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Opracowanie technik cytochemicznych ujawniajacych aktywno$¢ hormo-
nozaleznej cyklazy adenylowej (AC) w tkankach zwierzecych (Reik i wsp. 1970)
dato poczatek licznym badaniom, dotyczacym jej swoistosci (Howwell, Whitfield
1972; Lemay, Jarett 1975; Cutler, Cristian 1980), lokalizacji komdrkowej
(Schultze i wsp. 1977; Vorbrodt i wsp. 1977, 1984; Rechardt, Harkénen 1977;
Panula, Rechardt 1979; Szumanska i wsp. 1984; Rechardt, Hervonen 1986)
oraz hormonalnej stymulacji (Kebabian i wsp. 1972; Rechardt, Harkénen 1977,
Panula 1980; Rechardt, Hervonen 1986; Madison, Nicoll 1988). Zwiazana
z btonami komdrkowymi AC, petniac funkcje receptora katalizuje przemiane
adenozynotrojfosforanu (ATP) do cyklicznego 3', 5'-monofosforanu (CAMP),
odgrywajacego role wewngtrzkomérkowego mediatora (second messenger).
Wyznacza to kluczowa role tego enzymu w receptorowozaleznej regulacji
czynnosci komérek (Sutherland, Rall 1960). Jego aktywnos$¢ stymulowana jest
przez szereg czynnikdw, miedzy innymi przez noradrenaling (Huang i wsp.
1971), dopamine (Kebabian i wsp. 1972) oraz przez forskoline (Seamon i wsp.
1981).

Os$rodkowy uktad nerwowy nalezy do najbogatszych w AC narzadéw
ustroju zwierzecego (von Hungen i wsp. 1974). Jednakze ujawnienie jej
aktywnosci w strukturach mézgu napotyka na szereg trudnosci metodycznych»
zwigzanych przede wszystkim z hamujgcym oddziatywaniem utrwalaczy i jo-
néw metali ciezkich stosowanych w technice mikroskopowo-elektronowej.
Z tym tez zapewne zwigzane sg kontrowersje w interpretacji uzyskiwanych
wynikow.

W ostatnich latach opracowano metody ultrahistochemiczne pozwalajace
na ujawnianie aktywnosci AC w strukturach osrodkowego ukfadu nerwowego.
Jej obecnos¢ wykazano zarbwno w synapsach i btonach wiokien nerwowych
(Greengard i wsp. 1972; Rechardt, Harkénen 1977), jak i w elementach sieci
naczyniowej mozgu (Szumanska i wsp. 1984; Yorbrodt i wsp. 1984). Stwier-
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dzono ponadto gtebokie nieprawidtowosci w aktywnosci enzymu w $cianach
naczyn krwionosnych mézgu w doswiadczalnych stanach patologicznych
przebiegajacych z zaburzeniami mechanizmow bariery krew —mozg (Szuman-
ska, Mossakowski 1985; Szumanska i wsp. 1988).

Wybidrcze uszkodzenie neuronéw piramidowych sektora CAj rogu Amona
w warunkach niedokrwienia przodomoézgowia u chomikéw mongolskich
i szczuréw (Kirino 1982; Kirino i wsp. 1984) i jego prawdopodobny zwigzek
z ekscytotoksycznym dziataniem neuroprzekaznikow aminokwasowych (Pul-
sinelli 1985; Suzuki i wsp. 1985) zwrdcity uwage na ewentualne zmiany w stanie
synaps w tej czesci zakretu hipokampa. Obecno$¢ nieprawidtowosci w ich
obrazie ultrastrukturalnym w warunkach niedokrwienia mdézgu sugeruja
badania Mossakowskiego i wsp. (1989), poswiecone analizie dynamiki mikro-
skopowo-elektronowych uszkodzer sektora CAj u chomikéw mongolskich.
Sktonito to do systematycznej oceny obrazu mikroskopowo-elektronowego
synaps sektora CAt rogu Amona, pochodzacych z réznych komorek potozo-
nych w réznych warstwach tego odcinka zakretu hipokampa. Badania doty-
czyly zarbwno zwierzat nie poddanych zadnym zabiegom do$wiadczalnym, jak
i tych, u ktérych wywotywano przemijajace niedokrwienie przodomdzgowia
(Gajkowska i wsp. 1988, 1989). Wydawato sie celowe ich uzupetnienie
histochemiczng analiza aktywnosci synaptycznej AC tego obszaru zakretu
hipokampa. Z prac de Robertisa i wsp. (1967) wiadomo, iz AC zwiagzana jest
swoiscie z frakcja zakonczen nerwowych. W niniejszej pracy podjeto cyto-
chemiczng analize aktywno$ci enzymu u zwierzat nie poddanych zadnym
zabiegom doswiadczalnym.

