zmian stezeri ATP w niewielkich, 1«
szczegblnie aktywnych pulach subkomérkowyc
Druga z omawianych hipotez dopatruje sie przyczyn wczesnego
zakl6cenia funkcji mézgu w szczegbdlnej wrazliwodci metaboliz
neurotransmiteréw na niedotlenienie 31, 32, 150 Wykazano,
hydroksylaza tyrozynowa, kluczowy enzym procesu syntezy amin
biogennych, jest szczegbélnie wrazliwa na wahania stezeri tlem
a jej aktywnosé w mézgu jest liniowo zalezna od p 2 ¥ krwi
zylnej 31 Jednakze badania prowadzone in vivo w hipoksji
podobnym jak stosowane przez nas nasileniu, nie potwierdzity

upofledzenia syntezy amin biogennych w mézgu /17, 32/. Pewne



zwolnienie obrotu metabolicznego dopaminy, wystepujgce w
prazkowiu w czasie hipoksji, zbiegalo sie¢ z pobudzeniem meta-
bolizmu innych neuroprzekaznikéw, miedzy innymi noradrenaliny
w pniu mézgu Wydaje sie¢ wiec, Ze niejednolite, lokalne,
czgsto przeciwstawne zmiany metabolizmu katecholamin, obserwo-
wane w umiarkowanej hipoksji, sg raczej odbiciem uogélnionych
zaburzen funkc jonalnych, niz skutkiem zahamowania aktywnosci

Jednego, szczegdélnie wrazliwego ukladu enzymatycznego. Naleza-

loby zatem traktowaé je jako wykladnik, a nie przyczyne zabu-
rzen funkcji mézgu w umiarkowanym niedotlenieniu,
Towarzyszgce niedotlenieniu zmiany w sekrecji i wychwycie neuro-
przekaZnikéw przez zakoriczenia synaptyozne 39 112, 153/
dotyczg gléwnie badari prowadzonych w o wiele ostrzejszych sta-
nach niedotlenienia, z calym, towarzyszgcym lancuchem ciezkich
nastepstw metabolicznych.
Nalezy wspomnieé prace wskazujgce na szczegdlng wrazliwosé
nouronéw cholinergicznych mézgu na niedobér tlenu. Gibson i

ass wykazali, Ze skompensowane energetycznie niedotle-
nienie powoduje znaczne obnizenie wbudowywania znakowanej
choliny do acetylocholiny. Obserwowane przez nas in vitro ob-
nizenie wrazliwoéci cyklazy adenylanowej na stymulacjg¢ nor-
adrenaling w skrawkach m6zgu zwierzgt poddanych hipoksji /100/
sugeruje, z roéwniez funkcja receptoréw adrenergicznych moze
byé zaburzona w niedotlenieniu,
Wszystkie ombéwione powyzej dane przemawiajg za, w pewnym sensie
nioswoistym ¢ zaburzell w wieloskladnikowym procesie
neurotransmisji moggcych pojawié si¢ w umiarkowanym niedotlenie-~
niu. Wskazujg na duzg wrazliwoidé tego zlozonego procesu na nie-

dobér tlenu, nie wyjadniaja jednak przyczyn tego zjawiska.



-2, Cel pracy

Przedstawione powyzej dane z pis$miennictwa wskazuja wyraz-
nie na odre¢bny, wyprzedzajgcy pojawienie si¢ deficytu energe-
tycznego mechanizm zaburze towarzyszacych lagodnym postaciom
niedotlenienia
Wydawalo si¢ uzasadnione przyjecie hipotezy, %e przyczng ob-
serwowanych zaburzen metabolicznych i czynnodciowych w skom
pensowanym energctycznie niedotlenieniu moze byé czasowe
ograniczenie zuzycia ATP w procesach istotnych dla funkcji,
lecz nie dla utrzymania integralno$ci /przezycia/ komérek.
Dlatego tez w badaniach skoncentrowano sig¢ na ocenie podsta-
wowych przemian zuzywajacych ATP ze szczegbélnym uwzglednie-
niem proceséw syntez zwigzké6w makromolekularnych. Z uwagi na
znaczenie przemiany glukozy w cyklu pentozowym i jej $cislg
korelacje¢ z procesami syntez lipidéw i kwaséw nukleinowych,
okreslono jej aktywno$é w mézgu w czasie niedotlenienia.
Cze$é zagadnien, dotyczacych regulacji wewnatrzkomérkowego
metabolizmu glukozy, a szczegbélnie jeJ wykorzystania w proce-
sach syntezy zwigzké6w makromolekularnych oraz w przemianie
prowadzgcej do powstania pentoz, opracowano w ukladach mode-
lowych in vitro.

Oceng¢ utrwalonych skutkéw niedotlenienia przeprowadzono na
podstawie analizy zmian w lipidach mézgu, frakcji
larnej najbardziej p na uszkodzenia zwigzane z defi-

cytem tlenowym.



II. MATERTIAL I METODY

II-1. Model niedotlenienia

Badania wykonano na samcach szczuréw rasy Wistar o ciezarze
ciatla 200-250 graméw,

Przed przystgpieniem do wlasciwego doswiadczenia zwierzeta
poddawano krétkotrwalej narkozie przy uzyciu mieszaniny halo-
tanu i podtlenku azotu wediug metody opisanej przez Lewisa
/105/. Umozliwialo to wprowadzenie do tetnicy ogonowej kaniuli
sluzgcej nastepnie do pobierania prébek krwi w czasie wilasci
wego doswiadczenia,a takze do zalozenia czujnika temperatury.

W péitorej godziny po przygotowawczym zabiegu zwierzeta
umieszczano w hermetycznej komorze o pojemno$ci 25 . Niedotle=-
nienie hipoksyjne wywolywano przy uzyciu mieszaniny gazowe]j
zawlera jgcej 7 tlenu w azocie, przepuszczanej przez komore z
szybkoécig 2 1/min. W wigkszo$ci doéwiadczenh niedotlenienie
prowadzono przez 2 godz. W uzasadnionych przypadkach, jak po-
dano w odpowiednich rozdzialach pracy, przediuzano je do 3 godz
Cieptote ciala szczuréw niedotlenianych utrzymywano na poziomie
kontroli, nagrzewajgc je lampg lub poduszkg elektryczng,

Pomiar cisnienia tetniczego krwi prowadzono przez caly czas
trwania eksperymentu.

Tabela 1 przedstawia pordwnanie parametréw krwi u szczurdw
badanych w péitorej godziny po zabiegu przygotowawczym /kiedy
rutynowo rozpoczynano niedotlenienie/, z danymi z pismiennictwa
/ 105 dotyczgcyml szczurdw nieusypianych, Otrzymane wyniki
nie réznig si¢ w sposéb istotny i pozwalajg traktowaé te grupe

zwierzgt na réwnl ze zwierzetami nieusypianymi.
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1I-2., Preparaty a mdézgu

Mézg do badan pobierano w réznych czasach trwania niedotle-
nienia jak réwniez w réznych okresach po przebytym niedotlenie~
niu, Zwierzg¢ta dekapitowano i mézg wypreparowywano oddzielajac
opony i naczynia. Podzial anatomiczny mézgu przeprowadzano wg
schematu podanego przez Glowiniskiego i Iversena /65/ Prepara-
tyke prowadzono w temp. °C.

Cze¢éé oznaczen przeprowadzano na mézgach wypreparowanych z
g16w szczurdéw, ktdére natychmiast po dekapitacji zamrazano w
cieklym azocie. Jedng grupe badan wykonano na mézgach zwierzgt
w calo$ci zamrazanych w cieklym azocie =z wylgczeniem dekapi-
tacji Dalszy podziai, wazenie i ekstrakcje¢ przeprowadzano w

tych przypadkach w temperaturze nie przekraczajgcej ~-20°c.

I1-3 Materiat do$wiadczalny

Wypreparowany mézg uzywano bgdZz do bezpos$redniej ekstrakcji
badanych zwigzkdéw, bgdZ tez do sporzgdzenia materiaiu do dal~
szych do$wiadczen in vitro,

Skrawki mdézgu o gruboséci O, mm preparowano w chlodni w tempe-
raturze nie przekraczajgcej 10°%. Po przemyciu zimnym 0,9% NaCl
i zwazeniu, umieszczano je w naczZynkach Warburga /ok. 100 mg
wilgotnej masy na naczynko/ w medium Krebsa-Ringera o p
Wigkszoéé dodwiadczen przeprowadzano w atmosferze tlenu,

temp. 37°C i w objeto$ci koncowej 2 ml, uzywajagc 2 mM glukozy
jako substratu.

Homogenaty tkanki /10 v/v/ otrzymywano w 0,3% mannitolu z
dodatkiem 0,1 mM EDTA o pH 7,5.
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Frakcje cytoplazmatyczng i mitochondrialng homogenatu mézgu

otrzymywano drogg réznicowego wirowania, stos rutynowe

metody /129/.

II-4, Badania przemiany podstawowej glukozy w mézgu szczura

Badania radioizotopowe in vivo przeprowadzano w réznym
czasie po dootrzewnowym podaniu znakowanej glukozy. Szczegélowy
opis eksperymentu podano w odpowiednim rozdziale /IV-

Aktywnoéé specyficzng glukozy oznaczano zardéwno we krwi, jak i
w mézgu, Oznaczenia przeprowadzono w prébkach, ktére po odbiail-
czeniu i neutralizacji przesgczano przez kolumny wymieniaczy
Jonowych Dowex 1-XB oraz Dowex 50-X8, o wymiarach 0,5 x 2 cm.
Stezenie glukozy i jej radioaktywno$é okreSlano w wycieku z
kolumny. Zgodnie z piémiennictwem /121/ wykazano, e postepowa-
nie to jest wystarczajgce do usuniecia z przesgczu wszystkich
polarnych metabolitéw glukozy.

¥ badaniach tych przeprowadzono réwniez rozdzial nadsgczu homo-
genatu mézgu otrzymanego w 5 kwasie tréjchlorooctowym /TCA/
na dwie frakcje: nioaminokwasows i aminokwasowg. W tym celu
uzyto kolumny ZeO-karb 225 wg metody podanoj przez Vrba i wsp.
/1 7/. Sprawdzenie metody przeprowadzono na standardach, roz-
dzielajgc izotopy i

Izolacje 1 pomiar aktywno$ci izotopowej frakcji makromolekular-
nych przeprowadzono wg metod podanyoh w rozdziale nastepnym

/II-5/

b/ Badania metabolizmu glukozy w skrawkach mézgu szczura
Skrawki tkankowe wypreparowane z mézgu umieszczano w naczynkach

Warburga w warunkach podanych uprzednio.
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Izotopy glukozy lub inne znaczniki o znanej aktywno$ci specy-
ficznej podawano z ramienia bocznego naczynka Warburga po
1 min preinkubacji skrawkéw,
Pomiary zuzycia tlenu wykonywano manometrycznie., Dwutlenek
w3gla adsorbowano na bibule filtracyjnej wysyconej roztwo-
ram hiaminy, umieszczonej w studzience naczynka Warburga.
Inkubacj¢ skrawkéw koliczono przez dodanie 0,2 ml kwasu
nadchlorowego /PCA/ z drugiego ramienia bocznego naczynka.
Scrawki wytrzgsano przez dalsze min w celu calkowitego
zsadsorbowania CO wytworzonego w czasie inkubacji. Nastepnie
b przenoszono do naczynek z plynom Braya i mierzono
radioaktywnoé¢ w liczniku scyntylacyjnym,
Zuzycie glukozy i1 produkcj¢ kwasu mlekowego mierzono w medium
inkubacyjnym wg metody podanej w rozdziale nastepnym /II-6
trakcjg bialek, lipidéw i kwaséw nukleinowych ze skrawkoéw

p inkubacji, przeprowadzano wg metod podanych w rozdziale -5

c/ Badania metabolizmu glukozy we frakcji cytoplazmatycznej

homogenatu mdézgu szczura

Inkubacj¢ przeprowadzano réwniez w naczynkach Warburga w
wsrunkach jak opisano poprzednio i w kolicowym stezeniu bialka
wynoszgcym 3-3,5 mg/m . Standardowa mieszanina inkubacy jna
zgwierata 1 mM ATP, 2 mM MgSO , 1 mM NAD , 30 mM nikotynamid,

5 mM KHZPOh, 50 mM bufor glicylglicynowy o pH 7

Aktywno$é glikolityczng oznaczano uzywajgc kolejno 5 roztwo-
réw glukozy, G P i F-1,6-P jako substratéw, poprzez pomiar
przyrostu kwasu mlekowego w okreélonym czasie inkubacji.

Aktywnoéé utleniania glukozy w reakcjach zwigzanych z cyklem
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pentozowym / -G P i DH-6PGA/ mierzono poprzez sprzezenie
ich z redukcja egzogennego glutationu

W tych doéwiadczeniach, medium inkubacyjne, identyczne Jjak do
pomiaréw aktywno$ci glikolitycznej, zostalo wzbogacone o

0,5 mM Nappt 4 2,5 mM GSSG. Szybkoé¢é redukcji glutationu mie-
rzono poprzez oznaczanie przyrostu niebialtkowych grup SH w

czasie inkubacji wg metody Ellmana

II-5 Metody ekstrakcji i analizy frakcji makromolekularnych

z mézgu szczura

Kole jno$¢ ekstrakcji frakcji makromolekularnych zaréwno z
homogenatdéw tkanki jak i skrawkéw mézgu oparto na schemacie

opisanym przez Glazera i Webera

Lipidy

Ekstrahowano wg metody Foloha /59/. Frakcjg¢ chloroformowo :
metanolows /2:1 v/v/ suszono w strumieniu azotu i rozpuszczanr
w chloroformie : metanolu /2:1/ do dalszej analizy metodq

chromatografii cienkowarstwowej.

Gangliozydy ekstrahowano do gérnej fazy Fo . Zwigzany z
z lipidami kwas sialowy oznaczano wg metody rezorcynolowe]j
Svennerholma /158/ po uprzednim usunigciu droga dializy

substanc ji niskoozgsteczkowyoh.

Fosfolipidy oznaczano ilofciowo w dolnej fazie Foloha przez
okreélenie w niej fosforanu nieorganicznego wg metody Fiske-

Subarrowa zmodyfikowanej przez Bartletta i wsp. /60/.
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Glikolipidy w dolnej fazie ekstraktu Folcha oznaczano poprzez
okre$lenie iloéci galaktozy wg metody orcynolowej Svenner-

holma /159/.

Kwasy ‘tluszczowe wyodrebniano poprzez saponifikacj¢ ekstraktéw

lipidowych wg metody Katesa /97/

Chromatografi¢ cienkowarstwowg lipidéw dolnej fazy Folcha

przeprowadzano wg metody Opieriskiej-Blaut /127/.

Rozdzial chromatograficzny otrzymywano na zelu krzemionkowym Ii
w mieszaninie chloroformu : metanolu : amoniaku v/v/.
Poszczegélne plamy wywolywano w parach jodu i identyfikowano
przez poréwnanie ioh ruchliwoéci z réwnolegle chromatografowa-

nymi standardami.

Kwasy nukleinowe

Odlipidowany osad ogrzewano przez 20 min w 90°C w5 TCA o
objetodci 5 krotnie przewyzszajacej wyjéciowag mase tkanki.

Po odwirowaniu nadsgczu osad przemywano 2 krotnie zimnym 5% TCA.
Polaczony nadsgcz uzywano do oznaczen radioaktywnos$ci i absor-
bancji przy diugo$ci fali Swiatla 268,5 nm wg metody Logana i
wsp. /107/ wyrazajac stezenie kwaséw nukleinowych iloécig

zawartego w nich fosforu nieorganicznego.

Bialka

Pozostaly po ekstrakcji kwaséw nukleinowych osad przemywano
kolejno: 96% alkoholem etylowym, acetonom i oterem etylowym.
Po odwirowaniu i osuszeniu, pozostaly osad wazono i rozpusz-
czano w NCS /preparat firmy Nuclear Chicago w celu pomiaru

radioaktywnosci.
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W czeéci dosdwiadczerh bialko w peilnym homogenacie oznaczano

iloéciowo metodg Lowry ego /110/.

Pomiary radioaktywno$ci wykonywano w liczniku scyntylacyjnym

Isocap 300 firmy Merck, uzywajgc firmowych scyntylatoréw:
spoctrafluor/toluen w przypadku frakcji niepolarnych oraz mie-
szaniny Braya w przypadku frakcji rozpuszczalnych w wodzie.
Radioaktywnos$é obliczano z uzyciem standardéw wewnetrznych i
zewnetrznych i wyrazano iloécig rozpadéw na minute /dpm/ w

przeliczeniu na jednostki wlasciwe dla danych frakcji.

Azot o -aminowy oznaczano wg metody ninhydrynowej /162/.

II-6. Oznaczanie ste¢zenh substratéw w mézgu szczura

a/ Oznaczenia spektrofluorymetryczne G6P, 6PGA, CrP, ATP,

ADP, AMP i pirogronianu

Przygotowanie tkanki: 200 mg zamrozonejJ w cieklym azocie
tkanki homogenizowano w O.4 ml roztworu 0,1 M HC1l w 100% eta-
nolu. Homogenat inkubowano przez 12 godz. w temperaturze -25°C
Nastgpnie dodawano 2 ml 0,3 M HCth zawlierajgcego 0,1 mM EDTA
i wirowano przez 25 min przy 500 g. Nadsacz zbierano i uzupel-
niano do statej objetoédci buforem 0,5 M tréjetanolaminy~HC1l
plH 7,6 z 2 M K2003. Po sedymentacji klarowng frakcje uzywano
do pomiardw.

W przypadku oznaczania substratéw we krwi postegpowano Jjak
wyzej, z tym, Ze zamrozong w cieklym azocie krew ekstrahowano
w objetoéciach obnizonych odpowiednio do wagi proéby.

Pomiary wykonywano na spektrofluorymetrze firmy Aminoo-Bowman,

przy dlugo$ci fali wzbudzenia 340 nm i emisji 465 nm oraz



szczelinach 3/2/0,5 mm.

Dokladne warunki oznaczania poszczegdélnych substratéw podano

w zalgczonej tabeli 2. Skiad mieszanin inkubacyjnych oparto

na warunkach podanych w pracy Macmillana i Sies]j /113/
Uzywano w reakcjach NADII pozbawione bylo zanieczyszczen przez
AMP wg metody opisanej przoz Folbergrovg /57/

Standardy: G6P, 6PGA, CrP, ATP, ADP, AMP i pirogronianu firmy
Sigma/ przygotowywano jako roztwory 1 mM, a ich dokladne ste-
2enia oznaczano metodami spektrofotometrycznymi. Po oznaczeniu
fluorymetryoznym stezenia endogennych substratéw, w tej samej
kiuwecie wykonywano kazdorazowo pomiary ich standardowyoh
roztworéw w zakresie stezen 1-3, M a w przypadku nukleotydéw

adeninowych od 0,5 - 7 5 uM.

b/ Oznaczenia spektrofotometryczne glukozy i kwasu

mlekowego

Do badari uzywano ekstraktéw tkankowych otrzymywanych jak w

przypadku oznaczert fluorymetrycznych.

Glukoze oznaczano przy uzyciu metody enzymatycznej w sprzezonej
reakc ji heksokinazy i dehydrogenazy G P wg Schmidta /1 5/
Medium reakcyjne zawierato: bufor tréjetanolaminowy 0,3 M

pH 7,5, MgSOu 4 wM; NADP O, wmM; ATP 0,5 mM, heksokinaze i
DI-G P o aktywnosci 1,5 jm/ml.