MATERIAL | METODY

Badania przeprowadzono na dorostych chomikach mongolskich, samcach.
Reakcje cytochemiczng ujawniajacg aktywnos¢ AC przeprowadzono wedtug
metody opisanej przez Rechardt i Harkdénena (1977) udoskonalonej przez
Rechardt i Hervonen (1985), stosujac wiasng modyfikacje medium inkubacyj-
nego (Szumarnska i wsp. 1984).

Uzyte do badan zwierzeta podzielono na dwie grupy. W grupie pierwszej
chomiki mongolskie usmiercano przez dekapitacje. Moézgowia wyjmowane
natychmiast z jamy czaszki, oziebiano na lodzie, zanurzano w roztworze
Krebsa—Ringera z dodatkiem glukozy (K—R —G) i krojono w ptaszczyznie
czotowej na bloki grubosci okoto 2 mm. Nastepnie z odcinka CAr grzbietowej
czeSci zakretu hipokampa pobierano pod kontrolg lupy prostopadiosciany
obejmujace jego poszczego6lne warstwy. Zwierzeta grupy drugiej u$miercano
przez zastosowanie krotkotrwatej przezsercowej perfuzji roztworem K—R —G,
pH 8,3. Wykonanie perfuzji miatlo na celu wyplukanie krwi z tozyska
naczyniowego. Z moézgoéw zwierzat tej grupy pobierano identyczne bloki
tkankowe jak w przypadku zwierzat dekapitowanych.

Preparatyka histochemiczng pobranego materiatu tkankowego obejmowa-
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fa trzy kolejno po sobie nastepujace etapy: stymulacji (preinkubacja), utrwala-
nia i wiasciwej inkubacji. Preinkubacje przeprowadzono (20 min w temp,
pokojowej) w roztworze K—R —G, zbuforowanym do pH 8,3 z dodatkiem
aktywatorow: chlorowodorku dopaminy (3 mM) badZ chlorowodorku norad-
renaliny (0,1 mM) lub tez forskoliny w stezeniu koricowym 1074, Czesci
blokéw tkankowych nie poddawano w ogéle stymulacji przy uzyciu zadnego
z wyzej wymienionych aktywatoréw, w celu wykazania tzw. aktywnosci
podstawowej (basal activity). Utrwalanie przeprowadzano przez immersje
bloczkéw tkankowych w Swiezo przygotowanym roztworze 1% paraformal-
dehydu w K—R —G zbuforowanym do pH 8,3. Po utrwalaniu (5 min w temp,
pokojowej) byly one przemywane przez 30 min w trzech zmianach roztworu
K—R —G, a nastepnie poddawane inkubacji w dwoch roznych roztwo-
rach inkubacyjnych. Precipitatem pierwszego byt kobalt, a drugiego stront.
W  pierwszym przypadku ptyn inkubacyjny zawierat: bufor Trisma, pH
83 — 50 mmol/l, MgCIl2 — 3 mmol/1, CaCl2 — 8 mmol/1, s6l sodowg
5'adenylyl-imido-dwufosforanu  (AMP —PNP) — 0,5 mmol/1, teofiling 10
mmol/l i Co(NO3)2 —3 mmol/l. Roztwor inkubacyjny byt przezroczysty
i zabarwiony lekko r6zowo. W przypadku drugim ptyn inkubacyjny zawierat te
same sktadniki, poza azotanem kobaltu, ktéry zastgpiono chlorkiem strontu
(SrCI2-6H20) — 10 mmol/1. Byt on nastepnie przeksztatcany pod wptywem
octanu otowiu w widoczny w obrazie mikroskopowo-elektronowym fosforan
otowiu. Koncowe pH obu ptynéw inkubacyjnych doprowadzano do 8,5—38,8,
a inkubacje prowadzono w temperaturze pokojowej przez 60 do 120 min.
Kontrole swoistosci odczynu histochemicznego wykonywano inkubujgc mate-
riat bez substratu i bez aktywatorow oraz stosujac (3-glicerofosforan sodu
zamiast wlasciwego substratu (AMP —PNP). Po inkubacji, bloczki tkankowe
ptukano, utrwalano w 1% czterotlenku osmu, odwadniano w roztworach
etanolu o wzrastajgcym stezeniu i tlenku propylenu oraz zatapiano w Eponie.
Z bloczkéw tkankowych zatopionych w Eponie skrawano skrawki potcienkie
i barwiono je biekitem toluidyny. Przy uzyciu mikroskopu $wietlnego okre-
$lano w nich poszczeg6lne warstwy zakretu hipokampa i wedlug nich
odpowiednio trymowano bloczki tkankowe. Uzyskano w ten sposob skrawki
ultracienkie pochodzace z 5 kolejnych warstw hipokampa, tj.: stratum oriens,
stratum pyramidale, stratum radiale, stratum lacunosum-moleculare i stratum
moleculare. Skrawki naktadano na siatki, kontrastowano w roztworze octanu
uranylu lub nie podbarwiano w ogole. Zdjecia wykonywano w mikroskopie
elektronowym Joel 100 C.

WYNIKI

Obserwacje bogatego materiatu wykorzystanego do badan wskazujg, ze
aktywno$¢ AC ograniczona jest do struktur neuropilu, przede wszystkim do
bton dendrytéw i zakonczen aksonalnych tworzacych kolbki synaptyczne. Sy-
naptyczna lokalizacja AC nie wykazuje r6znic w poszczegélnych warstwach
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sektora CAj rogu Amona. Nagromadzenie produktu koncowego reakcji
enzymatycznej i jego rozmieszczenie nie wigze. sie réwniez z morfologiczng
strukturg synaps. Jest ono identyczne w synapsach symetrycznych i asymet-
rycznych. Intensywnos¢ odczynu oraz jego cytologiczna lokalizacja w ztaczu
synaptycznym wykazuje natomiast wyrazng zaleznos¢ od zastosowanego
aktywatora reakcji histochemicznej, a takze w pewnym stopniu od rodzaju
metalu (stront versus kobalt) uzytego w adaptacji techniki histochemicznej do
celéow mikroskopii elektronowej.

Dopaminozalezna AC ujawniana przy zastosowaniu azotanu kobaltu,
wykazuje linijne rozmieszczenie aktywnosci w obszarze postsynaptycznym
licznych, roznej wielkosci stykdw synaptycznych, wystepujacych we wszystkich
pieciu warstwach zakretu hipokampa (rye. 1). Dendryty z zaznaczong btonowa
aktywnos$cig enzymu zwigzane sg SciSle z zakonczeniami aksonalnymi. Na
charakter aktywnosci nie wptywa réznorodno$¢ morfologiczna pecherzykéw
synaptycznych zawartych w zakonczeniach aksonalnych, ani zréznicowanie ich
ilosci i rozmieszczenia (pecherzyki okragte i sptaszczone, rozproszone lub
groniasto zageszczone w poblizu blony presynaptycznej). Morfologicznie
réznorodne synapsy charakteryzuja sie wspélnym wzorcem obrazu histochemi-
cznego, wyrazajagcym sie silng aktywnoscig enzymatyczng w btonach post-
synaptycznych i w ich otoczeniu. Zwraca uwage fakt, ze znaczny odsetek
synaps nie wykazuje w ogole reakcji histochemicznej lub jedynie $ladowa.
Mitochondria nie zawierajg produktow odczynu histochemicznego, co stanowi
zresztg jedno z kryteriow jego swoistosci (rye. 1, 2).