Reakc j¢ przeprowadzano przy diugoéci fali 3 ¢ nm do calkowitego

zatrzymania /ok. 10 min/ wobec Slepej préby odczynnikowej.



20

http://rcin.org.pl



Kwas mlokowy

Oznaczano metodg enzymatyczna Horna Bruna / w reakcji
dehydrogenazy mleczanowej. Medium reakcyjne zawieralo: bufor
glicynowy O M pH 9,0; NAD 2,5 mM; LDH 5 j/ml. Reakcje prze-
prowadzano przy diugoici fali 3 O do oalkowitego zatrzyma-
nia wobec $lepej préby odczynnikowej.

Pomiary wykonywano na spektrofotometrze firmy Uni am SP 500 w

kiuwetach o pojemnosdci O ml 1 diugodci drogi Swiatia 1 cm.

c/ Oznaczanie 3° 5 -cAMP przy uzyciu metody

radioizotopowej

Poziom 3 5 -cAMP byl mierzony w ekstraktach mézgu przygoto-
wanych wg zasad podanych w opisie metod spektrofluorymetrycznych.
Oznaczenie bylo oparte na wspélzawodnictwie wiazania nieznako-
wanego, endogennego 3 ‘—cAMP o miejsca wigzgce radioaktywny
substrat do bialka o wysokim powinowactwie. Oznaczenia

wykonywane z uzyolem standardowyoh testéw firmy Boehringer.

I11-7 Oznaczanie aktywno$ci enzyméw zwiazanych z cyklem

pentozowym w mézgu szczura

Aktywno$é enzyméw badano we frakcjli oytoplazmatycznej homo-
genatu mézgu, Homogonaty tkanki otrzymywano w 0,1 M buforze
fosforanowym pH 7,5 /1:9 w/v/ i wirowano 30 min w 20 000 g.
Aktywno$é D -G P i DH-6PGA oznaczano wg metody Lohra /108/.

W warunkach inkubacyjnych podanych w tabeli, zmiany absorbanoji
mierzone w diugo$ fali 3 O nm, byty liniowo zalezne od steze-
nia bialka préby i czasu reakcji do 10 min trwania pomiaru,

Aktywnoéci enzymatyczne wyrazano w molach NADPH powsta jgcego
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w czasie godzinnej inkubacji z 1 mg bialka supernatantu sto-

sujgc molowy wspélczynnik ekstynkcji E = 6,22 x 10 ocm“/mol.

Tabela 3 Warunki oznaczania aktywnos$ci enzyméw w cyto-

plazmie mézgu szczura

-8, Analiza statystyczna wynikéw

Wyniki wyrazano jako 4rednie arytmetyczno z podanej iloéci
dodwiadczen odchylenie standardowe /SD/ lub $redni blad
standardowy /SEM/,

Znamienno$é statystyczng réznic pomiedzy danymi liczbowymi
obliczano na podstawie testu t Studenta. Jako znamienne

przyjmowano warto$ci dla ktérych p <{0,05.



III. WYNIKTI BADARN

I1I-1. Charakterystyka modelu niedotlenienia

W czasie niedotlenienia szczury byly pobudzone ruchowo przez
pierwsze 30 min a nastgpnie ich aktywnoéé ruchowa sukcesywnie
malala. Wystepujaca w 2-giej odzinie stopniowa utrata ake ji
szczurdéw na bodZoe zZewnetrzne wskazywala na wystgpienie $pigczki.
Wartoéci cidnienia parcjalnego t nu w krwi tetniczej oscylo-
waly na poziomie 25 mmHg /Tabela 1, Wykres 1/. Towarzyszyl temu
znaczny spadek cidnienia parcjalnego dwutlenku wegla do poziomu
20 mm g, spowodowany hiperwentylacja zwierzat niedotlenianyc
Znaczne obnizenie paCO wplywalo na ustalenie si¢ tendencji do
alkalizacji krwi tetniczej, pomimo towarzyszgcej kwasicy meta-
bolicznej. Wykladnikiem kwasicy metabolicznej bylo obnizenie
si¢ zasobu zasad oraz wysoki poziom tzw. nieskompensowanego
przyrostu mleozanu /141/ w niedotlenieniu /Tabela /.

Wzgledng stabilno$é badanych zmiennych krwi w czasie trwania
niedotlenienia ilustruje wykres Jedynie ciénienie tetnicze
krwi obwodowej wykazywalo stalsg tendencje¢ znizkowa w czasie

niedotlenienia, przy czym w zadnym przypadku nie spadalo

ponizej 80 mmHg. Biorgc pod uwage, ze w opisanych warunkach
nicdotlenienia przeplyw mézgowy krwi wzrasta /15/, wydaje sie,
2e nieznaczny spadek ciédnienia obwodowego nie powinien odbié

ie¢ na ukrwieniu mézgu.



Wykres 1. Ciénienie czgstkowe tlenu, dwutlenku wegla, pH
i érednie ci$nienie /MABP/ krwi tetniczej szczuréw
w czasie 2 godz. niedotlenienia mieszaning
7 02 w N2.
Srednie wyniki z 8 doéwiadczen +SD,.
/Domaniska-Janik, Zalewska, Resuscitation 1980, 7

207-21 /.
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Dynamika zmian poziomu glukozy i mleczanu we krwi tetniczej

w czasie niedotlenienia przedstawiona jest na wykresie 2,

Wykres 2, Stezenie glukozy i kwasu mlekowego we krwi tetniczej
szczuréw niedotlenianych 2 godz. mieszanina
7 0,
Srednie wyniki z 8 doéwiad zen +SD.
Domariska-Janik Zalewska, Resuscitation 1980, 7,
207~

w NZ'

Stezenle glukozy wzrastalo do 1 wartodcl kontroli we wczes-
nym okresie niedotlenienia i pozostawalo na tym poziomie przez

2 godz. trwania eksperymentu., Wzrost poziomu mleczanu we krwi
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osiagal w pierwszej godzinie wartosci 381 kontroli, a w
drugiej dochodzil do

Jednakze jak przedstawiono w tabeli , pomimo narastania ste-
%enia mleczanu w drugiej godzinie trwania niedotlenienia réwno-
waga kwasowo-zasadowa krwli pozostawala niezmieniona w stosunku
do wartoéci otrzymanych po jednogodzinnej hipoksji. Poziom
pirogronianu wzrastal réwnolegle do poziomu mleczanu i stosunek
mleczan/pirogronian nie ulegal zmianie poczawszy od {15 minut
niedotlenienia. Stabilnoéé zmiennych krwi obwodowej w ciagu

2 godz. eksperymentu wskazuje na prawidilowg adaptacje¢ ukladowg
/krazenia, oddychania, reakcji hormonalnych/ organizmu szczura
do wystepujgcego niedostatku tlenowego i stanowi argument
przeciwko zalamaniu si¢ krgzenia i narastaniu komponentu nie-
dokrwiennego jako dodatkowego czynnika patogennogo wiklajgcego

obraz badanej hipoksji.

IIT-2., Wpiyw niedotlonienia na poziom metabolitdéw

zwigzanych z przemiang energetyczng mézgu

Poziom zwigzkéw wysokoenergetycznych /ATP oraz sumy kleo-
tydéw adeninowych/ w mézgu szczura nie zmienial sie w sposéb
istotny w ciggu 2 godz. trwania niedotlenienia /Tabela 5
Jedynie stezenie fosforanu kroatyny /CrP/ ulegalo nieznacznemu
lecz statystycznie znamiennemu obnizeniu. Biorgc jednak pod
uwage, %e w warunkach znacznej akumulacji mleczanu, stata réw-
novwagi pl-zaleznej reakcji kinazy kreatynowej ulega przesunie-
ciu, nalezy przyjaé, 2e wybidércze obnizenie poziomu substratu
tej reakcji w tkance nie odzwierciedla deficytu energetycznego,
a Jedynie zmiang¢ wewngtrzkomérkowego pH /113/ w kierunku kwasicy

metabolicznej.
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Niedotlenienie nie wplywalo réwniez w sposdéb istotny na
stezenie 3' 5'-cAHP w mézgu szczura. Wykres 3 ilustruje otrzy-
mano wyniki. Nieznaczny wzrost poziomu 3' 5'-cAMP, ZazZnaczae
Jacy si¢ w plerwszych 30 min. trwania niedotlenienia, nie mial
cech znamiennoéci statystycznej. W grupie szczuréw badanych w
pierwszej i drugiej godzinie niedotlenienia, jak réwniez w
dwie godziny po zakoliczeniu niedotlenienia, st¢zenie 3',5'-cAMP

w mézgu ksztaltowalo si¢ na poziomie wartoéci kontrolnych.

Wykres 3 VWplyw niedotlenienia na stezenie CcAMP w
mdézgu szczura.
Srednie wyniki z do 8 doéwiadczeii wykonywanych
w 2 powtdérzeniach +SEM,
/Khachatrian, Domainiska-Janik, Bull.Pol.Acad.Sci.
1980, 10, 667-673/.
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Pomimo braku bezposrednich wykladnikéw zakléconej réwnowagi
energetycznej mézgu, pod wplywem niedotlenienia, obserwowano
znaczne przyspieszenie glikolizy beztlenowej /Tabela 5/ prze-—
jawiajace sie¢ gromadzeniem m oczanu, ktdérego stezenie docho-
dzilo do 500 wartos$ci kontrolnej. Réwniez istotne zmiany ob-
serwowano w stezeniach posrednich metabolitdéw przemiany gliko-
litycznej mézgu w czasie hipoksji.

Zawarto$¢ pirogronianu wzrastala juz po 15 min. niedotlenienia
o okolo 100 i utrzymywala si¢ na tym poziomie do korica dosdwiad-
czonia. Réwniez stosunek mleczanu do pirogronianu utrzymywal sic
na stalym, zwigkszonym w czasie niedotlenienia poziomie. Nato-
miast stezenlie glukozy w tkance, po poczgtkowym spadku do
warto$ci kontrolnej w grupie zwierzat niedotlenianych przez

15 min, wykazywalo stalg tendencje¢ wzrostows, osiggajac po

2 godz., 163 wartosci kontrolnej. W grupie szczurdéw niedotle-
nianych przez 2 godz. wzrastal jednocze$nie poziom G o 83

w stosunku do kontroli.

ynamika zmian stezen metabolitéw zwigzanych z przemiansg
glikolityczna w mézgu wskazuje na aktywacje glikolizy na pozio-
mie reakcjili enzymatycznych lezgcych na drodze przemiany G6P do
pirogronianu Wzrastajace stezenie G P w drugiej godzinie
niedotlenienia moze wskazywaé réwniez na stopniowg stymulaoje
reakc ji heksokinazowej w mézgu. Ewentualny mechanizm takiej
stymulaoji byl omawiany w naszych wozesniejszych praoaoh /Lil,
48 Jednakze ze wzgledu na kontrowersyjne poglady na temat
rzeczywistego stezenia wewngtrzkomérkowego glukozy w mézgu,
szczegblnie w warunkach niedotlenienia /zagadnienie to bedzie
poruszane pézniej/ trudno jest JjJednoznaczng interpr

tego zjawiska.



I1II-3. Ocena dynamiki metabolizmu energetycznego mozgu

szczura w okresie niedotlenienia i po nied lenieniu

W poprzednim rozdziale przedstawiono wyniki oznaczen stezen
substratéw zwigzanych z metabolizmem energetycznym mézgu szczu=-
réow poddanych umiarkowanemu niedotlenieniu. Staly poziom pod-
stawowych zwigzkéw wysokoenergetycznych u badanych zwierzat nie
wyklucza jednak zmian szybkos$ci ich zuzywania w energochlonnych
procesach metabolicznych, co zapoblegaloby wystgapieniu deficytu
energetycznego nawet przy zmiejszonej ogélnej ich syntezie.

celu scharakteryzowania takich skompensowanych zmian regula-
cyjnych ktére moglyby wystepowaé w umiarkowanym niedotlenieniu,
zastosowano do badan tzw, "metaboliczny uklad zamkniety" opi-

sany przez Lowryego w 1 re.

Technika doé$wiadczenia

Szczury, zardéwno kontrolne jak i poddane 2 godz. niedotle-
nieniu dekapitowano i1 glowy zamrazano w cieklym azocie w $cislo
okre$lonym czasie od momentu dekapitacji 3 10, 30 se ./.
Wyjsciowe stozenie substratéw w mézgu w tzw., czasie "O"/ ozna=-
czano u zwierzat w calo$ci zamrazanych w cieklym azocie.

W mézgach szczurdéw po dekapitacji, wskutek calkowitego odcigcia
doptywu krwi, nast¢pujg skrajne warunki anoksyjno-ischemiczne,
z maksymalna stymulacjg glikolizy beztlenowej, jako jedynego
2rédla energetycznego, oraz z szybkim wyczerpywaniem sig¢
rezerw energetycznych.

Zardéwno szybko$é powstawania mleczanu jak i zuzycia reszt fos-

foranowych w zwiazkach wysokoenergetycznych CrP, ATP, ADP/
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odzwierciodlaja w tych warunkach aktywno$é metabolizmu podsta
wowego mézgu i potencjonalne mozliwoéci regulacyjne tych pro-
ceséw w tkance .

Wykres przedstawia zuzycie 7wigzkéw wysokoenergetycznych

/ O ~ P/ w mébzgu po dekapitacji jako funkc,j¢ czasu mierzonego
od odciecia doplywu krwi do mézgu. Prostoliniowo$é przebiegu
krzywej w okresie 30 sek. po dekapitacji w grupie kontrolnej
wskazuje na mozliwoéé wykonywania dalszych badar szybkoéci
zuzycia rezerw wysokoenergetycznych / A ~P/ w tej wlaénie
grupie czasowej. Zagiecie sie¢ krzywej w grupie badanej bez-
poérednio po niedotlenieniu moze odzwierciedlaé¢ zmiane pro-
porcji w wykorzystywaniu wysokoenergetycznych reszt fosfo-~
ranowych. W grupie zwierzgt badanych w 6 godz. po niedotle-
nicniu funkcja zuzycia A~P odzyskuje swéj prostoliniowy
charakter.

Szczogdlowe wartodci stegzen substratéw, ktére postuzyly
do obliczenia szybko$ci zuzycia rezerw zwigzkdéw wysokoener-
getycznych, przedstawiono w tabeli 6.

U zwierzat dekapitowanych bezpodrednio po 2 godzinnym niedo-
tlenieniu, szybko$é zuzycia zwigzkdéw wysokoenergetycznych -
CrP i ATP - zostaje wydatnie obnizona.

W tej samej gruple szczurdéw niedotlenionych szybkoéé zuzycia
glukozy i produkcja mleczanu w wyniku dekapitacji wzrastala

znamiennie /Tabela 6/.

x Nalezy zwrdécié uwage sama dekapitacja wywoluje potezny
stres 1 wplyw tego dodatkowego czynnika na regulacje meta-
bolizmu mézgu jest sprawg otwartg.



- 33 -

o-- -« 6 godz. po niedotienieniu
o kontrola
+—e niedotienienie

czas po dekapitocji

Wykres Wplyw niedotlenienia na zuzycie zwigzkoéw wysoko-
energetycznych / A ~ P/ w mbézgu szczurdéw po
dekapitacji.

Srednie wyniki z 6 doswiadczen w kazdej grupie
czasowej. Odchylenie standardowe podano dla

na jdiuzszych czaséw po dekapitacji.

/Zalewska, Domariska-Janik, Resuscitation 1980, 7,
199-205/.
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Szczegdlnie interesujagcyg wydaje sie¢ obserwacja, noéz
szczurdw po niedotlenieniu poziom 3° 5 -cAMP nie -~ ronia sie
pod wplywem dekapitacji /Wykres 5/. Stanowi to wyraZng réznice
w poréwnaniu do grupy kontrolnej, w ktdérej obserwowano znamien-

ny wzrost stezenia tego metabolitu w 3 s . po dekapitacji.

———- kontrola
4—4 2godz.niedotienienia

dekapitacja

Wykres 5. Wplyw niedotlenienia na stezenie 3',5 ~cAMP w
mbézgu szczurd4w po dekapitacji.
S$rednie wyniki z 4-8 doswiadczert EM,
/Kbachatrian, Domanska-Janik, Bull. Pol. Aoad.
Sci. 1980, 10, 667-673/.
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Otrzymane wyniki wskazujg wyraZnie, e w wyniku niedotle-
nienia dochodzi do zmiany regulacji przemiany podstawowej
mézgu = zardéwno aktywnosci glikolitycznej jak i metabolizmu
wysokoenergetycznych reszt fosforanowych. Poniewaz zastoso-
wany wzoér obliczania szybkodci zuzycia rezerw wysokoenerge-
tycznych /Wykres 4/ nie uwzglednial energii otrzymywanej
drogg przemiany glikolitycznej, wprowadzono drugi sposdb
obliczenia metabolizmu wysokoenergetycznych wigzan fosfora-
nowych / A~P/ /63/.

Jak przedstawiono w zbiorczej tabeli 7 - bezpo$rednio po nie-
dotlenieniu nastepuje obnizenie szybkos$eci zuzycia rezerw
zwlgzkéw wysokoenergetycznych do ok. wartosci kontrolnych,
polgczone ze zwiekszeniem mozliwo$ci wykorzystania przemiany
beztlenowej /glikolitycznej/ w skrajnych warunkach zapotrze-
bowania energetycznogo /podekapitacyjna ischemia anoksyjna/.

W okresie 6 godz. od zakoficzenia hipoksji obserwowano w
tkance zmiany regulacyjne o odwrotnym charakterze. W wyniku
dokapitacji dochodzilo do statystycznie znamiennego przyspie-
szenia zuzycia rezerw zwigzkdéw wysokoenergetycznych w mézgu
Ladanych zwierzgt o w sto do kontroli. Nieznaczna
aktywacja glikolizy boztlenowej w stosunku do calo$ci przemian
energetycznych pozostawaia w dalszym ciggu utrzymana. Jedno-
czeénie z opisanym kierunkiem zZmian podstawowego metabolizmu
energetycznego obserwowano powrét typowoj reakcji stymulacyje
nej ukladu cyklazy adenylanowej na dekapitacje juz w ciggu
3 godz. rooksygenacji niedotlenionych szczurdéw i statystycznie
znamienne podwyzszenie poziomu 3 «CcAMP w mézgu ze w

odpowicdzia stymulacyjna w 6 godz. po niedotlenieniu /Wykres 5,
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Tabela 7. Wplyw niedotlenienia na szybko$¢é zuzycia rezerw
zwigzkéw wysokoenergetycznych w mézgu szczura
po dekapitacgji.

Wartoéci A~P obliczono na podstawie:
A - metody Lowry'ego i wsp. /111/ wg wzoru:
D ~p = O(2 ATP+ADP+CrE)
B - metody Gatfielda i wsp. /63/ wg wzoru:
O~p =O(2 ATP+ADP+CrP) + 20Gluc. + 1.45 (AMlecz. - 2 AGluc

Do obliczent posiuzyly wyniki z ilosci dosdwiadczeni podanej w
nawiasach wyrazone jako $rednio arytmetyczne

- wartosécl réznigce sig znamiennie od kontroli /p .05/.
/Zalewska, Domalriska-Janik, Resuscitation 1980, 7, 199-205/.



. VWplyw niedotlenienia na procesy syntezy zZwinzkow

makromolekularnych

a. Wprowadzenic

Ustre niedotlcnienie, powodujiyc gwaltowny spadck puli
zZwigzkow wysokoenergetycznych w mézgu wywoluje réwnie gwail-
towne zahamowanie encrgomalcznych procesdéw syntez zwigzkoéow
makromolekularnych: bialek, lipidéw i kwaséw nukleinowych / 9/.
Bardziej dyskusyjny jest natomiast wplyw mnicj drastycZnych
stanéw hipoksyjnych na te procesy. Z badan Kosowa i
Yatsu i llossa /168/, Morimoto 1 wsp. Mela oraz 7
badarn wtasnych w ukladach in vitro wyda je si¢, Zze nawet
umiarkowane niedotlenienic moze uszkadzaé¢ w sposéb istotny
skomplikowane procesy syntez biochemlcznych w mézgu. Mechanizm
tych uszkodzen, wlgzany cz¢ ciowo z dyskretnymi zaburzeniami
energetyki tkank est wysoce spekulatywny i nie oparty na
hozposrcdnich badaniach dosSwiadczalnych mézgu w czasic trwa-
nia niedotlenienia in vivo.

Jak wykazano w rozdziaiach poprzednich, umiarkowano nie-
dotlenicnie cecchuje znaczna roorientacja proceséw przemiany
podstawowej, wyrazajaca si¢ gldéwnie aktywacjg glikolizy i
spadkiem szybkosci zuzycia rezerw zwigzkdéw wysokoenergotycznyecl
Odpowieds na pytanie, czy lyczy si¢ to ze zmiana dynamiki
syntez wewnatrzkomérkowych, wymagala podjecia proby bezpos-
rednich badan tego procesu w trakcie niedotlenienia mézgu

in vivo.



Warunkiem koniecz m do tego typu bada , ktéry o model
speilnial, byla wzgledna stabilno$ metabolizmu glukozy w czasie
d wiadczeni W poprzednich rozdziatach wykazano, ze zardéwno
poziom glukozy i mleczanu, jak i parametry gazowe krwi oraz
cidnienie tetnicze, ustalaly si¢ na wzglednie stalym poziomie

po nutach od chwili rozpoczecia niedotlenienia. Dlatego

tez postuzono si¢ technika jednorazowego podania izotopu glu
kozy do jamy otrzewnowej, co najmniej po 15 min. wstepnego
niedotlenienia zwierzecia. Aby nie przerywaé hipoksji w momencie
podawania izotopu, wykonywano ja poprzez r¢kaw foliowy przymo-
cowany do komory niedotlenieniowe Badania przeprowadzono w
dwoéch etapach.

Wstepnie okre$lono dynamike¢ zmian swoistej aktywno$ci znakowanej
glukozy we krwi i1 mézgu. Obliczono réwniez stopien rozciercze-
nia znacznika w podstawowych przedzialtach na szlaku przemiany
glukozy w mézgu. Nastepnie przeprowadzono pomiar wiaczania
znacznika glukozy do wzglednie koricowych /tzn. o bardzo wolnym
obrocie metabolicznym/ produktéw jej przemiany w mézgu, w

ustalonym czasie 2 godz. od podania izotopu.

=k Okreélenie swoistej aktywno$ci i dynamiki transportu
znakowanej glukozy z krwi do mézgu oraz rozcierczenia
Jjej znacznika na szlaku przemiany podstawowej w

niedotlenieniu

Dynamike¢ zmian aktywno$ci specyficznej izotopu
kozy aktywno$é specyficzna 5 mCi/mmol krwi w czasie 2 godzin
od jej podania do rzewnowego w ilo$oi 250 Ci/kg masy, ilustru-

Je wykres 6.



o———o kontrola

«——= niedotlenienie

Wykres 6. Wp yw niedotlenienia na specyficzng aktywnosé

glukozy we krwi tegtniczej szczuréw po dootrzewnowym

podaniu U-[ uC'-glukozy w dawce 25 i/kg masy.
Domariska~Janik Zalewska, Resuscitation 1981, 9,
243-253/.

Aktywno$é specyficzna znakowane j glukozy we krwi osiggala
najwyzszg wartodé pomiedzy 20 a min od chwili podania izo-
topu. U zwierzat niedotlenionych byla ona wyra nie obnizona w
fazie szybkiej, a spadek aktywnosci w okresie péZniejszym prze-

biegal mniej gwaltownie niz u zwierzat kontrolnych. Stanowilo to



odbici zwigkszonego stezenia glukozy we krwi u zwierzgt w
czasie niedotlenienia /Wykres 2/ co wplywalo na stopien rozcier-
czenia izotopu i obnizenie jego aktywnosdci specyficznej.

adania zmian aktywnosci calkowitej znacznika glukozy w mézgu
przeprowadzono dekapitujgo zwierzeta w czasie 10, 20 i 30 minut
po dootrzewnym podaniu izotopu o aktywnosci spe-
cyficznej 1 mCi/mmol w ilodci 100 uCi/kg masy.
Glowy zamrazano w cieklym azocie dalszg preparatyke przepro-
wadzano w temperaturze nie przekraczajgce]j -20%C jak podano w
rozdziale II. Jednoczes$nie pobierano krew do badania aktywno$ci
caltkowitej i stezenia glukozy /Tabela 8/ réwniez wg techniki
podanej w rozdziale II,

Wykres 7 ilustruje przyrost radioaktywnodci w tkance mézgowej
szczuréw kontrolnych i niodotlenionych. Pomimo obnizenia spe-
cyficznej aktywno$ci glukozy we krwi w niocdotlenieniu /Wykres 6/
nie obserwowano znamiennych réznic w radioaktywnos$ci calkowitej
mézgu. Sugerowalo to wzrost szybko$éci transportu glukozy z

krwli do mézgu w warunkach niedotlenieni

W krétkim czasie po podaniu izotopu glukozy prawie cala radio-
aktywno$é oznaczana w mdézgu zawarta byla we frakcji zwigzkéw
drobnoczgsteczkowych, rozpuszczalnych w TCA., Aby okre$lié sto-
pien rozcienczenia izotopu w tej puli poérednich produktéw
przemiany podstawowej, oddzielono frakcje¢ aminokwasowg od reszty
zwigzkéw rozpuszczalnych w TCA., Radioaktywno$é pojawiajgca sie
w aminokwasach po podaniu izotopu glukozy jest zréwnowazona z
radioaktywnodciq metabolité4w cyklu Krebsa i odzwierciedla po-

$rednio ich aktywno$é w warunkach do$wiadczeni



Tabela 8. Wplyw umiarkowanego niedotlenienia na transport

i szybkoé§é metabolizmu glukozy w mézgu szczura.

Badania przeprowadzono w 20 min po dootrzewnowym podaniu

100 uCi masy ciala szczura.

Grupie zwierzgt niedotlenionych podano izotop 1,5 godz. od
poczgtku niedotlenienia.

Wyniki przedstawiajg $rednig 3 doswiadczen, w ktérych ozna-~
czenia przeprowadzono w 2 powtérzeniach +SD,

X = warto$ci réznigce sig¢ znamiennie /p < 0.05/ od kontroli.



——— kontrola
—— niedotienienie

Wy 7. Radioaktywno$é frakcji rozpuszczalnej w 5 TCA
homogenatu mézgu szczura po dootrzewnowym podaniu
w dawce 100 Ci/kg masy ci
Srednie z doswiadczenr SD,
/Vomanhska~Janik, Zalewska, Resuscitation 1981, 9,
243 253

Jak wynika z wykresu 8, przeplyw znacznika glukozy do frakcji

a mézgu byl wzglednie szybki i obejmowal juz po

10 min., prawie 50 radioaktywnos$ci calej frakcji r

w TCA. W grupie zwierzat niedotlenionych przeplyw ten ulegal
wyraZznemu zwolnieniu o okolo 30 w stosunku do kontroli. Podobnie
ksztaltowala sie zmiana aktywnodci specyficznej glukozy wo krwi w

niedotlenieniu, obnizajac si¢ roéwniez do 70 wartodoi kontrolnej.



Wykres 8, Radioaktywno caltkowita frakcji homogenatu mézgu
szczura zawierajgcej nieaminokwasowe metabolity
przemiany glukozy w rdéznym czasie po podaniu do=
otrzewnowym w dawce 1 mCi/kg masy,
Srednie wyniki =z do$wiadczen
Domariska anik, Zalewska, Resuscitation 1981, 9
2 3=253
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Podstawiajac otrzymane wartosci do wzoru, otrzymujemy wynik
wskazujgcy na znaczny wzrost transportu glukozy w niedotlenie
niu z 0, 4 pmol/g tk./min do 0,73, mol/g tk./min /Tabela 8/.
Warto$é przeplywu znacznika glukozy do frakcji aminokwasowe]j
nie zmieniala si¢ w niedotlenieniu i wynosiia 0,2 / 1/g tk.
min dla obu grup badanych.

Oznaczano wielko$é puli aminokwaséw /stezenie azotu -amin
wego/ w mézgu szczura. Réwniez i ta wielko3é nie ulega zmiani

w czasie niedotlenienia.,

IIX c. Wlgczanie znacznika
zwigzkdéw makromolekularnych w mézgu niedotlenianych

szczurdw in vivo.

W oparciu o przedstawiono wyzej wyniki, informujace o roz-
mieszczeniu znacznika glukozy we krwi i podstawowych pulach
metabolicznych mézgu szczurdéw kontrolnych i niedotlenionych,
oznaczono pietno wbudowywane do wzglednie
kolicowych produktéw jej przemiany w mézgu: bialek, lipidéw i
kwaséw nukleinowych. Po 2 godz. od chwili podania dootrzewno-
wego izotopu kontrolnym, ok. 8
calkowitej radioaktywnoéci mézgu znajdowano w lipidach, 15%
we frakcji bialkowej i okolo 12 we frakcji kwaséw nukleinowy
W wyniku niedotlenienia calkowite wbudowywanie znacznika do
wszystkich badanych frakcji makromolekularnych w mézgu szczur
obnizalo si¢ znamiennie w stosunku do kontroli co przedstawio
na wykresie 9. Gdy znacznik podawano bezpoérednio po przebyty
niedotlenieniu, a zwierzeta dekapitowano po 2 godzinach, wbud
wywanie izotopu do bialek, 1lipidéw i kwaséw nukleinowych

powracalo do wartosei kontrolnych.



Wykres 9. Wplyw niedotlenienia na catkowitq radioaktywnosé
frakcji makromolekularnych mézgu szczura.
Izotop U~ “C]-glukozy podano dootrzewnowo w
dawce 250 Ci/kg na 2 godz. przed oznaczeniom.
redni wynik z dodwiadczeni +SD.

Oznaczano aktywnos$é specyficzng izotopu we frakcji biatek
i lipidéw. Pomiar przeprowadzono w strukturach mézgu:
korze, prgzkowiu, hipokampie i pniu mézgu. Uzyskano wyniki

przedstawia tabela 9.
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Tabela 9 Aktywno$é specyficzna b i lipidéw mézgu
szczura po podaniu U= glukozy w normie
i niedotlenieniu,

Lipidy Bialka
dpm/mg lipidow dpm/mg bialka

Warunki dos$wiadczenia Jjak opisano na wykresie 9

Srednie wyniki kontroli +SD oraz najwyzszy i najnizszy wynik
uzyskany u zwierzgt niedotlenionych podano na podstawie

3 do$wiadczen.

/Domaniska-Janik, Zalewska, Resuscitation 1981, 9, 2 3-253/.

Najwyzszg aktywno$é specy iczna badanych frakcji otrzymano
w korze mézgu i hipokampie. Réwniez obnizenie aktywnos$ci

specyficznej pod wplywem niedotlonienia bylo najwigksze w
tych wlaénie strukturach i osiagalo wartos$¢ odpowiadajaca

ok, 30 aktywnos$ci kontroli.



B dajac wbudowywanie znacznika U-[1 C]-glukozy do subfrakeceji
lipidowych w pélkulach zgu in vivo stwierdzon %ze okolo 20
calkowitej radioaktywno$ci 1lipidéw wbudowuje si¢ do frakeji
1ipidéw obojetnych / /, zawierajacych wolne kwasy tluszczowo
dwu- i tréjglicerydy oraz cholesterol /Tabela 10/. Do frakcji
glicerofosfolipidéw cholinowych /PC/ wbudowywalo sig¢ okolo 50%
radioaktywnoéci, natomiast jedynie 9,50 z calkowitej radio-
aktywnosci znajdywano we frakcji glioerofosfolipidéw inozyto-
lowych /PI/ i serynowych /PS/. Do glicorofosfolipidéw etanolo=-
aminowych /PE/ bylo wbudowane 20% radioaktywnos$ci. W kwasach
tluszczowych /FA/ po saponifikacji 1ipidéw odzyskiwano ponad
50% calkowitej radioaktywnosci glukozy wbudowywanej do 1lipidéw.

Ucena wplywu niedotlenienia wskazywala, Ze poza obnizeniem
calkowitej radioaktywnod$ci 1lipidow tylko nieznacznie oddzialty-
walo ono na procentowy rozklad izotopu w poszczegdlnych sub-
frakcjach., Pigetno izotopu obnizalo si¢ w glicerofosfolipidach
inozytolowych i serynowych oraz etanolaminowych wraz ze
wzrostem proporcji w znakowaniu frakcji 1ipidéw obo jetnych,
Proporcjonalnie wigcej znacznika odzyskiwano réwniez w kwasach
tluszczowych 1lipidéw izolowanych z mézgu zwierzgt niedotle~

nionych w poréwnaniu z kontrolnymi.
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port z krwi do mézgu stanowi znaczne przyblizenie
1 netto.

o7 pomimo oznaczonego stezenia glukozy w mézgu, k
>tlenieniu wzrasta 2 warto$ci 1,53 mmol/kg do 2,50
la 2/ nie wiadomo bylo jakic jest jej wewnatrztka
leszczenie, a wiec réwniez jej rzeczywiste stezeni
trzeni do ktdorej odbywa si¢ transport z krwi.

lan i Siesj oznaczyli, ze stezonie glukoz
ie mdézgowo=rdzeniowym szczurdéw wynosi w normoksgji
onia @lukozy we krwi, natomiast w hipoksji o podob

niu jak badana przez nas /pa0O_ - 28 mm g/ spada do

2
Jj podstawie, przyjmujac, Ze bariera krew-mdézg zna
w réwnowadzo z plynem mézgowo-rdzeniowym, otrzyma

ce stezenic glukozy w tych przestrzoniach, ktére

joj transport.

la 11. Stezenie glukozy po obu stronach bariery k

G G
)
/stezenie glu- /stezenie glu- /wewn
kozy w pelnej kozy w plaZzmie/ gowe
krwi/ gluko
mol/ml

rola 7,1 + 0,35 10,7
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Podstawiajgc te warto$ci do wzoru opisujpcego transport

glukozy przez barier¢ krew-mdézg droga transportu utatwionego:

mozna obliczyé przypuszczalng jego warto$é.
Wynosi ona 0, ,umol/g/min w kontroli i 0,77 ,umol/g/min w
hipoksji, przyjmujac wartoéci K = 6 nmol/g tk. i Viax =
2,5 mmol/g/min /149/ za niezmienne w czasie hipoksji.
Obserwujemy wigo duzg zgodno$é otrzymanego wyniku z ekspery-
mentalnym, izotopowym oznaczeniem jednokierunkowego transportu
glukozy do mézgu w nicdotlenieniu /Tabela 8/. Zgodno$é obli-
czonej szybkoéci transportu glukozy na podstawie jej stezen
we krwi i mézgu z wartoécia otrzymang w do$wiadczeniu izotopo-
wym, przemawia za prawidlowo$oig przyjetych zalozeri, Przy mini-
malnej zmianie stezenia glukozy w mézgu w kompartmoncie do
ktérego zachodzi jej transport z krwi /z wartoéci 4,83 do
mumola/ml/, wzrost transportu w niedotlenieniu odpowiadatby
wzrostowi gradientu stegzen po obu stronach bariery krew-moézg.
W przypadku przyjecia alternatywnej hipotezy, zc rozkilad glu-
kozy w mézgu jest homogenny i odpowiada oznaczonemu dla calej
tkanki /czyli 1,53 vs. 2,5 mmol/kg/, nalezaloby réwniez przyjaé,
2e wzrost transportu glukozy do mézgu w niedotlenieniu, pomimo
zmnie jszenia gradientu stezen, zachodzi na skutek zmiany para-
petrow kinetycznych bariery., Hipoteza taka jest trudna do

przyjecia. Po pierwsze, wydaje si¢ na podstawie licznych badan

X Wzér ten stanowi rozwinig¢cie réwnania Michaelisa Mentena

dla transportu glukozy przez barier¢ krew-mézg /1 /.



ze wewngtrzkomérkowe stezenie glukozy w komérkach nerwowych
jest wartoscia pomijalng, a szybko$ fosforylacji roéwna
jest 1lub przekracza/ szybko$éci jej transportu przez blony
komérkowe /111/. Po drugie, trudno byloby przyjaé, ze stezenie
wewngtrzkomérkowe glukozy wzrasta w niedotlenieniu.

Aktywnos$é jej przemiany glik , a szczegbdlnie aktyw-
noéé cytoplazmatycznej heksokinazy, enzymu bezpo$rednio odpo-
wiedzialnego za fosforylacje¢ glukozy, wzrasta w tych warunkach
/66/. Po trzecie, zalozenie o prawie niezmienionym przez niec-
dotlenienie wewngtrzmézgowym stezeniu glukozy w przedzialach
do ktérych odbywa si¢ joj transport z krwi, zgodne jest z
przedstawionymi powyzej wynikami, wskazujgcymi na brak roz-
cienczenia znacznika szlaku jej wewngtrz.
komérkowej przemiany do aminokwaséw /Tabela 8

Za rzekowmy wzrost oznaczanego dla calej tkanki stezenia glu-
kozy W mézgu w niedotlenieniu, byloby wiec odpowiedzialne
zwickszenie si¢ przestrzeni do ktdéroj odbywa sie jej transport
2z krwi. Zgodnie z wspdélczesnymi poglgdami przestrzen ta od-
powiada ologicznie cytoplaZmie ¢ okolonaczyniowego oraz
przestrzeni miedzykomérkowej mézgu. Jak latwo obliczyé z po-
réwnania zmian ste¢zer glukozy uzyskanych eksperymentalnie na
calym mézgu i obliczonych na podstaw: zmian jej stezon we
krwi Tabela 2 i 11/ przestrzer ta ulogalaby znacznemu

powigkszeniu w czasi niedotlenieni
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Tabela 12. Wielko$é przestrzeoni mézgu do ktorej odbywa sie

transport glukozy z krwi.

Jak juz uprzodnio wspomniano, brak dodatkowego rozcieniczenia
znacznika aminokwasowej w grupie zwierzgt
niedotlenionych i joego réwnowaga z radioaktywno$cia glukozy we
krwi u tych zwierzat Tabela 8/ wskazuje, ze w mézgu istnicje
gwaltownie spalana pula glukozy, ktdérej wielko$é nie zmienia sie
w niedotlenieniu. Poniewaz aminokwasy powstajgce z glukozy 2zna j-
duja si¢ w réwnowadze dynamicznej ze zwigzkami po$rednimi cyklu
Krebsa, wskazuje to poérednio, ze réwniez i ich radioaktywno$éc
pochodzgca ze znakowanej glukozy nie ulega wewnatrzkomérkowemu
rozciericzeniu w niedotlenieniu i jest proporcjonalna do radio-
aktywno$ci glukozy we krwi. W przypadku puli aminokwasowej mozna
oznaczyé szybko$é przeplywu /flow/ znacznika glukozy do amino-
kwaséw. Szybko$é ta nie zmienia sie w niedotlenieniu i wynosi
0,39 »,umoli/mg azotu ~aminowego/min w obu grupach badanych.
Niezmienno$é szybko$oi przeplywu znacznika glukozy do puli
aminokwasowej wskazuje, ze réwniez jego przeplyw do puli kwasoéw

dwu- i tréjkarboksylowych zwigzanych w cyklem Krebsa, nie



zmienia si¢ w umiarkowanym niedotlenieniu.
Tak wigc w tym stadium skompensowanego energetycznie niedo-
tlenienia mdézgu szczura nie obserwuje si¢ oznak ograniczenia

tlenowego metabolizmu glukozy w cyklu Krebsa.