W materiale, w ktorym dla ujawnienia AC zamiast kobaltu stosowano
chlorek strontu, stwierdzano, ze stymulowana dopaming aktywnos$¢ enzymu
wystepuje nie tylko w obszarze postsynaptycznym lecz réwniez w blonie
presynaptycznej oraz w szczelinie synaptycznej. W tym przypadku obok
btonowej lokalizacji enzymu spotyka sie jego aktywno$é wewnatrzkomorkowa.
Wypustki komdrek nerwowych, przede wszystkim dendryty, zawierajg roznej
wielkosci ziarnistosci produktu reakcji enzymatycznej, nie zwigzane z zadnymi
upostaciowanymi strukturami cytoplazmatycznymi (ryc. 3). Przy zastosowaniu
tej techniki histochemicznej obserwuje sie niekiedy aktywnos¢ AC w btonach
podstawnych i w mie$nidwce drobnych naczyn krwiono$nych.

W przypadku AC, stymulowanej przez noradrenaline i ujawnianej przy
uzyciu zaréwno jonow kobaltu, jak i strontu, produkt reakcji enzymatycznej
gromadzi sie wylacznie w postsynaptycznych btonach synaps. Nie spotyka sie
go nigdy w btonach presynaptycznych. Jednakze stwierdza sie tu czesto obrazy,
w ktérych koncowy produkt odczynu widoczny jest w postaci elektro-
nowo-gestych ziarnistosci zwigzanych z bltonami duzych wypustek nerwowych
poza miejscami stykow synaptycznych (ryc. 4). Ogo6lnie mozna stwierdzi¢, ze
noradrenalina bardziej niz dopamina stymuluje aktywno$¢ AC zlokalizowang
w blonach wypustek komoérek nerwowych poza obszarami synaptycznymi,
w neuropilu wszystkich warstw kory amonalnej. Zastosowanie zwiazkow
strontu dla ujawnienia w obrazach mikroskopowo-elektronowych aktywnosci
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Ryc. 1. Stratum oriens. Aktywnos¢ cyklazy adenylowej (AC) widoczna w btonie postsynaptycznej
(strzatka). Mitochondria bez odczynu. Stymulacja dopaming. Ptyn inkubacyjny | (kobalt). Pow.
60000x

Fig. 1. Stratum oriens. Electron microscopic demonstration of dopamine-stimulated adenylate

cyclase (AC) activity in the postsynaptic membrane (arrow). No reaction in mitochondrium. Cobalt
method, x 60000

Ryc. 2. Stratum radiatum. Aktywno$¢ dopaminozaleznej AC w obszarze postsynaptycznym
(strzatka). Skrawek nie podbarwiany. Ptyn inkubacyjny | (kobalt). Pow. 50000 x

Fig. 2. Stratum radiatum. Electron microscopic demonstration of dopamine-stimulated AC in the
postsynaptic thickening (arrow). No poststaining. Cobalt method, x 50000
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Ryc. 3. Stratum lacunosum-moleculare. Nieréwnomiernie roztozona, silna aktywno$¢ cytoplaz-
matycznej AC w dendrycie. Stymulacja dopaming. Piyn inkubacyjny Il (stront). Pow. 30000x

Fig. 3. Stratum lacunosum-moleculare. Electron microscopic demonstration of dopamine stimu-
lated AC. Strong irregularly distributed reaction product in dendrite. Stront method, x 30000

Ryc. 4. Stratum pyramidale. Noradrenalinozalezna AC. Produkt reakcji w postaci ciemnych
zageszczen skupionych na btonie widkna nerwowego (strzatki). Widoczne zakoriczenie aksonu (Ax)
z pecherzykami synaptycznymi pozbawionymi aktywnosci enzymatycznej. Ptyn inkubacyjny II
(stront). Pow. 40000 x
Fig. 4. Stratum pyramidale. Electron microscopic demonstration of norepinephrine-stimulated AC.
Only scanty stront precipitates (arrow) are seen on the nerve fiber membranes. Axon terminal (AXx)
contains synaptic vesicles without enzyme activity. Stront method, x 40000
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Ryc. 5. Stratum moleculare. Aktywno$¢ AC w pecherzykach synaptycznych. Stymulacja norad-
renaling. Ptyn inkubacyjny Il (stront). Pow. 100000 x
Fig. 5. Stratum moleculare. Norepinephrine-stimulated AC activity in synaptic vesicles. Stront
method, x 100000
Ryc. 6. Stratum oriens. Zwigzana z btonami synaptycznymi, forskolinozalezna AC skupiona
gtéwnie w obszarze postsynaptycznym. Piyn inkubacyjny 1l (stront). Pow. 60000 x
Fig. 6. Stratum oriens. Electron microscopic demonstration of forscolin-stimulated AC activity is
present in the postsynaptic region. Stront method, x 60000
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Ryc. 7. Stratum pyramidale. Kolbka synaptyczna. Forskolinozalezna AC zlokalizowana w btonie