II1-5. Przemiana glukozy w cyklu pentozowym /C.P./ w

niedotlenieniu
III-5 a, Wprowadzenie

Do zainteresowania si¢ tg stosunkowo niewielksy frakcja
przemiany wewngtrzkomérkowej glukozy, ktéra po ufo
do G P zbacza z gldéwnego szlaku przemiany glikolitycznej i
ulega bezpoSrodniemu utlenieniu i dekarboksylacji na pierwszym
weglu laricucha wg¢glowodanowego, sklonila jej specyficzna rola
biologiczna, lgczgca si¢ 4ciéle z podjetym tematem badan.
0 ile szlak glikolityczny i cykl Krebsa stanowig gldéwne <£rédlo
zabezpilecza jaco produkcje zwigzkdéw wysokoenergotycznych w
komérce, o tyle C.P, wigze sig¢ z procesami anabolicznym
dostarczajac wielu niezbgdnych substratéw do podstawowych
syntez komdérkowych W8réd nich do najwazniejszych nalezy
zaliczyé:
1 ybozo=5=fosforan = substrat niezbedny do syntezy nukleo-
tydéw i polinukleotydéw.
2. Zredukowang formg¢ - dawce aktywnego wodoru, ktéry
moze ulec bezposredniej inkorporacji do czgsteczki bior
udzial w syntezie. Sg to gléwn reakcje hydrogenaoji i

hydroksylacji przebiegajgce w cytoplazmie i obejmujace:
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a/ Synteze "do novo" kwaséw tluszczowych jak 1 dalszg
elongacje laricucha tych kwasow,

b/ ydroksylacje i desaturacje kwasdw tluszczowych,

c/ Synteze¢ amin biogonnych 3/ oraz innych zwigzkéw o
wysokiej aktywnoéci biologicznej np. tyrozyny lub
storydéw kory nadnerczy.

Z drugiej strony, powstajacy w cyklu pentozowym NADPII, poprzoz
swo je sprzezenie z reduktaza glutationowa jest odpowiedzialny
za utrzymanic prawidlowego potencjalu oksydacyjno-redukcyjnogo
cytoplazmy. Uklad NADP+/H i GSH/GSSG jost jednym z podstawo-
wych czynnikéw antyoksydacyjnych spelniajacych rol¢ zabezpie-~
czajaca przed gromadzeniom sig¢ wodoronadtlenkéw w roakcjach
peroksydac ji

Ochrona prawidlowego poziomu grup w komérce d

integralno$é i wybiérczs przepuszczalno$é komérkowych ulkladéow
blonowych jak i biologicznag aktywno$dé wi enzyméw i hormondw.,
Podwyzszenie potencjaiu oksydac ulatwia
wyjéci potasu na zownytrz, a Lym samym powoduj =zmian¢ po-
tenc jalu spoczynkowego Podsumowujgc, zaburzenie prze-
miany pentozowcj glukozy mialoby dezintegrujncy wply na
metabolizm komérki, gldéwnie na procesy syntoz wewnitrzkomoér-
kowych oraz, przy zachwianiu roéwnowagl oksydacyjno-reodukcyjnoj,
na integralno$é struktury blony oraz aktywnoéé wielu enzyméw.
Pomimo niewgtpliwego znaczenia biologicznego tej drogi prze-
miany glukozy, ktdéra prowadzac do wytwarzania pentoz, sprzega
sie z wieloma podstawowymi szlakami anabolizmu komérkowego,
dane na temat jej aktywnoéci i regulacji w mézgu sg fragmen-

tar 2zne i ni ednolit
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G 6wng te przyczyng nalezy upatrywaé w trudno$ciach

d znych oceny aktywnoéci C.P. Dadania i wnioski, oparte
gléwnie na okresleniu aktywno$ci enzymdéw powszechnio uznawa~
nych za regulacyjne dla tej przemiany, a wiec aktywnos$ci obu
dehydrogenaz /DH-G P i DH- PGA/ / / dajs jedynie wglad w
potenc jalng zdolno$é tkanki do przeprowadzenia reakcji dekar-
boksylacji heksoz do pentoz. Nie informujg natomiast o aktual-
nej aktywno$ci przemiany pentozowej. Zalozy ona od wielu do-
datkowych czynnikéw regulacyjnych, takich jak oddzialywania
allosterycznych inhibitoréw i aktywatoréw, kompartmentacji
wewngtrzkomérkowej sprzezonych proceséw metabolicznych oraz
od innych zmiennych czynnikéw, ktdéryoh okreélenie i ocena

jest niemozliwa na obecnym etapie rozwoju wiedzy i metodyki
badawcz Dlatego tez dalsze badania aktywno$ci C.P. zostaly
wzbogacone o metode¢ izotopows, pozwalajaca okre$lié bezposdred-
nio wzgledna frakcje¢ glukozy metabolizowanej w cyklu pentozo-
w w stosunku do frakcji metabolizowanej w szlaku glikoli-
tycznym i w cyklu Krebsa.

Zasada metody sprowadza si¢ do pordwnania aktywnosci specy-
ficznej ' 'CO , wytworzonego w ozasie inkubacji tkanki in wvitro
z izotopami glukozy znakowanymi na réznych weglach laricucha
cukrowca /98/. Asymteryczno$é spalania 1-go i 6-go wegla
glukozy zilustrowana na zalgczonym schemacie jest wyrazem
wybidérczej dekarboksylacji 1-go wegla larhcucha glukozy

poprzez dekarboksylujgacg dehydrogenaze kwasu 6-fosfoglukonoweg:
/DH=GPGA/ w C.D.



Schemat ilustrujgcy niesymetrycznos$é de arboksylacji
1 i 6 wegla laricucha glukozy w cyklu pentozowym w por wnaniu
z innymi reakcjami przemiany podstawowej.

Oznaczenia zgodne z zalgczonym spisem skrotow

Wada tej etody jest ograniczenie jej do badan in vitro,

czyli praktyczna mozliwoé zastosowania jej do badai ewentual-
nych skutkdéw nied 1lenienia w okresie reoksygenac i skrawkow
tkankowyc

W celu okreslenia aktywnoéci cyklu pontozowego bezpos$rednio w

mézgu Zywego zwi rz w czaslie niedotlenienia zastosowano
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metodg¢ wybidérczego zahamowania aktywnoéci dehydrogenazy kwasu
6-fos og ukonowego /D =
Metod¢ te wprowandzono wykorzystujgc mozliwo$é zahamowania
aktywno$ci tego enzymu, poprzez podanie zwierze¢tom swoistego
inhibitora 6-aminoamidu kwasu nikotynowogo -AN/ /83/.
Ten metaboliczny analog amidu kwasu nikotynowego jest zwigz-
kiem syntetycznym, latwo przechodzacym przez barier¢ krew-
méze tkance u ga on wbudowaniu do nukleotydéw piry-
dynowych w reakcji katabolizowanej przez m oso al enzym
z grupy glikohydrolaz /EC 3. 6/. Powstajacy analog dinuklec
tydu nikotynoamido-adeninowego lub jego fosforanu /6 A-NADY /P
Jest potencjalnym, konkurencyjnym inhibitorem reakcji zalez-
nych od obecnoéci nukleotydéw pirydynowych. Szczegdlne powino-
wactwo wykazuje on w stosunku do drugiego enzymu cyklu pento-
zowego tj. DH=- PGA 78
Oznaczona stala inhibicji dla tej reakcji wynosi 1,3 x 10
gdy dla innych NAD* i Napp?t - zaleznych dehydrogenaz waha si¢
w zakresie od 10 ~ do 10 /78/. Stezenie inhibicyjne
6A-NADP* w stosunku do D - PGA jest tego samego’' rzedu co naj-
bardziej aktywnych inhibitoréw metabolicznych np. ezeryny
¢zy neostyguiny.

Po p aniu dootrzewnowym inhibitora oznaczano szybkos$é
pgromadzenia si¢ substratu zahamownnej reakcji DI-6PGA tj.
kwasu =fosfog ukonowego

Reakcje wplywajace na stg¢zenie 6PGA w tkance mozna przedstawidé

schomatycznie:



- 01 =

http://rcin.org.pl



IIf-5 b, Wplyw nio a na aktywno$ enzy w

cyklu pentozowego

Tabele a i b przodstawiaja wplyw umiarkowanego niodotle-
nienia na aktywno$é dohydrogonaz cyklu pentozowego /DI-GGP i
D - PGA/ w réznych czedciach OUN, Aktywnoéé specyficzna DH-G6PGA
nic ulega w tych warunkach statystycznio znamionnym zmianom.
Natomiast aktywno$é specyficzna DI~-G P w warunkach nicdotlo-
nienia stopniowo wzrasta osiggajac po 2 godz. w korze pdélkul

mézgowych wartosé wyzsza o 100 od wartoéci kontrolnej.

c. Aktywno$é cyklu pentozowogo w skrawkach mézgu

badanych "in vitro" po niedotlonieniu

Aktywnos3é C.P. oc na podstawie dwéch metod:
poprze7 pordwnanie szybko$ci dekarboksylacji go i 6-go
wegla glukozy oznacza jgc stos k wydziolonogo
po podaniu oraz 6-[1 C]—glukozy,

2. poprzez poréwnanie szybko$ci wbudowywania wegla U—[
clu do wzglednie koricowego produktu
zrdéwnowazonego z przomiang podstawowg tj. kwaséw tiuszczo-

wych

Stwiordzono, #e niodotlenienie powoduje wzrost szybko$ci de-~
karboksyla ji 1-go wegla 1-[1 C]-glukozy w skrawkach kory mézgu
szczuréw doroslych, pozostajac bez wplywu na aktywnosé 'WCO2 z
izotopéw glukozy znakowanych na weglu 6 /Wykres 10/. Oznaczony
stosunok radioaktywno$ci dwutlenku wegla =z 1-[1 C]-glukozy do
6~ ~-glukozy wzrastal = 1,25 dla kontroli do 1,44 dla

skrawkéw otrzymanych ze zwierzat niedotlenionych.
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10. Szybko$ dekarboksyla réznie zna owa y
izotopéw lukozy w skrawkach mdézgu szczura
rednie wyniki z 5 dodwiadczeri S
Do riska- ani Zalesk Zalewska, Witter,
Cer bral Isch mia and Arterial llypertension,
Pol.Med.Pub. 1978, 87-95/.
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W grup zwicrzat t nionych stwierdzono znamicnnie wy

sze wbudowywanie wegla glukozy vnakowanoj na weglu 6 ni
-glukoxzy /ktoérej plorwszy wegiel larcucha u ga d

boksylacji w C.P,/, do puli kwasdéw tluszcuowych /W

W tym przypad obliczony stosunek radioaktywnosci w kwasach

tiuszczowych wzrastal z 1,28 do 1,86 u zwierzat niocdotlenionych.

Wykres Szybko$§é wbudowywania gla z réznie znakowanych
izotopdéw glukozy do kwaséw tluszczowych w
skrawkach mézgu szczura.

Srednie wyniki z 5 doéwiadczeri +Sb.
omariska=-Janik, Zaleska, Zal ka, Witter,
Pol.Med.Pub. 1978, 87-95/.
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Z odno$é wynikéw otrzymanych za pomoca 2 réznych metod

topowych traktujgcych jako "wzgledny" produkt koricowy

taboliz wegli glukozy dwutlenek wegla lub pulg k  séw
tluszczowyc otrzymang po saponifikacji lipiddéw, przemawlaja
vza aktywacja cyklu pontozowego w skrawkach zgu zwi rzat po
n dot
Nalezy podkre$lié, ze w tym cyklu badaii u ywano nieco inncgo
modelu nicdotlenicnia hipoksja hipowolomiczna/ oraz warunkow
i czasdéw inkubacji skrawkdéw niz w badaniach péZnic jszych.
Glowni skr ccnic czasu pomiaru wytwarzania °~ 'CO 2z godziny
do min w péiniejszych wiadczeniach, wplynglo na po-
wigkszenie si¢ roznicy pomiedzy utlenianiem
i Przyczyny tego bylo wyeliminowanie w tych
warunkach dwéch niekor#y nych procesdéw: "ujednolicenia" spe-
cyficznie znakowanych wegli glukozy poprzez powtérne we =
dzonio poérednich metabolitéw w cykle metaboliczne oraz zmiany
aktywnoéci niektérych procesdéw tkankowych w czasie przediuza-
jacej sig¢ inkubacji. Tiumaczy to znaczna réznice w bezwzgled-
nych wvartoseciach aktywnosci dwutlenku weggla wytwarzanogo u
réznic znakowanych izotopéw glukozy, W pordéwnaniu z wartodciami
otrzymanymi w badaniach pé
W tabeli przcdstawiono wyniki otrzymane w badaniach utle-
niania izotopdéw plukozy przez skrawki kory mdézgu szczurdw
poddanych uprzednio 2 godz. umiarkowanej hipoksji w warunkach
opisanych w Hozdziale -
Otrzymane wyniki wykazuja znamiennie wyzszg radioaktywnosé

CO przy uzyciu glukozy znakowanej na 1-szym weglu, W po-

réwnaniu z glukozg znakowang na 6-tym weglu lalicucha.
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to na aktywne utlenia lukozy w cyklu ponto=
w badanych warunkach inkubacji skrawkdéw. Niedotlenionio wy-
woluje uznamienns stymulacj¢ produkcji CO = 1-[ ]-glukozy,
ktore o 1 wartodci charakterystycznej dla zwiorzat
normoksyjnych, przy braku réznic w alktywnosci dwutlenku
wegla wytwarzanego radioaktywnos-
ci "'CO powstajacego w trakcie spalania glukozy wnakowan J
w pozyeji -s7z j do znakowanej w pozycji 6-toj zostajc pod-
wyzszony % warto$ci 2 do 9 w mézgu zwierzat
nicdotlonionych. skrawkach badanych po niedotlenicniu obser-
wowalidmy réwniez nieznaczne obnizenie aktywnosci spalania
6-go wggla glukozy. Maksymalna aktywno$é utleniania glukozy
w cyklu pontozowym badana w obecno$ci egzogonnego akcoptora
olektronéw - metasiarczanu fcnazyny /PhMS/ wzrastala wyraznie
w skrawkach zaréwno zwioruzat kontrolnych jak i niodotlenionych.
Powi¢kszenio si¢ toj stymulacji po niedotlenieniu =z wartodci
1“00 - 14 do 20/ moze wynikac ze zwig¢gkszonej potenc ja
n j mo liwo$ci utl niania glukozy w cyklu pentozowym w wyniku
opisanej w rozdziale poprzednim stymulacji DH-G6P Tabela 13
Obecno$é askorbinianu w modium inkubacyjnym réwniez wplywala
na wzrost aktywno$ci przomiany pontozowoj w skrawkach mézgu
szczura. Lfekt ten nalezaloby lgczyé z zapoczatkowaniem przez
askorbinian proceséw peroksydacyjnyc szczegbdélnie w o nosci
tlenu W sk ach mézgu zwierzat niedotlen nych
askorbinianu byt n co mniejszy, co nal zaloby tlumaczyé
zwl k eni m aktywnosci C.P. w kontrolnych warunkach inkubacji

tych skrawkéw,
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Stymulacja metabolizuwmu encrgetycznogo glukozy w warunkach
dopolaryzacji cheuwicznej skrawkdéw poprzez podwyzszenie stezee
nia potasu w $rodowisku, powodujo znamienne pruzyspieswenie
spalania obydwu izotopdéw glukozy. Gdy jednak stymulacja pro-
duke ji osigga ponad 400 zaréwno w
grupie normoksyjnej jak i niedotleniancj, to wzrost aktywnosci

CO powstajacego = dla
normoksji i 127 w przypadku szczurdéw nicdotlenionych,
Wskazuje to na zmniejszonie si¢ udzialu cyklu pentozowego w
metabolizmie ¢lukozy w warunkach depolaryzacji. Zjawisko to
bylo stosunkowo wyraZniejsze u zwierzat po niedotlenieniu.

Ostatnia grupa wynikéw przedstawia produkcj¢ ~ CO 2z rdéze
nych izotopéw glukozy w skrawkach mézgu szczuré4w po zahamowaniu
aktywnosci oyklu pentozowogo przez zastosowanie oméwionego na
wstepie swoistego inhibitora DI-G6PGA, analogu amidu kwasu
nikotynowego. Spalanie glukozy w cyklu pentozowym in vitro
zostaje zahamowane, na co wskazuje zrdéwnanie si¢ wartoéci

002 powstajacego =z U zwierzagt
no oksyjnych utlenianie 1- ]—clukozy spada do od
wplywem 6-AN, a u zwierzat niedotlenianych az do 22 wartoéci
kontrolnej. kazuje to podrednio, ze za stymulacj¢ wytwarza-
nia "'CO =z ° u 7Zwioerzgt nied 1lenionych j st
odpowiodzialna aktywacja cyklu pentozowego, hamowana po poda-
niu G6-AN-u. Otrzymane wyniki wskazujgq wyra nie na uaktywnie-
nie utloniania glukozy w cyklu pentozowym w skrawkach mézgu
szczurdéw po niedotlenieniu. Zagadnienie, czy stymulacja ta
dotyczy takze sameo okresu ograniczenia doplywu tlenu do

tkanki, czy tez j aw ski wystep acym dopiero po
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rooksygmenacji tkanki w czasioe jej inlkubacji in vitro w wa
kach tl1 nowych, nic moze byé¢ rozwiavzane za pomocn zastosowanej

metod
5. Bezposredni badanie aktywnoéci cyklu p ntozow go
w m szozura w czasie nied

Ok dawki in bic 6=-AN i dyna ki gromadzenia

6)PGA w korze i pniu mdézgu szczura.

Wykres przedstawia =zalezno$é akumulacji 6PGA w mézgu od
zas osowan J dawki 6-AN, Ste¢zenie substratu zahamowanoj reakcji

badano w mézgu w 9 godz=. od chwili dootrzewnowego podania 6 AN.

15

Wykres 12, Zalezno$é stgzenia kwasu 6PGA w mézgu szczura od
zastosowanej dawki antymetabolitu 6-AN.
Punkty krzywej odpowiadajgq 4redniej z 3 doéwiad. +SD.



Maksymalnsy kumulacje 6P’GA stwiordzono po podaniu 6-AN w dawce
pomigdzy 30 a mg/kg masy ciala.
Z wykresu zaleczno$ci pgromadvonia si¢ G6PGA w mézgu od crasu

mi od chwili iniekeji 6-AN  ykres / wynika, ze

maksymalna j ¢o akumulacja nast¢puje po okolo 7 godu.

Wykres Szybkos$é gromadzenia si¢ PGA w mézgu szczura
po podaniu 6-AN w dawce 35 mg/kg wasy.

Puni od 4redniej z 3-5 oznacuerl +S
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Stopniowo achyleni krzyweJ akurmulacji GPGA w
pocziatkowyn olkresie do$wiadczonla J wyrazom narastajncogo
hamowania D - PGA przez tworzncy si¢ inhibitor. W chwili
osiagnig¢cia maksymalnego zahamowania aktywnos$ci onzywmu, ste¢
Zonle J go substratu przyrasta liniowo =zalezy, az do usta-
lenia sig¢ konicowego stanu réwnowagi, jedynie od aktywnosdci
DH=G

Zblizono do liniowego narastanie GPGA w mézgu wystepuje po-
mi¢dzy 3 a 5 godz. po podaniu 6-AN /Wykros

Szybkoé¢ alumulacji produktu reakcji utleniania G P po zablo-
kowaniu jego zuzycia przez antymotaboli odzwiorciedla aktyw-
nosé dehydrogonazy G P tkance in vivo. Warto$ci, okros$lone
dla kory i pnia mézgu szczura na podstawie wynikéw przedsta-
wionych na wykresie 13, wynoszg odpowiednio 0,406 i 0,791 mol
godz./ masy tkanki. Dwukrotnie wyzsza aktywno$¢ utleniania
glukozy w C.P. w pniu mézgu w stosunku do kory odpowiada
oznaczonym uprzodnio aktywno$ciom specyficznym DI-G P w tych
strukturach in v poprzedni rozdzial, tabela 13

Poréwnujnc natomiast otrzymany wynik szybkodci utleniania G P
w mézgu in vivo z maksymalng aktywnodcia enzymu utleniajgcego
D =G P w okre$loncj strukturze mézgu in vitro, okazuje sig,

ze dynioc niezmnaczna czgéé¢ potencjalnej mozliwoéci utleniania
G P jest realizowana przez zywn tkanke. Dlatego tez dla
okrodlenia zachowania sig¢ tej drogi przemiany glukozy w

czasie niedotlenienia tak istotne wydaje sie przeprowadzcnie

bezpoérednich badari w mézgu in vivo.



Wpityw 6~AN na motabolivm glukozy 1 zwigzkdéw wysoko=
cnergetycrznych w mdzgu zwicrzygt kontrolnych i po

uniarkowanym niedotlcnicniu.

Wyniki prz d w tabeli wykaz , 2e podanic G6~AN
nie wplywa w sposéb vasadniczy na poziom kluczowych metaboli-
tow przemiany energetycsn w mézgach zwierzgl kontrolnych.
Jedyny namicnng ré2snicg powodowan:g przc: N, bylo pod=
wyZzszenie poziomu glulc 1 G P w mézgu szcrurdw badanych
w 3 i 9 podw. po podaniu inhibitora.

Oznaczono roéwnic? wplyw umiarkowancgo nicdotlenienia na ste=-
Zoenle metabolitéw glikolitycznych i zwiazkdéw wysokoenergetycrn-
nych w mézgu u zwierzijt po uprzednim podaniu 6-AN /Tabela 16/.
Stosujnge niedotlenienice zardéwno w 5 jak i 9 rodz. po podaniu
inhibitora stwiordzono znamicnne statystyccnioc ogranicvcenie
gromadzenia si¢ liwasu mlekowere i obniwenie poziormi GGP,

Efekt ton wigZo sic prawdopodobnio z inhibicja izowmorazy
glukozofosforanowej / . 5 3 1 9/ przez nagcrounadra jacy sig

w tkance kwas G-fosfoglukonowy /103/. Zahamowanic to moze
ogranicza¢ przemiang glikolitycuno w czasic jej zwickszon
nrzez niedotlenienie aktywnosci.

Jak opisano w rozdziale poprzZednim /Tabola 1/ stosujac i7o=
topown metod¢ ovnacrmania aktywnos$ci cyklu pentozowogo w skrawe-
kach mdézgu wykawano, #e w 9 podm. po podaniu 6-AN-u w dawco

35 we/kg, aktywnosé metabolizmu glukozy w cyklu pentozowym
vostajc prawie calkowicie wnicsiona zaréwno u zwicrzgt kontrol

nych, jak i po przedni niedotlonioniu.
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Podsumowujac, reakcj ogdlna zwierzat na niedotlenienie po
podaniu 6=-AN nie rézni si¢ <asadniczo od recakcji ypow j. Nie
obserwuje si¢ uszkadzajacego wplywu 6-AN na mctabolizm cnerge-
tyczny mézgu, badany do godz. po podaniu inhibitora. Tym
samym wydaje sie mozliwe zastosowanic tecgo vwiazku jako na-

r«¢dzia do Ladan aktywnos$ci cyklu pentozowego w niedotlenieniu.

Wplyw niedotlenienia na aktywno$ cyklu pentozowego

w mdézgu szczura in vivo

Wplyw nicdotlenienia na szybko$¢ gromadzenia si¢ 6PGA w
pélkulach mézgu szczura po podaniu AN, inhibitora reakcji
DH= PGA, w dawce 35 mg/keg masy przcdstawiony jest w kole jnych
tab lach 17 i 18,
‘I'rudnoécia tego doswiadczenia by ograniczony i zmienny okres
badania akumulacji 6PGA, w ktérym przyrost substratu bylby
wprost proporcjonalny do czasu inhibicji. )la kontroli zawicral
si¢ on pomigdzy 3 a 5 godz. po podaniu inhibitora i dotyczyl
przyrostu badanego metabolitu w zakresie stezern od 0,3 do
1,0 ola/g tkanki Tabela 17/ wyniku zahamowania akumulacji
6PGA w niedotlenieniu, optymalny czas przyrostu metabolitu
przesuwal si¢ w skali czasu do 6, a aw t 7 godz. po podaniu
inhibitora. W tych przypadkach ilosciowe pordwnanie szybkosci
akumulacji PGA przeprowadzano, odnoszgc je do szybkoéci akumu-
lacji kontroli w zakresio zblizonych stezein gromadzonego meta-
bolitu. We wszystkich eksperymentach /Tabela 17/ rézniacych
sie¢ czasom zastosowania niedotlenienia w stosunku do czasu po-
dania inhibitora, obserwowano znaczne ograniczenie przyrostu

6PGA w tkance pdikul mézgowych poddanyoh hipoksji.
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Wielko$¢ zahamowania byla najwicksza w tym pruypadku gdy nie-
dotlenienie rozpoczynano przy najwyzszych wyjSciowych stezeniach
badane¢o substratu tzn. po ¢odz. od podania inhibitora.
Szybko$¢ przyrostu 6PGA spadaia wtedy do ok. 2 wartoéci kone
trolnej. Ze wzgledu jednak na charakter zaleczno$ci akumulacji

[ od czasu /Wykres 13/ wartodci lezace na obu krarcach otrzy-
manej krzywej mogg by¢ zanizone, poniewaz trudno bylo uzyskaé
identyczne stezenia 6PGA w wybranych czasach badania kontroli

i niedotlenienia.

W dos$wiadczeniu, w ktérym niedotlenienie rozpoczgto w godzinie
po podaniu 6~AN /Tabela 17, rzad II/, uzyskano warto$ci przy-
rostu 6PGA odpowiadajgce 33, 38, 3 kontroli kolejno w 1, 2 i

3 godz. niedotlenienia. We wszystkich grupach czasowych uzyskae-
ne wyniki wykazywaly znamiennoéé statystycznga w stosunku do
kontroli.

W momencie zakoliczenia niedotlenienia obserwowano gwaltowny
przyrost PGA, przewyzszajacy w 1-sz j godz. dwukrotnie wartose
ci kontroli /Tabela 18/. Wynik ten uzyskano wtedy gdy niedotle-
nienie stosowano wczes$nie /w 1 do 3 godz. po podaniu 6~AN/,
jak rowniez gdy zwierzeta niedotleniano w 2 do 5 godz. po
podaniu inhibitora Tabela 17, rzad 11 i
Szybko$é przyrostu PGA byla rdéwniez znamiennie zwigkszona w
drugiej godzinie po niedotlonieniu, jednakze juz tylko o 78
w stosunku do kontroli Tabela
Gdy natomiast 2 godz. niedotlenienia zakoliczono bezposrednio
przed podaniom inhibitora, to szybkoé¢ narastania 6PGA w
okresie pohipoksyjnym byla analogiczna jak w kontroli /Tabela 17,

rzad I/,
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W ty d wiadeczeniu okres maksymalnej akiywacji C.P. pokrywal
si¢ prawdopodobnie 7z okresem lat ncji po podaniu G=AN=u, wWy=-
noszacym jak wynika z krzywych kontrolnych /Wykres 13/ ok.
3=l godz. Yydaje sie¢ wiec, #c w diuzszych czasach po niedo-
tlenieniu stymulacja C.P. obscrwowana we wczesnym okresie
pohipoksyjnym /w pierwszej i drugiej godzinie/ manika i nioe
ma wigkszego wplywu na akumulacje 6 GA poczawszy od rodz,

od zakonczcecnia niedotlenienia.



-6. Zalezno$ci pomiedzy metabolizmem podstawowym glukozy,
aktywno$cia cyklu pentozow go, a procesami syntezy
zwigzkéw makromolekularnych w skrawkach kory mézgu

szczura in vitro.

Metabolizm podstawowy skrawkéw kory mézgu szczura oznacza-—
no przez pomiar szybkoéci zuzycia tlenu i glukozy oraz przy-
rostu kwasu mlekowego -
kolizy i oddychania. Szybko$¢ badanych proceséw byla propor-
cjonalna do czasu przez okres godzinnej inkubac ji skrawkow
w temp. 3700 /Wykres
Zdolnoéé skrawkéw tkanki nerwowej do syntezy zwigzkéw makro-
molekularnych badano przy uzyciu wspélnego dla nich prekursora,
U=~ Wbudowywanie radioaktywno$ci do biatek, 1li-
pidéw i kwasoéw nukleinowych réw %2 wykazywalo proporcjonalno$é
do czasu inkubacji w warunkach standardowych
Aktywnos$é C.P. w skrawkach oznaczano za pomocgy opisanych juz
metod okredlenia asymotrycznosci spalania t-go i 6-go wegla
glukozy.

Za model do badan regulacji podstawowych proceséw metabolizmu
wewnytrzkomérkowego tkanok pobudliwych mozo stuzyé depolary-
zacja chemiczna skrawkéw tkankowych wywolywana “wig¢kszonym
stezeniem jondéw potasowych w Srodowisku inkubacyjnym. W warun-
kach tych nastg¢puje pobudzenie energozaleznych ukladdéw enzy-
matycznych zwigzanych z pro transportu btonowego, a

tym samym wzmozenie zapotrzebowania energetycznego komérek.






ykres 15. wbudowywanie znaocznika U-l C =glukozy do frakcji
makromolekularnych mézgu szczura w réznym czasie
inkubac ji.
Warunki do$wiadczenia jak na wykresie 14,
/Domaniska~Janik, Zalewska, J. Neurosci. Ros.,

1979, 4, 2U7-260/.

Charakterystycznq odpowiedzig tkanki na depolaryzacj¢ jest
aktywac ja szlakow motabolicznych prowadzncych do produkeji
wysokoenergetycznych wigzan fosforanowych.

Tabela 19 przedstawia wzrost zuzycia tlenu i glukozy oraz stymu-
lacj¢ glikolizy /przyrost mleczanu/ w warunkach depolaryzacji

skrawkéw przez zwiekszenie stezenia K* = 5m do 50 m .
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YWykazano stymulacja oddychania wynosi 171 a glikolizy
Stwierdzono rownioez, co jest istotne ze wzgledu na

dalsze badania, Ze pomimo stymulacji oddychania i glikolizy,

w czasie depolaryzacji nie obserwujo si¢ zasadniczych zmian

aklywnosci specyficznej dwutlenku wegla. Wyklucza to wozliwosd

rozcielczenia znacznika glukozy na szlaku glikolitycznym i w

cyklu Krebs Wyraza to niezmieniony stosunek molowy radio-

aktywnego dw enku wegla wydzi lonego w cziasic oddychania w

obeceno do ilosci zuzytego tlenu, Przyjmu-
jac, ze wskaznik oddechowy dla mézgu = 1, otrzymujomy

posrednio informacj¢ o rozciericzeniu izotopu wegla pochodza-
cefo zZ egzogennej w puli calkowiteso
wytworzonego w czasie inkubacji.

Bada jgc wbudowywanie ~ 'C ~glukozy do zwiyzkow makro-
molekularnych w war depolaryzacji, wykazano zahamowanie
znakowania bialek i kwaséw nukleinowych oraz znacznic nmicjszy
wplyw na znakowanic frakcji lipidowej /Wykres 16/. Jak wspom-
niano poprzednio, warunkach inkubacji w obecnosci mhM

nie dochodzi do rozcienczenia znacznika izotopu glukozy w pu-
lach wmetabolicznych poprzedzajacych dekarboksylacje w cyklu
Krebsa, Dowodzi togo niezmieniona /nawet nieznacznie zwig¢kszona/
aktywnosé specyficzna 1 Co, /Tabela 19/, Tym sauym obnizenie
wbudowywania do zwigzkow makromolockularnych w warunkach
depolaryzacji chemicznej skrawkéow mézgu zwigzane jest praw-
dopodobnie z zahamowaniem proceséw syntez tych zwigzkow,

W tabeli 20 przedstawiono wplyw depolaryza i skrawkéw mézgu,
spowodowan réoznymi zwigzkami chemicznywi, na glikolizg,

oddychanio i aktywnofé sp ania glukozy w cyklu pentozowym,



Wyk

. Wplyw depolaryzacji na calkowita aktywnoéé

znacznika U-[1 C]-glukozy w i frakcjach
makromolekularnych skrawkéw mézgu szczura.
Aktywnoéé specyficzna U- gluk 5 Ci/mM,

Inkubacj¢ prowadzono przez 1 godz. w warunkach
podanych w rozdziale II.
$redni wyniki z 5«7 doéwiadczenn SD.

/Domarniska-Janik, Zalewska, J.Neurosci,Res., 1979
L, 247-260/.
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Wo wszystkich tych przypadkach /pomimo odwmicnnof$ci wecha-
nizmu lezycego u podstaw depolaryzacji/ obsorwowano podobniy
reakcj¢ metabolicznq charakteryzujacq sig¢ rcoricntacjg
przomiany glukozy w kierunku szlaku glikolitycznego i cyklu
Krebsa, kosztem aktywnosci cyklu pentozowogo. Zwigkszenio
stezenia potasu i glutaminianu w medium inkubacyjnymn wywo-
lywaly bardzo zblizony efekt metaboliczny. Depolaryzacja
spowodowana ouabaing, ktéra j st inhibitorem Na+-K+-ATPazy,
w mniejszym stopniu wplywala na zahamowanioc przemiany
glukozy w cyklu pentozowym.

Podsumowujgc, w warunkach depolaryzacji skrawkéw mézgu
dochodzi do reorientacji metabolizmu glukozy w kierunku
procesdw zapewniajycych zwiekszong produkcje zwigzkéw
wysokoenergetycznych, ze znacznym ograniczeniem proceséw
anabolicznych tzn. syntezy zwiazkéw makromolekularnych, ora.
aktywnoéci cyklu pentozowego. Ten typ reakcji metaboliczn
tkanki nerwowej na depolaryzacj¢ chemiczng in vitro przypo-
mina swoim charakterem reakcje zaobserwowang in vivo w

czasie trwania umiarkowanego niedotlenieni



I1I-7. Regulacja cyklu pentozowego /C.P./ w mbézgu szczura

I1I-7 a. Cykl pentozowy, a aktywnosé¢ glikolizy we frakcji

cytoplazmatycznej homogenatu mézgu szczura

Obnizenie aktywnofci C.P. w mdézgu szczura, zaobserwowane
zaréwno w czasie niedotlenienia in vivo jak i depolaryzacji
skrawkow kory mézgu in vitro, nasuwalo mozliwo$¢ konkurencyjnos-
ci tej drogi przewiany glukozy w stosunku do wspdlnego z prze-
miang glikolityczng substratu-G6P.

Prébe oceny wspélzawodnictwa obu tych szlakéw przemiany glukozy
o GO6P przeprowadzono we frakcji cytoplazmatycznej homogenatu
mézgu szczura, w ktérej oba ciggi reakecji sa zlokalizowane.
Szybko$¢ utleniania glukozy w dwu pierwszych, limitujgcych
reakcjach C.P., oznaczano poprzez sprzezenie ich z reakceja
reduke ji glutationu, katalizowang przez reduktaze glutationowa.
Poprzez pomiar szybkoéci redukcji GSSG, ktéra w warunkach
optymalnych wykazuje stechiometrie z ilosScia NADPH, powstajacego
w czasie utleniania glukozy, oceniono aktywnoi¢ przemiany pento-
zowej. Jednoczesdnie szybko$é glikolizy mierzono przexz pomiar
przyrostu kwas mlekowego w czasie inkubacji. kladny skitad
mieszaniny i warunkéw inkubacji podano w rozdzialo omawiajgcym
stosowane metody /II-

W warunkach, gdy oba ciggi reakcji byly ograniczane wielkosciag
stezenia wspdélnego substratu glikolitycznego - G P, oznaczono
dla nich stalq Michaelisa-Mentena /Km/. Glikoliza wykazywala
stosunkowo niskie powinowactwo do G6P, a warto$é K wynosila

2,0 mbM. oznaczona dla dwu pierwszych reakcji C.P. byla nizsza

o dwa rzedy wielko$ci i wynosiila /Wykres 17 1 18/.



1 (mM)

Wykres 17. Zalezno$é szybkoSci glikolizy od stezenia G P
w cytoplazmie mézgu szczura przedstawiona w
postaci ykresu Lineweavora-Burka.
/Domariska~Janik, Wideman, Resuscitation,

3, 43-50

Przy tak duzej roéznicy powinowactwa do wspdlnego subs ,
przemiana pentozowa nie moze byé¢ ograniczana aktywnos$cia
€likolizy. Natomiast teoretycznie mozliwa jest sytuacja od-
wrot w ktoérej aktywna przemiana pentozowa moze doprowadzid

do ograniczenia produkcji kwasu mlekowego.



Wykres . Zalezno$é szybko$Sci utleniania glukozy w cyklu

pentozowym od stegzenia glukozy / O / i

6P / / w cytoplazmie mézgu szczura,
przedstawiona w postaci wykresu Lineweavera-
urka.

Domaliska anik, Wid an, su citation 197 3
3-50

Wykres 19 ilustruje sytuacj¢ do$wiadczalna, w ktbéroj przy
uzyciu glukozy jako substratu, aktywnie przebiegajaca /sty-
mulowana obecno$cig GSSG przewiana pentozowa powoduje zZnaczne
ograniczenie szybkofci glikolizy we frakcji ytoplazmatyczn

mbézgu szczura.
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Nas pne d wiadczenia wykaza y, Zo zahamowanie glikolizy w

tych warunkach zwigzane jest ze zwigkszonym zuzyciem P w

cyklu pentozowym, a niec np. inhibicjg przez powstajice w nad

miarze produkty. Przy zyciu nadmiaru G stanowiic bez=
poéredni dla obu ciygdédw reakcji substrat glikolityczny, naste-

puje zniesienie inhibicji glikolizy /Wykres 20/. Aktywno$dé
clikolityczna cytoplazmy jest rdéwniez niewrazliwa na aktywacje
C.P., przy uzyciu innego, "nizsz o", substratu ciggu glikoli-

tyc4nego, jakim jest fruktozo -dwufosforan.

‘Wykres 20, Wplyw stymulacji utleniania glukozy w C.P. na
aktywnos$é glikolityczng we frakcji cytoplazmatycznej
z mbézgu szczura /wyrazonej jako przyrost mleczanu/,
przy zastosowaniu réznyoh substratéw glikolitycznych.