synaptycznej oraz w pecherzykach synaptycznych. Ptyn inkubacyjny | (kobalt). Pow. 40000 x

Fig. 7. Stratum pyramidale. Electron microscopic demonstration of synaptic cleft. Forsco-

lin-stimulated AC activity is localized in the postsynaptic membranes and synaptic vesicles. Cobalt
method, x 40000

Ryc. 8. Stratum moleculare. Inkubacja bez aktywatora (basal activity). Aktywnos¢ AC w postaci
ziarnistosci rozmieszczonych w cytoplazmie dyndrytéw (strzatka). W obu btonach synapsy nie
stwierdza sig¢ aktywnosci enzymatycznej. Ptyn inkubacyjny | (kobalt). Pow. 60000 x
Fig. 8. Stratum moleculare. Electron microscopic demonstration of basal activity of AC in the form
of dark precipitations in the dendrite cytoplasm (arrow). Synaptic membranes are non reactive.
Cobalt method, x 60000
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Ryc. 9. Stratum pyramidale. Kontrola odczynu histochemicznego. Inkubacja bez substratu. Brak
reakcji histochemicznej w strukturach neuropilu. Ptyn inkubacyjny | (kobalt). Pow. 40000 x

Fig. 9. Stratum pyramidale. Control of histochemical reaction. Incubation without substrate. No
reaction products in the neuropil. Cobalt method, x 40000

noradrenalinozaleznej AC prowadzi niekiedy do nagromadzenia ziarnistych
ztogéw produktu koncowego reakcji w pecherzykach synaptycznych (ryc. 5),
zjawiska nie spotykanego przy aktywacji dopaming. Nie mozna jednakze
wykluczy¢ nieswoistosci tego procesu, podobnie jak w przypadku odczynu
ujawnianego niekiedy w zmienionych mitochondriach i lizosomach. Przy
zastosowaniu noradrenaliny jako aktywatora enzymu nie stwierdzano wykitad-
nikdw jego aktywnosci w elementach strukturalnych $cian naczyniowych.
Forskolina, trzeci z zastosowanych stymulatoréw AC, powoduje stabszg niz
dopamina i noradrenalina aktywacje odczynu histochemicznego. Przy uzyciu
soli obu metali cigzkich koncowy produkt reakcji enzymatycznej wigze sie ze
strukturami btonowymi synaps (ryc. 6), gtdwnie z btong postsynaptyczng (ryc.
7), widoczny jest jednak réwniez i w btonach presynaptycznych. Intensywnosé
odczynu cytochemicznego przy zastosowaniu forskoliny w obszarze postsynap-
tycznym jest ogdlnie stabsza niz przy zastosowaniu stymulacji tak dopamina,
jak i noradrenaling. Przy uzyciu strontu w reakcji stymulowanej forskoling,
drobne ziarnistosci produktu koncowego reakcji gromadzg sie rowniez w nie-
ktérych mitochondriach dendrytow zawartych w neuropilu. Elementy struk-
turalne Scian naczyn krwionosnych nie wykazujg aktywnos$ci enzymatycznej.
W materiale tkankowym przygotowanym do badann mikroskopowo-elek-
tronowych bez preinkubacji w ktérymkolwiek ze stosowanych stymulatoréw
AC, ukierunkowanym na ujawnienie jej tzw. aktywnosci podstawowej (basal
activity) stwierdza sie hagromadzenie elektronowo-gestych ziarnistosci produ-
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ktu koncowego reakcji luzno rozsianych w cytoplazmie pojedynczych wypu-
stek nerwowych (ryc. 8). Intensywno$¢ odczynu jest jednak znacznie stabsza niz
w przypadku dopaminozaleznej AC wystepujacej w tej samej lokalizacji
komorkowej. Aktywno$¢ podstawowa enzymu hie wystepuje natomiast
w obszarze stykOw synaptycznych.