S$rednie wyniki z 5 doéwiadczern +SD.



Réznicec w reakcjl glikolizy na stymulacje przemiany pentozowej
w obecnosci réznych substratdéw glikolitycmnych wskazuja, ze
aktyvwnoéé fosforylacji glukozy do G6P ma zasadnicme znaczenie
dla opisywanego efecktu.

Zwigksua jge aktywno$é heksokinazy w cytoplaunic /Wykres 21/

vsnosi si¢ zahamowanie glikolizy towarzyszyce stymulacji C.D.

—1 kontrola
&Y stymulacja CP

Wykres 2t. uplyw egzorennej heksokinazy na szybko$é przemiany
slukozy we frakcji cytoplazmatycznej z mdézgu szczura.
Aktywno$é glikolityczna wyrazona jest szybkoécia
akumulac ji mleczanu, a aktywno$é C.P. - przyrostem
grup =SH po dodaniu utlenionego glutationu.

Sredniec wyniki z 5 dos$wiadczen +SD.



Nalezy zwrocié , %2 nawet w sytuacji, gdy glikoliza jest
jedyna reakcja zuzywajacg glukoze w cytoplaZmie 6zgu szczura,
aktywnos¢ joj jest czefciowo ograniczana przez heks
Zwic¢kszenie przyrostu kwasu mlckowego obserwuje sig zaréwno w
obecnosci eguogennego enzymu jak i przeoz zastgpienie gluikozy
"nizszym" substratem gl kolitycuny Wykresy 20 i 21

W owa vivo wydaje si¢ jednak, #e ni dochod=zi do
wspOlzawodnictwa pomiedzy glikoliza, a cyklem pentozZowyu.

Z jednej strony, jak wykazano zaréwno w badaniach oméwionyoch
poprzednio, jak i w badaniach przedstawionych dal j, wydajec
sie, C.P. nic osiaga w komdérce swojej maksymalnej aktywnosci.
Poza tym aktywnos$é¢ cytoplazmatyczna heksokinazy podlega dyna-
micznej rogulacji, zwiazanej z przesunig¢ciami enzymu z formy
zwinzanej z blong mitochondrialng do cytoplazma L/, w
poprzednich pracach wykazano / 66/, ze w warunkach zwigkszonej
aktywnosci glikolitycznej, obserwowanej w identycznym modelu
niedotlenienia dochodzi w mézgu do znamiennego wzrostu aktyw-
nodci calkowite,j heksokinazy we frakcji cytop az

Zz jednoczesnym obnizeniem jej aktywnosci we frakecji mitoc

drialn j.



11I-7 b. Kinetyka enzyméw regulujacych aktywnoséé utleniania

glukozy w cyklu pontozowym: DI=GOP i DI=-6PGA

Zaleznos¢ szybko$ci reakcji utleniania glukozy przez dehy-
drog azy cyklu pentozowego od stezeil bezpodrednich substra-

téw reakcji przedstawiono na wy 22, i

Wykres 22, Wykres ineweaver urka uzyty do graficznej oceny
powinowactwa D =G do substratu nukleotydowego
NADPY /11,
/Domanska-Janik, Zaleska, Bull.Acad.Pol.Sci., 1977,
25, 119-124



Wykres 23. Wykres eavera- urka, uzyty do graficznej
oceny powinowactwa DH-GPGA do nukleotydu NADPY/H,
Domariska-Janik, Zaleska, Bull,Acad.Pol.Sci
1977, 25, 119=124/,



Wykres 24, Wykres Lineweavera-Durka, oceniajgcy powinowactwo
DH-G6P i DH-6PGA do ich substratéw glikolitycz-
ny
/Domariska-Janik, Zaleska, Bull, Pol, Acad. Sci.,
1977, 25, 119-124/,



Tabela 21 przedstawlia zestawienie otrzymanych danych.

Tabela 21, Powinowactwo enzyméw utleniajacych glukoze w C.P,

do substratdéw reakcji oraz NADPH,
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Hamowanie to mialo charakter kompetycyjny w stosunku do wias-
ciwego kofaktora, Nap*t /Wyk y 22, 23/ wynika z danych
pr w tabeli 2 powinowactwo D =G P do NA P+ jest
nieco mniejsze, natomiast wrazliwo$¢ na inhibicje przcz NADPH
wieksza niz w przypadku D - PGA.

Z obliczone stosunku wynik ze D =G P jest dwukrotnie
wrazliwsZza na inhibicje¢ wywolan przez zredukowand forme Napp*
od naste¢pnej reakcji cyklu, katalizowan przev. DH- I’'GA,
Przedstawione dane wskazujg, ze aktywno$é pierwszego enzymu
utleniajgcego glukoze¢ w cyklu pentozowyw, D =G P, podlega
gloéwnie regulacji ze strony ukladu oksydoredukcyjnego NADP
NADP ., Jest to tym bardziej znaczace, Ze wysycenie cnzynu

s bstratowm glikolitycznym in vivo jest zblizone do optymalnego.
Natomiast drugi enzym cyklu, DH= PGA, jest limitowany dostep-
noscig substratu wyt ane{o przez poprzedz aci o reakeje.
Tym samym jego aktywnosé jest $cisle uzalezniona od aktywnoéci
DH=GGY. Wskazuje to, ze utlenianie glukozy w C.P. zalezy giow-
nie od aktywnos$ci DH=G P, regulowanej stosunkiem utlenionej do
zredukowancj formy kofaktora nukleotydowego.

Zrozumialym staje sig, dlaczego warunki, w ktérych utlenianie
NADPH ulega przyspieszeni prowadzg do sltymulacji C.P.

2 przebadanych zwigzkéw nalezy wymienié utleniong forme glu-
tationu, ktéra w reakcji katalizowanej przez reduktaze gluta-
tionowsa staje si¢ specyficznym akceptorem wodoru zwigzanego z
NADP . Drugim badanym zwigzkiem, ktéry stymulowal C.P. w skraw-
kach kory mézgu byl wmetasiarczan fenazyny /PhMS/. Jak podano

w odpowiednich rozdzialtach, w obecnos$ci obu tych zwiqzkéw

dochodzi do bardzo silnej stymulacji utleniania glukozy w C.P.
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Tabela Wykres 19/. Otrzymane wyniki wskazujg na istotnag
dysproporcje pomiedzy spoczynkows aktywnos$cig C.P, w skraw ach
méz , a jego aktywnoécin maksymalng osiggang jodynie po

zni hamuja dziatania NADP .,



-8. Wp yw niedotlenienia na abolizm lipidow w

mézgu szczura

I -8 a. Wbudowywanie znacznika do akeji
makromolekularnych w skrawkach méz u szczura po

przebytym niedotlenieniu.

Skrawki kory mézgu uzyskane ze zwierzat n
wykazywaly ni w stosunku do kontroli aktywnos$¢ meta-
bolizmu podstawowego glukozy 25 Wskazuje to na nie-
uszkodzony podstawowy metabolizm energetyczny skrawkéw mézgu
po przebytym niedotlenieniu.

Wykres 26 przedstawia wbudowywanio izotopu
do frakcji bialek, 1lipidéw i kwasé6w nukleinowych w skrawkach
kory mézgu szczurdéw kontrolnych i po przebytym niedotlenieniu
Wskazuje on, zc jedynie wbudowywanie radioaktywnego znacznika
do lipidéw pozostaje znamiennie obniZzone w skrawkach zwierzat
ni d 1lenionych poddanych reoksygenacji w warunkach in vitro.
Podjeto wigc dalsze, bardziej szczegdélowe badania nad dynami
i specyfikg tej inhibicji z uwzglednieniem réznych frakeji
lipidowych. /Wykres 27/.
Stwierdzono, Ze niedotlenienie powoduje znaczno obnizenie
wbudowywania radioaktywnoéci z do frakcji
dwuacylowych glicerofosfolipidéw w tym: inozytolowych /PI/,
serynowych /PS/, glicerofosfolipidéw cholinowych /PC/, etano

aminowych /PE/ oraz kwasdéw tluszczowych



Wykres 25.
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Wplyw umiarkowanego niedotlenionia na metabolizm
podstawowy glukozy w skrawkach kory mézgu
szczura,

Warunki inkubacji skrawkéw podano w rozdz. II.
S$rednie wyniki z 5 doéwiadczen +SD.
/Domanska~Janik, Zaleska, Zalewska, Witter,
Pol.Med.Pub. 1978, 87-95/.



Wykres 26.

Wplyw umiarkowanego niedotlenienia na wiaczanie

znacznika /aktywno$é specyficzna
1 Ci/15, moli/ do zwiazkéw makromolekularnych

w skrawkach mézgu szczura.

Warunki inkubacji skrawkéw podano w rozdz. II.
Sredni wyniki = doé$wiadezen Sb.
Domariska~-Janik, Zaloska, Zalewska, Witter,

Pol.Med.lub. 1978, 87=-95/.



il

Wykres 27. Wpiyw niedotlonienia na metabolizm i wiacuzanie
znacznika U-[1IC]-g1ukozy /aktywnos$é specyficzna
1,25, Ci/ ol/ do lipidéw w skrawkach kory
mézgu szczura.
Warunki inkubacji podano w rozdz. II.
Srednic wyniki z dodwiadczert +5D.
/Strosznajder, Domaliska-Janik, Neurochom. Res.

1980, 5, 585-591/.
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Wykres 28 obrazuje wbudowanie radioaktywnoéci z U slu-
kozy do 1lipiddéw mdézmu szez a w skrawkach badanych w okresie
do 24 godz. po przebytym nie

ubudowanio 7znacznika do flicerofosfolipiddéw inozylolowyech i
scrynowych pozostawalo przez caly ten okros zumic jszone o ok.
37 pray réwnoczesnym stopniowym wzroscie wbudowywania izotopu

do puli kwaséw tluszcvowych zwinzanych z lipidami.

R
Wykres 28, W znacznika aktywno$
specyficzna 1 2 /A do fostolipidéw

kory mézgu szczura in vitro, w réznym czasie
po przebytym niedotlenieniu,

Srednie wyniki z 5 do$wiadczeri +SD.

Stroszn de Domatiska~-Janik, Neurochem. Res.,

1980, 5, 585-591/.
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I11I-8 b. Wp yw niedotlenienia na sklad lipido szczura

Wyrazne zaburzenia wbudowywania radioaktywnoéci pochodzgcoj
z wegli glukozy do lipidéw w czasie niedotlenienia /Rozdz.

=4/ jak réwniez do skrawkdédw kory mézgu szczura po niedotlo-

i niu, sugerowaly mozliwo$é wystapienia zmian skiadu lipido-

wego mézgu w tym modelu eksperymentalnym.
Oznaczenia wplywu niedotlenicnia na poziom fosfolipidéw, gliko-
1lipidéw obo jetnyc /cer ozyd oraz glikolipiddéw kwasnych
/sangliozydéw/ przedstawia wykres 2
Zaobserwowano obnizenie poziomu fosfolipidéw, znamienne sta=-
tystycznie juz po 15 min. niedotlenienia, z tondencja wzrostown
w ciagu dalszych 2 godz. trwania eksperymontu. Réwniez poziom
cangliozydéw /frakcji nie badanej in vitro z powodu ich
znacznie wolniejszego obrotu metabolicznego/ ulegal znamiennemu
obnizeniu w mézgach zwierzgt poddanych niedotlen do
okolo 75% wartoéci kontrolnej. Natomiast poziom glikolipidow
obojetnych wykazywal wyraZng tendencj¢ wzrostown w drugiej

godzinie trwania nied
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Wykr 29. Wpiyw niedotlenienia na sklad frakcji lipidowo}]

p lkul wmézgu szczura,

Sr dni wyn ki z 5 doiwiadczer: +SD.
Oznaczenie poszczogélnych frakeji lipidowy h
przeprowadzono w metod w rozdz. IIX,.
Stozenie kontrolne badanych zwigzkéw w
pélkulach mézgu wynosilto | /¢ masy tkanki
gangliozydéw - 1,62 0,038,

fosfolipidow - 51,7

cerobrozydéw - 15,3  0,hl,

/Domatiska=Janik, Strosznajd r, Zalewska,
Neurosci. Res., 1982, 7, 363-370/.
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JVo. DYSKUS5JA

W przcdstawionej serii badar wykarzano, Zc wczesn:i reakcja
mcetaboliczng mézgu na narastajace niedotlenienie, wyprzedza-
jaca zalawmanie si¢ metabolizmu onergetycznego, jest rcoricn-
tacja przemiany glukozy w kierunku glikolizy z zahamowanicm
alkitywnosci cyklu pentozowego oraz uogdélniono ograniczcenic
syntez zwiazkdéw makromolckularnych, Przewawiaj:y za tym obscr-
wac jo, poczynione w modelu umiarkowanej hipoksji, w ktérym
nie notowano oznak deficytu cnergetycznego w moézgu. Pomimo
to, juz po 15 min niedotlenien obserwowano znaczny wzrost
mleczanu z poziounu 8 do 9,8 mmol/kg oraz dwukrotny wzrost
stosunku mleczan/pirogronian w péikulach mézgu. Vartoséci te
utrzymywaly si przed 2 godz. trwania niedotlcnienia. adania
zmian posrednich metabolitdéw glikolitycznych wskazuja na
aktywacje tcgo procesu na poziomie stymulacji fosfofrukto-
kinazy, typow j reakcji allosterycznej oddzialywujacej na
zmiany stezell wysokocnergctycznych zwiazkéw fosforanowych
/ 5 126/,

Nieznany jest mcchanizm mogacy doprowadzié do aktywacji
glikolizy w warunkach normo rgicznych. VWydaje si¢ prawdopo-
dobne, %ze za aktywacj¢ glikolizy we wczesnym stadium niedo=-
tlenienia odpowiedzialno sa lokalnie wystepujace fluktuacje
stezenn ATP, ADP i Pi, kompensowane na poziomie komérkowym
i nieuchwytne w ogélnych oznaczeniach.

Stymulacja glikolizy zbiega sig¢ czasowo % wystepowaniem

pierwszych oznak zaburzonej aktywnosci bioelektrycznej



110

wmézgu /79, 133, 135/.
Jak juz wspomniano w wstg¢pie, b lard i Cox /53, 23, 24, 25/
w prowadzonych in vitro badaniach reakcji skrawkow mézgu na
hipoksj¢ i hipoglikemi¢ wykazali wczesne zaburzonia wywoly-
wanych potoncjaldéw bioelektrycznych komdérek warstwy ziarnistej
hipokampa, pojawiajace si¢ w warunkach normoergicznych,
Potencjaly wywolywane charakteryzuja si¢ na ogél wigksza
odpornoécia na niedotlenienie niz spontaniczna aktywno$é bio=-
elektryczna mézgu Inne dane z pismiennictwa wskazujq,
ze niodotlenienie o podobnym jak stosowano w przedstawionym
cyklu badan nasileniu od niespecyficzng aktywacje za-
pisu EFG /133/. Obserwowane zwig¢kszong cz wo$é poten=-
cjaléw miniaturowych, wzrost pobudliwoéci zakoliczen pro- i
postsynaptycznych oraz zwigkszenie przeowodnictwa synaptycz-
nego / , 135 ITokalne zmiany stezenia jonéw w Srodowisku
zwigzane 7 pobudzeniem aktywnos$ci neurondéw, stajg si¢ sygna-
lem zwigkszajgcym zuzycie enorgii w procesach transportu
blonowego. l'owoduje to komponsacyjne uaktywnienie metaboliz-
en komdérek, ochodzi wiec zardwno do stymulacji
clikozy jak i oddychania komérkowego, podobnie jak ma to
miejsce przy depolaryzacji skrawkéw mézgu w badaniach in vitro
przedstawionych w rozdziale - . Obserwuje si¢ gromadzenie
kwasu mlekowego w tkance z jed wzrostem zuzycia
tlonu. eakcja ta niweluje wplyw obszardw o zmni szonym
m tlenowym na ogdélny poziom zuzycia tlenu przez
mézg. Styd, zaleznie od zrdéwnowazenia tych proceséw, mozna
obserwowal badZ paradoksalnie zwiekszone zuzycie tlenu nawet

o 200 w pordéwnaniu z norma badZz tez niezmienione jogo



wskazniki 22, , 99 Jednoczeénie ze wzrostem zapotrzebo-
wania cnergotycznego, zwijzanego z aktywacjs energozaleznych
ukladdéw enzymatycznych transportu jonowego, wownatrzkomdrkowe
procesy syntez, zuzywajace energic¢, zostajg ograniczone.
Zahamowanie syntez zwiazkéw makromolekularnych obserwowano w
nicdotlenieniu in vivo jako inhibicje¢ wbudowywania uniwersal-
nego substratu, U-["C -glukozy do frakcji bialtek, lipidow i
kwaséw nukleinowyc Podobne zahamowanie whudowywania wegla
L do zwiazkow makromolekularnych obserwowano row=
niez przy chemicznej depolaryzacji skrawkéw mézgu in vitro
/Rozdz. ~6/. Ograniczenie proceséw syntez powicksza pod-
stawowy pule energii komérki, ktéra moze byé wykorzystana w
celu utrzymania prawidiowego rozmieszczenia jondéw w $rodo-
wisku. Nawet w warunkach prawidlowych enorgia Zzuzywana przez
ATP-azy zwigzane z transportem blonowym przekracza 50 ogdl-
neco zuzycia zwiaukdédw wysokocnergetycznych mézgu /1 0/,
Podtrzymanie dyskryminacyjnej funkecji blony kowmérkowej jest
£1éwnym warunkiem zachowania integralnosc . struktur komérko-
wych, nawet gdy odbywa si¢ to kosztem czasowego ograniczenia
proceséw anabolicznych 2z towarzyszacymi temu zmianami

czyn

Jak podano we wstepie jest wysoce prawdopodobne, zc moéug
znajduje si¢ zawsze w warunkach granicznego utlenowania.

Tym samym reorientacja metabolizmu w kierunku proccsow wy-
twarzajacych encergi¢ z ograniczeniem reakcji anabolicznych
towarzyszy prawdopodobniec zawszo zwig¢kszonej lokalnie aktyw-
no$ci neurondéw. Podejmowane sq prdéby badania tego procesu

in vivo z zastosowaniem metod autoradiograficznych /13 14,

147/. Pobudzenie lokalne czynnodci bioelektrycznej z



dna ocena ilo$ciowa stopnia inhibicji poszczegdlnych

w syntezy zwiqgzkéw makromolekularnych w umiarkowanym
tlenieniu wydaje si¢ trudna w przypadku zastosowania tak
iego ich prekursora jakim jest glukoza. VWymagaloby to
zen szybko$ci przeplywu /flow/ znacvnika do wszystkich
kéw mogncych siuzyé jako poérednic substraty do syntezy
ych zwiqzkéw makromolekularnych. Wyniki przedstawionych

. pozwalajg na wzglednyg oceng zuzycia glukozy w procesach
licznych mézgu w normio i niedotlenieniu. Jednakze sto-
e do tej pory metody nie daja innej niz jakosciowa, oceny
procesu /147/ in vivo.

c pod uwag¢ wszelkie ograniczenia wybranej metody i po
¢dnieniu dodatkowych informacji o rozciernczeniu izotopu
zy w podstawowych pulach metabolicznych, jak podano w
iale IIT-4, mozna przyjgé, Zo ograniczenie aktywnos$ci
licznej mézgu w nasilajacym si¢ niedotlenieniu ma cha-
r uogdélniony i zasadniczo odwracalny w krotkim czasie
zywroconiu prawidlowego utlenowania.

badaniach nad regulacjg proceséw syntez komérkowych w
kowanym niedotlenieniu, w ostatnich latach duzo uwagi
.econo neurotransmiterom. Wykazano obnizenie syntez amin
*holowych w niektérych obszarach mézgu jak i uwogdlniong
icje syntozy acetylocholiny /66, 170/. Hipotez¢ o szcze-
»j wrazliwo$ci proceséw anabolicznych na zmniejszajace sieg

1owanie tkanki nerwowej sformutowal jednocze$nie z naszymi
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sugestiami, Dlass 1 Gibson /12/, na podstawie badan acetylo-
choliny. I’rzcdstawiono powyzej badania podtrzymuja ja w sto-
sunku do szerokicej grupy zwigzkdéw makromolekularnych: bialolk,
lipidéw i kwasoéw nukleinowych.

Na zahamowanic proceséw anabolicznych, wykorzystujgcych
cnergi¢ do syntcz komérkowych, wskazuje posrcdnio obnizenie
szybko$ci zuzycia rezerw zZwigzkdéw wysokocnergetycznych w
mézgu szezurdéw dekapitowanych po niedotlenieniu. Mézg szczurdw
po dekapitacji zuzywa wi¢kszosé wysokoenergetycznych zwiazkow
fosforanowych w pierwszej minucie tych skrajnych warunkow
ischemicznych. U zwierzgt poddanych niedotlenieniu szybko$éé
tego procesu ulega wyraZnemu zZwolnieniu z wartosci ZS
16,8+1,08 mmol/kg/min do 11,6+2,02 mmol/kg/min, czyli zmnicj-
sza si¢ o ok. 30% w stosunku do kontroli.

Podobny efekt niedotlenienia na metabolizm podstawowy mézgu
wykazali w swoich badaniach réwnicz inni autorzy /52, 55/

i interpretowali je jako posrodni dowdéd inhibicji anabolicz-
nych proceséw cnergochlonnych,

Pomimo powtérzenia tych obserwacji na wlasnym materiale, wy-
dajc si¢ niczbedne :achowanie wigckszej rezerwy w stosunku do
tej interpretacji, pierwotniec uznanej za siuszng. W poéZnicj-
szych badaniach wlasnych wykazano bowiem innag istotng réznice
w reakc ji podckapitacyjnej zwicrziyt kontrolnych i nicdotle-
nionych. Typows odpowiedzia mészgu na ostre niedokrwienie
jest natychmiastowy wzrost poziomu 3°,5°-cAMP /39, 68, 100/.
Natomiast w mézgach zwierzgt niedotlenianych przez 2 (jodz.

i poddanych dekapitacji, nie stwierdzono gromadzenia sig

3',5'-0AMP w wyniku calkowltego, podokapitacyjnego
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niedokrwienia. Opicrajgc si¢ na wynikach wlasnych badan in
vitro /100/ oraz danych z pidmicnnictwa , , 1 nalezy
sad7id, 2ze akwnulacji cAMP w niodokrwionym mé=zgu zalezna Jjest
od pobudzcnia -receptordéw adrenergicznych, Obnizenie ich
wrazliwoéci w umiarkowanyw niedotlenicniu /100/ jak réwniez
oprdéznienie rezerw noradrenaliny w pe¢cherzykach synaptycznych
zwierzat rezerpinizowanych /6 /, 7znosi ponicdokrwicnng akumu-
lacje 3 cAMP w mézru szcz ra.

Dostgpne z piémiennictwa dane na temat wplywu niedotlenienia
na aktywnos$¢ f —receptordw w mézgu sg kontrowersyjne. Upisano
stymulacj¢ tego ukladu w warunkach skrajnego niedokrwienia
podokapitacyjnego /10 /. Inni autorzy wykazali zanik wrazli-
wodeci uk 5°=cAMP na stymulacj¢ noradrenaling w prze-
bicgu encefalopatii niedokrwiennej /9 We wlasnych badaniach
wykazano /100/ wyraZne obnizecnie wrazliwo$ci ukladu cyklazy
adenylowe,j na noradrenaling in vitro oraz brak ak mulacji

3',5 -cAMP po dekapitacji uprzednio ni dotlenionych zwierzgt.
Zaobserwowane roéznice poziomu 3' -cAMP w mézgach dekapito-
wanych szczuréw kontrolnych i niedotlenianych mogy byé dodat-
kown przyczyniy obscrwowanych po dekapitacji réznic w podstawo-
wym mctabolizmie w tych dwdéch grupach zwierzgt.

W badaniach wlasnych nie stwierdzono zmian w podstawowym
stezeniu 3° 5'-cAMP w mézgu szczurdw w czasie umiarkowanego
niedotlenicnia. Podobny wynik otrzymala w swoich badaniach
Folbergrova /141/. Wczeénie jsze badania /10/ wykazaly, co
prawda, obniz poziomu w warunkach umiarkowanego
niedotlenienia, lecz moglo to by¢ spowodowane mniej precyzyjng

technika otrzymywania prébek tkankowych o oznaczen.
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W cytowane,j pracy stosowano technike dekapitacji i zamrazania

tkanki zardéwno dla kontroli jak i ni dotlenienia. W przedsta-

wionych badaniach w asnyc stezenie substratéow oznaczano w
ach szczuréw w caloéci zamrazanych w cieklym azocie.

Przy technice dekapitacyjnej krotki okres towarzyszacero jej

ni okrwienia 57/ by¢ przyczyngq /przy opisanej réznicy

reakec ji ukladu cAMP na dekapitacj¢/ pozornego obnizenia po-
ziomu cAMP w mézgach zwierzgt niedotlenionych w stosunku do
kontroli.

Stymulacja glikolizy i zahamowanie syntez zwigzkéw makro-
molekularnych w umiarkowanym niedotlenieniu lnczy si¢ ze
znacznym ograniczeniem szybkoéci utleniania glukozy w cyklu
pentozowym. Wniosek ten opieramy na wynikach pomiaru szybkoéci
gromadzenia si¢ kwasu 6-fosfoglukonowego /6PGA/, po zahamowaniu
aktywnosci onzymu odpowiedzialnego za dalszy jego przemiang
w C.P. Wykazano, ze niedotlecnienie powoduje znaczne zwolnie~
nie akumulacji PGA w mdézgu szczurdw., Jak podano w op
metody bada , przyrost 6 GA w mézgu po podaniu G-ami
kwasu nikotynowego / -AN/ zalezy od dwoéch czynnikéw:

1 Szybkosdci syntezy endogenncgo inhibitora reakcji D - PGA,
ktory jest analogiem NADP ™ z dodatkown grupa aminown w
pozycji 6 amidu kwasu nikotynowego / A-NA +/

2 0d aktywnoéci D -G6P, enzymu limitujgcego utlonianie

glukozy w cyklu pentozowym /Rozdzial -7 b/,

S7zybko$é syntezy endogennego inhibitora A-NaDP* /fosforamu 6-
aminonikotynoamido-adenino dinukleotydu/ w mézgu jest uzalez-

niona od aktywnosci mikrosomalncgo enzymu hydrolizujgcego
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/77, 95/ ktéry wykazuje dzialtanio w stosunku do nukleotydow
pirydynowych. Syntezg¢ tego analogu nukleolyddw pirydynowych
w mdézgu opisali Coper i Herken w roku. Mechanizm syn-

zy nukleotyddéw zawierajicych 6-AN przebiega nastgpujaco /77
najpierw zachodzi reakcja hydrolizy dinukleotydu do nikotyna-
midu i adenozyno difosforybozy, zZapoczatkowujac reakcje wy=-
miany. Adenozyno difosforyboza siuzy jako akceptor dla czas-
teczki G-AN, przy jego stezeniach przewyzszajgcych ste¢zenie
nikotynamidu.

eakc ja hydrolizy i wymiany nikotynamidu w cz st czce eoty
dow pirydynowych jest reakcja ni wymagajaca dostarczania
energii i przebiega w obecnoséci enyzmu mikrosomalnego z szyb-
kosScig zalezng od stezen zwigzkdw biorneych w niej udziatl,
Substratom rcakcji jest utleniona forma nuklcotyddéw pirydy-
nowych /NA * 1un NADP+/. Teorotycznie szybko$é reakcji wy-
miany w niedotlenieniu moglaby ulegad ograniczeniu przy znacu-
nym zmniecjszeniu stezenla nukleotydéw. ktyw ym inhibitorow
recakecji -6PGA jest powstajacy 6A-NADPY, Jak wspo Jjego
synteza vzalezy od endogcnnego stezenia NADP+. fteakc ja ta
wykazuje wspoéizawodnictwo o 0-AN w stosunku do aktualnego
stezenia NA *, Vostgpne danc 2 posmicnnictwa wskazuja, ze
uktad oksydoredukcyjny NAD+/NADH jest bardziej wrazliwy na
niedotlenienic niz uklad NAUP+/NADP Niedotlenienie, szcze-
z6lnie o niezbyt duzym nasileniu, nie wydaje si¢ powodowaé
deficytu NADP+, podczas gdy stezenie NAD* drastycznie si¢
obniza /120/. Tak wiecc teorotycznic nie wydaje si¢ prawdopo-
dobne zahamowanie syntezy A=-NADPY w tkance niodotlenianej,

tym bardziej, #e spadck poziomu Nap* bedzic utatwial w
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m ¢ konkurencyjnym rekcje -AN z NA pt.
Za tym wnioskiem przemawia rownicz zaobserwowane bardzo
znaczne obnizenie akumulacji 6PGA w grupic zwierzat, w ktoérej
niedotlenienie rozpoezynano w godz, po podaniu 6=AN, w tym
czasie endogenne stezenie 6A=NALPY jest juz wysokile
nawet ewcentualnc zahamowanie jego wewngtrzliomérkowej synte::y
nie powinno odbidé¢ si¢ na stopniu lnhibicji cylilu pentorzowcro.
Qowniez pr PGA w mézZsu szerurow w pierwszej
rodz po 7akoliczeniu niedotlenienia; wskawuje poérednio,
zc¢ aktualne steiz inhibjitora tkankowogo jest wystarczajrce
do zahamowania reakcji -61GA.
Podsumowujgc, wydaje si¢, 2c za obnizonie akuwulacji 0-fosfo-
glukonianu po podaniu «=AN w woézgu szczurdw w niedotleonioniu
odpowledzialne jest zmniejszenie utleniania glukozo=(6=fosfo-
ranu przez ) -G P, picrwszy i ograniczajgcy aktywno$¢, cnzym
cyklu pentozowego.
Po przerwaniu niedotlenienia sytuacja ulesa pgwattownej
zmianie. Szybka akumulacja O6PGA w pdélkulach mdézgu szczurodw
po niedotlenieniu, jak réwnie# zaobserwowany wzrost nicsy-
metrycznoéci spalania réznie znakowanych izotopéw glukozy
/1=""C wvs, 6="'C in vitro wskazujq, 2 po niedotlenieniu
nastepuje znaczna stymulacja przemiany glukozy w C.P.
Obliczajgc szybko$é przyrostu 6PGA po podaniu 6=AN w
mézZgu w normoksji, otrzymano érednie wartosci wynosznce
0,4 mmol/kg masy/godz dla kory i 0,8 mmol/kg masy/godz
dla pnia mézgu szczura /Vykres th/.
Biornc pod uwage, ze transportowana do mézgu glukoza jest

w warunkach prawidlowych caikowicie metabolizowana przez
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tkanke /75/ mozna przyjaé, ze szybko$é jej transportu do
mézgu odpowiada szybkosSci metabolizmu, W przedstawionych po-
wyzej dosSwiadczeniach oznaczylidmy te¢ wartosé na 0,44 wmmola/kg
wasy/min. Wediug danych z pidmiennictwa u nieusypianych szczu-
réw wartosé ta waha sie od 0,54 - 0,65 mmola/kg wasy/min /26/.
L autorzy /6/ okres$lali jej warto$¢ na poziomie 0,48 mmola/
kg masy/min, a nawet O, 6 mmola/kg masy/min /62/ lub znaczniec
nizszy, wynoszacyg O mmola/kg masy/min /1hh/.

Opierajac si¢ na wlasnych oznaczoniach, przemiana pentozowa
zuzywa 0,4 wmol/kg masy/godz. czyli 1.5 calej spalanej glu=-
kozy w korze mézgu i 0,8 mmol/kg masy/podz czyli okolo 3%

w pniu mézgu. W niedotlenieniu, pomimo wzrostu transportu
glukozy, aktywnosé jej spalania w C.P. spada do okolo 30
warto$ci kontrolnych. Pomimo, Ze oznaczona szybko$é akumu-
lacji PGA w mézgu miesSci si¢ w wartos$ciach aktywnoséci C.P.
oznaczanych metodami posrednimi przez innych autordéw 80, 81
to nalezy zachowaé¢ krytycyzm co do $cible ilodciowej inter-
pretacji przedstawionych wynikéw. W zalozeniach metody pomi-
nigto bowiem calkowicie istnienie aktywnoséci enzymu defosfo-
rylujacego 6PGA do kwasu glukonowego w mézgu /78/. Dane z
pié$miennictwa wskazuja, %e ste¢zenie kwasu glukonowego, mini-
malne w warunkach prawidiowych, roé$nie proporcjonalnie do
stezenia G6PGA. W warunkach zahamowania DH-6PGA, powig¢ksza jg-
cego stezenie kwasu 6-fosfoglukonowego o dwa rzedy wielkosci,
znaczenie tej d J puli moze znacznie wzrastad.

Stad tez szybko$é gromadzenia sie PGA nie jest Sci$le ilos-
ciowym oznaczcniem glukozy metabolizowanej w cyklu pentozowym,

a tylko przyblizonym wykladnikiem aktywno$ci tej przemiany.
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Podobni zreszta jak gro adzeni sie kwasu mlekowego jest

J dyni wykladnikicm aktywnosci przemiany glikolitycznej w
tkancc.

Pomimo tych zastrzezen wydaje sig¢, %e zasiosowana mctoda

da je nowe mozliwoéci badania udzialu cyklu pentozowego w me-
tabolizmie mézgu., Do tej pory nie dysponowano ilo$ciowa metodi
oceny aktywnosdci cyklu pentozowego w mézgu in vivo. Jedyna
praca, opisujaca mectod¢ iloéciowecgo oznaczcnia alktywnos$ci
cyklu pentozowego w mézgu /73/ pomimo stusznych zaloZenl teo-
rotycznych budzi zastrzozcnie cc do praktycznych mozliwosci
Jjej zastosowania. Metoda oparta jecst na okreéleniu zmiany
wielkodci puli izotopu kwasu =fosfoglukonowero oznaczancgo
v mézgu w 2, 3 i sck. po dotetniczym podaniu znakowancgo
prekursora - kwasu glukonowefo. Watpliwosci budzi mozliwo6é
dokladnego ilodciowego badania w odstg¢pach sekundowych meta-
bolitéw mézgu, szceregdlnic, zc stosowana metoda zamrazania
tkanki po dckapitacji wyklucza natychmiastowa dezaktywacje¢
metabolizmu /157/ DPoza tym oznaczenie aktywnoéci C.P. opiera
si¢ na pordéwnaniu szybkosdci gromadzenia si¢ znacznika w
tkance w 2 pulach mctabolicznych, ktérych radioaktywnosé
rézni si¢ miedzy sobg o 5 rzeddw wielkosdci. Przy tak duzych
roznicach radioaktywnoéci mozliwos$é¢ artefaktycunego zanic-
c7zyszczenia puli o nizszej aktywnofci jest bardzo duza.
Wyniki otrzywane przez anych autorow a réwnicz bu-
dzi watpliwoéci. Aktywnosé C.P. w warunlkach prawidl
obliczono calcj m tabolizowancj przcz mou; siukozy.
Wyd si¢ to warto$cin bardzo zawyzona w stosunku do

wszystkich znanych 7 pi$micnnictwa, szacunkowych obliczerl,
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wykonywanych mctodami. podredniwi /70, §1/. U zwicruipt podda-
nych narkozic we w/w autordw, ma prace-
kraczad 90, zuzywanej glukozy /72/, co trudno jest pogodzic

v przyjetymi pogladami na procesy regqulacji przemiany podsta-
wowe,j moézsu.

Trudno jest rozstrzygmaé¢ na podstawic wiasnych badau jakie
morn bvé bezposrednic przyczyny zabhamowania przemiany glukozy
w cyklu pentozowym w niedotlenionym mézgu,

swictle otrzymanych wynikdw, dotyczncych regulacji aktyw-
nodci kluczowych cnzymoéw cyklu pentozowego in vitro / ozdzial

-7 b/, najbardziej prawdopodobnym byloby przypisanio tefo
zahamowania zwig¢kszonej redukcji ukiadn NAUP+/NADP W nice
dotlenicniu., Z drugicj jednak strony badania stanu oksydo=
redukc ji nukleotyddéw pirydynowych w mdézgu /88, 120/ odkred-
laja wzgledng stabilnodé i ni wrazliwodé ukiadu NA °Y/NADPI
w pordwnaniu z NAD+/NAD na niedobdr tlenu. Szybkoé¢ utle-
niania NA jest bezposdrednio zwiazana z potencjaiem fosfo-
ranowym cytoplazmy z jednej strony, a lancuchem fosforylacji
mitochondrialnych z drugicj /1 5/. Dlatego tez NAD wystepuje
w komérce w przcwadze formy utlenionej w stosunku 1000:1.
Natomiast uklad NADP+/H nie uczestniczy bezposrednio w meta-
bolizmie energetycznym komérki. Sprzezony j st on natomiast
% wicloma reakcjami anabolicznymi jako dawca aktywnego wodoru.
Stosunck formy utlenionej do zredukowanej w mézgu w tym ukla-
dzie wynosi 1:100 /120/. Ta przewaga formy zredukowanej w
warunkach in vivo powodujo, ze uklad nukleotydowy NADP+/ /
Jjost wieclokrotnie mniej podatny na redukcje niz ukiad NAD+/ /.

Stad tez wyznacznikiem aktywno$ci cyklu pentozowego w niedo-



tlenieniu wydaje si¢c w wigkszym stopniu szybko$d zuzywania
NA , niz bezposrednia rodukcgja NA Pt w realkc jach powigza-
nych 2z podstawowym umctabolizmem energetycznym.

Boezpoérednio po ustapieniu nicdotlenienia aktywnosé cyklu
pentozowero znacznic wzrasta. Wskazujg na to zardéwno badania
in vivo jak i in vitro. Réwniez aktywnosci zwinuanyelh z nim
enmyméw:D =G P i D =61GA, rastajq Juz w trakcic nicdotlo-
nicnia /Rozdzial III- 5 b/. Na rozbiezsnoséc pomicdzy aktualna,
a potencjalng intensywnoécia przemiany pentozowej w mdzgu
wskazuja zaréwno wlasnc badania, jak i dano innych autoréw

Z badan wlasnych nad stymulacjg tego procesu przez
zwigzki utleniajice NA P in vitro wynika mozliwo$é wiclo-
krotnego przyspicszenia utlcniania 1- =-glukozy w skraw-
kach tkankowych przez zastosowanie egzogennych akceptordw
clektronéw takich jak, PhMS czy glutation. Réwniez maksymalna
aktywno$c¢ dohydrogionaz G6P i 6PGA, onzymdéw rogulujacych C.D.
w wmézgu, jest wystarczajgco duza, aby utlenié caty metaboli-
zowani przez moézg lukoz¢. latego tez wydolnoéé ukladéw

nzy ycznych nic moze byé decydujyca dla aktywnosci C.P.,
ktory w mdézgu o muije jodynie nicwielks frakcej¢ ¢lukozy
spalanej w glikolizic / 5 104 Jakiel:olwiek byityby bezpos-
rednio pruyczyny zmian aktywnosSci C.P. w czasice nicdotlcnie-
nia i po jego ustapicniu, odzwierciedlaja onc zmiang zaopat-
rzonia tkanki w NADIH i pentozy, dwa podstawowc produkty
povwstaiaco w toj prwcmianie. W niecdotlcnicniu obnizoniec aktyw-
- . ——, .
nosci cvkluvzbicga sig 7 zahamowaniem proceséw syntez zwigzkow
makromolokularnych, jak rdéwniecz zc =zmniejszeniem obrotu mota=-

bolicznego niektérych awmin kat cholow / 0/. Oba te procecsy
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barier¢ krew-mézg. Posluzono si¢ metody izotopowa opisang
prz. z Gaitond i wsp. /62/. W pordwnaniu z praca oryginalna
pomini¢to korekcj¢ réwnowazaca ilosé radioaktywnos$ci stra-
comej przy dekarboksylacji pirogronianu. Pomim iz we
wlasnych oznaczeniach 30 do 50 radioaktywnoéci znajdowano
we frakcji aminokwaso to uzywa jgc -~ zamia U-[1 C]-
glukozy, wykluczono straty powodowane dekarboksylacja wegli
glukozy, nie tylko na poziomie pirogronianu ale i w innych
re kcjach cyklu Krebsa.
Oznaczona wartoéé¢ transportu glukozy z krwi do mdézgu wynosila
. 4 mmola/kg masy/min w norunoksji. Wynik ten wmozna poréwnad
7z danymi z pismiennictwa, ktére u réznych autordw ksztaituja
si¢ w g nicach od 0,48 do 0,62 wmola/kg masy/win /G, 26, 74/
W umiarkowanym niedotlenieniu transport glukozy do mézgu
ulegal przyspieszeniu do 0,73 mmola/kg masy/min. W Jjednej
znanej wi pracy okreélajacej wychwyt glukozy przcz mozg w
niedotlenianiu mctod:y autoradiograficzna 2z uzyciom U=
dezoksy-glukozy wykazano uosélniona stymulacj¢ wbudowania
radioaktywnosci w czasie niedotlenienia /53/. Za ten wyraziny
wzrost transportu ¢;lukozy w niedotlenieniu odpowicdzialny
jest prawdopodobnie wxrost gradientu stezenn glukozy pomigdzy
krwia, a przestrzonia mézgu do ktérej odbywa si¢ jej trans-
port. Ste¢zenie glukozy w tej przestrzeni spada z wartosci
4,83 do 4,41 mll. We wlasnych badaniach wielko$¢ tej przostrze
ni w warunkach prawidlowych okre$lono na 32, ogélnej masy
tkanki. Dyla ona wigksza od przestrzeni pozakomérkowecj mézgu
szczura oznaczanej in vivo przy pomocy innych znacznikéw

, 149/ jednakze odpowiadala $ciéle wartoséciom otrzymanym
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przy uzyciu 3-~0O-metyloglukozy jako znacznika

Opierajac sie na przestankach podanych w rozdzia -4,
wydaje sie¢, #c wielkos$¢ przestrzeni mézgu do ktdérej odbywa
si¢ transport glukozy ulega w nicdotlenieniu powig¢kszeniu
7 do 56 ogdlnej masy tkanki. Wspoélczesne poglady na
kinectyke transportu i dystrybucje glukozy w mézgu sy zrdz-
nicowanc. Przestrzein miedzy komdérkami S$rédbionka naczyn i

okolokapilarnego gleju, przez ktory odbywa sig¢ transport,

jest na tyle mala, a w dodatku wypeitniona ge¢sta wmukopoli-
sacharydow substancjy, stanowid moze funkcjonalng

barier¢ przcpuszczalnodci /138/. Parametry kinetvki wybiodr-
czogo transportu i dyluzji substancji przez ton kompleks
bionowy wyznaczaja charakter bariery krew-mnézg.

Typ dla wozpgu transport glukozy przex specyficzny uklad
przcnosnilowy /carrier - mediated/ wuachodzi pomiedzy krwia

a przesirvsconia miedzykomoérkows moézgu 27, 131 . Glej okolo-
naczyniowy wraz z plynem pozakomérkowym stanowi przestrzen,
prze7z ktorg (lukoxa dostaje si¢ do pozostalych clementéw
komérkowych mézgu. Przejécie przez inn poza bariera, ele-
menty blonowe komérek o.u.n. ograniczane jest jedynie szyb-
koécig dyfuzji /1 /, bad% ukladem przenoénikowym wysokiego
powinowactwa /51/, nierozréznialnym od szybkos$ci wewnatrz-
komorkowej fosforylacji uzywanych do jego ovnaczon markerow
/np. 2 dezoksy-glukozy dla eksokinazy wynosi 0,25 mM /3/,
a K tuw. transportu wysokiego powinowactwa 2 dezoksy-glukozy
do synaptosoméw wynosi 0,24 mM /51/ /

Tak wi¢c przestrzon pozakomérkowa wraz z glejem o funkeji



transportujacej glukoz¢ /astroglej/, wzrastalaby w niedotleo-
nienin, Znajduje to potwierdzenie w obserwacjach mikroskopowo-
clektronowych, wskazujicych na obrzmienie gleju gwiazdzistego
w nast¢pstwie umiarkowanego nawet nicdotlenicnia. lMoze to
stwarza¢ dodatkowy przyczyne utrudniania dyfuzji substratdw do
kowérek o.u.n. i w konsckwencji do pogig¢bienia zaburzen
funkc ji transportujacej bion komérkowych.

iona komdérkowa jest biologicznym ukladewm metastabilnym i
utrzymanie jej optymalnej funkcjonalnie struktury fizyko=-
chemicznej wyma a ciiglych nakladdédw cnergetycvnych, "Awaryjne"
ograniczenic zuzycia cnergii we wszysthkich procesach nie
zwigzanych bezpo$rednio z transportem blonowym, korzystne
Jjako kroétkotrwaly proces adaptacyjny, woze sta¢ si¢ pruyezyng
narasta jacych uszkodzeil struktury blon komdérkowych przy
przediuzajacym si¢ niedotlenieniu. Dodatkowym cmymnik N
zwigkszajacym wrazliwo$é bion komérkowych na procosy destruke
cyjno, staje si¢ nicwagtpliwie vmiana 4rodowiska spowodowana
niedotlenieniom. Znacwne nagromadzenie kwasu mlekowego, price
wyzsza jace spotykane w ostrych stanach niedokrwiennych, a
zwinzane ze zswigkszonym transportem glukozy do mézgu w nic-
dotleniceniu, uaktywnia liczne procesy kataboliczne, ktére nic
moga byl¢ zrdéwnowazone zwig¢kszoniom syntez. atogenny charake-
tor laktoacidozy w uszkodzeniach hipoksyjnych mézgu ma ob-
sv. dokumentac j¢ doswiadczalny /

nnym czynnikiom mogacym nasilaé hipo syjne uszkodzenia

struktury blony jest opisanc poprzednio, zahamowanie przce

miany glukozy w cyklu pentozowym.
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Zardéwno z bada wlasnych, ja i danych 2z pismionnictwa wynika,
ze metabolizm energetyczny komoérki nie ulega uszkodzeniu w
untiarkowanym niedotlenieniu, W badanym modclu oddychanie
tkankowe bylo niezmicnione, a glikoliza powracala do normy
wraxz 2 prawidlowym utlcnowaniem tkanki. Wskazujc to, Ze po
zakonczeniu epizodu niecdotlonienia kowérki dysponujq aparatem
produkujgcym enorgi¢ potrzebn: do naprawy ewecntualnych uszko=
dzen pohipoksyjnych. Dowodem, Ze po r oksygcnacji rzeczywiscie
zachodzi efektywnic p s naprawczy moze byl worastajgca w
tym okresie szybkosé zuzycla zwigzkow wysokoencrgetycznych
Rozdz. @ =3/, oraz stymulacja C.). /Rozdz, -5/. Rownioz
zaobserwowane uprzcdnio zwmiany funkcjonalne blon komérkowych,
przejawiajgcc sie zanikiem wrazliwo$ci ukladu cyklazy adonyla-
nowej na skrajne warunki niedokrwienia /Rozdz, III-3, Wykres 5
jak i na stymulacje noradrenaling in vitro /100/, cofaly sig
w przeciijgu 6 god=. po nicdotlenieniu.

e zaburzonia funkcji blon komérkowych mogy trwaé znacznie
diuzeoj. Rafa owska /136/ obscrwowala zahamowanie transportu
cytrynianu z cytoplazmy do mitochondridw jeszcze w 7 dniu po
przebytym nicdotlenieniu.

Przytoczone obserwacje, wskazujnce na zaburzenia procesow,
ktérych podioze stanowi blona plazmatycina, sugerujq istotne
zmiany zachodzgce w joj strukturzo w czasie niedotlenienia.
Liczne badania wskazujq na lipidy blon komérkowych, jako

mi wrazliwe na uszkodzenia w warunkach za-
burzonego motabolizmu podstawowego o.u.n. /niedotlonienie,

niocdocukrzenic, stany drgawkowe/ /148/.
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Powstaly dwie hipot + dotyczyce mechanizmu tych udzkodzer.
Pierwsza postulowala werost poziomu wolnych kwasdéw tluszczo-
wych /FFA/, uwalnianych z fosfolipidéw na skutel ich hydro-
lizy, jako pierwotn: pruyczync culego lancucha witdérnyech

uszkodzenl metabolicznyelh i strukturalnych o.u.n. /8, 9, 129/,

Oy, zaproponowana réwnolegle przez Majewska i wsp.
i n poulosa /35/, wskazywala na mozliwo$¢ uaktywnienia
procesdéw utleniania wo ipidow . nwolnionych

kwasOw tluszczowych w czasie trwania, bads tes po przebytym
niedot}enieniu / 1, 1 /. Obic te hipotezy pierwotnic o

szono do ostrych uszkodzel anoksyjnych i niedokrwiennych.

W ostatnich latach wykazano, #e poziom wolnych kwaséw tlusz-
czowych w mbézgu ulega zwigkszeniu réwniez w hypoglikemii /1/,
obrzgku mézgu /169/ w stanach drgawkowych /8, 6/, Jjak
réwniez w wyniku tagadnego niedotlenienia /155/ wszystkich
tych warunkach istnieja potencjalne mozliwosci uaktywnienia
proceséw utleniania wolnorodnikowego uwalnianych kwaséw
tluszczowych. Zaobserwowane w przedstawione,j pracy zahamowa-
nie aktywnos$ci C.P. w tych warunkach, nasilalioby ten proces,
poprzez obnizenie potencjatu antyoksydacyjncgo tkanki.
Toksycznos$é¢ uwalnianych kwaséw tluszczowych nie musi byé
skierowana, Jjak sugerowano pierwotnie /8, 129/, na rozprzg-
zenie metabolizmu cnergetycznego komdérki. Wolne kwasy tlusz-
czowe /szczegdlnie wielonienasycon /, zmieniajg plynnosd
blony /29/ i =zwi¢kszaja jej przepuszczalnodd dla wody i
elektrolitéw /19, 20/. Pod wplywem wolnych kwaséw tluszczo-
wych ulegajg rdéwniez zaburzeniom procesy transportu blonowego

w zakoliczeniach prosynaptycznych /161/.
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Uwolnieniu kwaséw tluszczowych i stynulac,ji procesdéw peroksy-
dacji 1lipiddéw w stanach zaburzoeil metabolicznych towarzysua,
aczkolwick mmiecj drastyczne, zmlany skladu i metabolizmu
komponentu lipidowego blony cytoplazwatycznej /2, 35, 39/.

W ostatnich latach poglad na stabilnos¢ strukturalna i meta-
bolicvn:y blony komdrkowej ulegl zasadniczej zmianlie. lstnieje
coraz wig¢cej dowoddw, zc liczne jej skladnilii wykarujy wnacvie
na dynanike przewian biochemicznych, htérveh zakldcenie po-
woduje wasadniczn zmiang reakeji btony jako catodei foddmia-
lywania kooperatywne,. Réwniez powierzchnia blony cytoplaz-
matyczne j moze ulecgaé glebokim przeksztalceniom, »micniajuac
rcake j¢ kombérek na vmiany $rodowiska.

W przedstawionych badaniach wykazano, » frakcja 1 pidowa,
glowny skiadnik struktur blonowych koméorki jest /w poréwmna-
niu z innywmi frakejami »wigzkow makromolekularnych/ szcze-
golnie wrazliwa na nicdotlenienie, Poza znamicnnym spadkiem
poziomu foslolipiddow i gangliozyddw w wmdzgu szczurdw nicdotle-
nionych, obscorwowano obnizenic wbudowania prekursora,

el y do frakcJji lipidowej, utrzymujace sig¢ przcz rodziny
od zakonczonia nicdotlenienia. Podobny wplyw nicdotlenienia
na wbhudowywanie szeregu prekursordéw lipidowych wykazali inni
autorzy /2, 101, 168/. VW badaniach wtasnych najgilgbsze 1
najdiuzej trwajice zaburzenia po niedotleniceniu wykazywala
frakecja glicerofosfolipidéw kwadnych /w ktércj przewage
stanowig glicerofosfolipidy inozytolowe/. Réwniez whudowywa-
nie glukozy w czasie trwania niedotlcnienia obnizalo sie

wyrainie w tej wlaéniec frakecji lipidowsj.
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Intercsujaco jest, #e uszkodzmenie syntezy fosfolipiddow
kwasnych wyda]J si¢ charakterystyczne jedynic dla umiarkowa-
nego nicdotlenienia i nie zostalo stwicrdzone w gilebokich
stanach hipoksyjnychh i niodokrwiennych /15 /. Obnizcnie po-~
ziomu gangliozyddéw w mézgu bylo rdéwniez typowe dla przcwlekile-
go, miarkowanogo ni dotl i nia / /. Glicerof ost'olipidy
inozytolowe, podobnic jak gangliozydy, stanowig zwiazki o
szczegélnej aktywnosdci i znaczeniu dla rcceptorowej funkeji
bion komdérkowych /29, 122/. Fosfolipidy inozytolowe sn bez-
poSrednio zwiazanc z funkecjn receptorows komérek nerwowych
/76/, najprawdopodobnioj poprzez uklad aktywowanej przez
dwuacylglicerol kinazy C /125/ lub cAMP zaleznej kinazy A
/14 /. Zahamowanioc energozalcznego obrotu fosfatydyloinozy-
toli w blonie komérkowej jest jednym z postulowanych mechanize
méw hipoksyjno-ischemicznych uszkodzern komérek nerwowych /148/
Gagnliozydy, 7ze ws/gledu na swoja charakterystyke chemiczna
/zwigzki amfifiliczne o silnym, ujemnym tadunkn jonowym/ oraz
lokalizacj¢ /zewng¢trzna warstwa blony komérkowej/, sn czastecz
kami o duzym wplywie na powierzchniowe procesy kowmédérkowe /29/.
Zaobscrwowany spadck poziomu gangliozydow, micerzony stezoniewn
kwasu sialowego w lipidach, moze by¢ wynikiem wzmozoncj aktyw-
noéci neuraminidazy w warunkach niedotlenienia. !“nzym ten
wykazujo $écislty zaleznoéé od pll, 7 optimum dzialania w $rodo-~
wisku kwas$nym. Jednoczes$nic obsorwowany wzrost poziomu gli-
kolipldéw obojetnych w drugiej godzinic trwania niedotlenicnia
sugerowaliby dalsza degradacj¢ gangliozydow 7 udzialom cneymow
lizmozomalnych, W pismicnnictwio istnicjs donicsionia o wrmozo-

nej degradacji gangliozyddéw mézgu w stanach niedotlenicnia
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/ 9, 137/. Gangliozydy sa potencjalnymi modulatorami pro=-
cesdéw przekaznictwa synaptycznogo /28/. Wyehwyt zwrotny neuro-
przckaZnikéw przez zakoliczenia presynaptycznc oraz zalezny od
potencjaiu transport wapnia, sa regulowane przez minimalnc
nawet vmiany skiadu zwigzanych z bltonawmi ganglioznydoéw VAR
Pierwotnic sugerowano, ze gangliozydy funkcjonuja jako recep=-
tory ligantow aktywujacych cyklar¢ adenylanowsa, jcdnakse
dalsve badania, za wyjatkiem uzycia toksyn n urotropowych, nic
potwierdzily tej hipotezy. Wykazano natomiast ich istotng
rol¢ w modulowaniu aktywnoéci cyklazy adonylanowej, szczefdl-
nie w procesach réznicowania komdérek /30, 132/. Jak juz
wspomniano, po niodotlenieniu obscrwowano czasowe odw azli-
Wi nie -rccoptoréw w skrawkach tkankowych mézgu na stymu-
lac,j¢ noradrenalini /100/. Bralc akumulacji cAMP u szczurow
deakpitowanych po niedotlenieniu /Rozdz. 1Ti=3/ nalezy tiu=-
maczy¢ zanikiem tej wiladnie recakcji.

Zaleznos¢ ukladu cyklazy adenylanowej od fizylochemicznego
stanu komponenty lipidowoj bion, ma coraz bLogatsza dokumen-
tacje¢ eksperymentalna /8 , 85/, bo aktywacji togo enzymu blo=-
nowegzo potrzebne so co najmniej dwa wowenty Scistego oddzia-
lywania pomi¢dzy funkcjonalnymi podjednostkami bialkowymi,
zlokalizowanymi w bionie cyltoplazmatycznoj.

W chwili zwiczania ligantu przez receptor, musi on wej$é¢ w
Scisiy zwiazek z GTP-7zaloznym bhialkiom regulacyjnym. Dopiero
ten kompleks jest przylaczany do cuasteczki wlasciwego enzymu,

cyklazy adenylanowej, ktory w wyniku tego przechodzi w forme

aktywna.
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Zmiana stanu pilynnos$cl blony komérkowej, zalezna m.in. od

s adu lipidowego ornz obecno$ci zwigzkdéw o witasdciwodciach

f =mogennych /FFFA, pangliozydy/ bedzie utatwiaé, bgdi utrud-
niac, zachodzZenic procesu, 7alezncgo od ruchliwofci
enzymatyeznych nodjednostelkk bialtkowych,

Szczegblna wraZzliwo$é liomponentu lipidowego mézgu na zmiany
$rodowiska towarzyszace niedotlenieniu /laktoacidoza, akty=-
wacja fosfolipaz, neuraminidazy, peroksydacgya 1lipiddéw oraz
obaizenie potoncjalu antyolisydacyjnogo tkanki zwiazane =z
zahamowaniom cyklu pentozowcgo/ moze staé si¢ podlozem obser-
wowanych zab prawidlowej czymnos$ci blony. Odwrazliwieni
uktadu cyklazy adcnylanowej na stymulacj¢ norepinefryna jest
J nym z przykladdéw takich wladnie zaburzen funkcjonalnych.
Dynamiczny rozwdj wiedzy o ukladach rcceptorowych bion cyto-
plazmatycznych, pruenosugcych informacj¢ do wngtrza komdrek
i sterujacych ich odpowiedziz metabolicrna, rokuje nadziejg
szybkiego posiepu w dalszym, gl¢bszym Zrozumicniu znaczenia

tych procesow w patotogii nicdotlenienia.
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