Swoisto$¢ odczynu histochemicznego potwierdzajg obrazy wykazujace
brak aktywnos$ci AC przy przeprowadzaniu reakcji bez swoistego substratu lub
przy jego zastgpieniu (3-glicerofosforanem (ryc. 9).

OMOWIENIE

Uzyskane wyniki wskazujg, ze zastosowana metoda cytochemicznego
wykrywania aktywnosci synaptycznej AC pozwala na stosunkowo precyzyjna
jej lokalizacje w poszczegolnych elementach strukturalnych odcinka CA,
zakretu hipokampa, wyrézniajacego sie szczegdlnym bogactwem potaczen
synaptycznych i ich zr6znicowaniem strukturalnym, a takze rdznorodnoscia
Zrédet komorkowych. Na podkre$lenie zastugujg réwniez odmiennosci czyn-
nosciowe, wyrazajace sie bogactwem uktadéw neurotransmiterowych wy-
stepujacych w tym wiasnie obszarze o$rodkowego uktadu nerwowego (Wiera-
szko, 1983).

Istotne trudnosci w interpretacji obrazéw ultracytochemicznych zwigzane
sg ze Zle zachowang strukturg tkanki, co stanowi nastepstwo skomplikowanej,
dhugotrwatej i wieloetapowej obrébki materiatu. Szczegdlnie istotnym etapem
procedury histochemicznej jest stymulacja aktywnosci AC przez tkankowo
swoiste hormony lub neurotransmitery (Kebabian i wsp. 1972; Schultze i wsp.
1977; Rechardt, Harkonen 1977; Panula, Rechardt 1979; Rechardt, Hervonen
1986). Jej niezbednos¢ wynika przede wszystkim z faktu bardzo znacznego,
nierzadko catkowitego hamowania aktywno$ci enzymu przez substancje
utrwalajgce oraz sole metali ciezkich, stosowane w preparatyce histochemicznej
i mikroskopowo-elektronowej. Mechanizm stymulujgcego dzialania poszcze-
golnych aktywatoréw jest odmienny. Naturalnymi aktywatorami enzymu sg
zastosowane w naszych badaniach neurotransmitery dopamina i noradrenali-
na. Z wczesnych prac Sutherlanda i Raita (1960) oraz Reika i wspdtautorow
(1970) wiadomo, iz przekazniki te uwalniane z kolbki synaptycznej wnikajg do
szczeliny synaptycznej i wigzg sie z receptorem potozonym w blonie postsynap-
tycznej, ktérym jest wihasnie AC, aktywujaca proces tworzenia cyklicznego
AMP/cAMP z wysokoenergetycznego ATP. Wyizolowany w 1981 r. przez
Seamona i wsp. dwuterpen-forskolina oddziatywuje bezposrednio na kompleks
enzymatyczny AC, ztozony z podjednostki katalizujgcej i wigzacej nukleotyd
guanylowy.

Poréwnanie obrazéw histochemicznych uzyskanych przy zastosowaniu
trzech aktywatorow aktywnosci mozgowej AC pozwolito na ocene ich wplywu
na intensywno$¢ odczynu oraz jego rozmieszczenie w kolbkach synaptycznych,
dendrytach. wypustkach osiowych i innych elementach neuropilu. Obrazy
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uzyskiwane przy zastosowaniu poszczeg6lnych aktywatorow réznig sie miedzy
soba, nie na tyle jednak, aby niemozliwe byto okreslenie ich wspdlnego wzorca.
Og6lny histochemiczny obraz aktywnosci enzymu jest jednak wypadkowa
obrazéw uzyskiwanych przy uzyciu réznych aktywatoréw. Na ich podstawie
nalezy stwierdzié, iz aktywno$¢ AC w badanym odcinku zakretu hipokampa
jest ograniczona do wyzej wymienionych elementéw strukturalnych neuropilu.
Nie wykazano natomiast jej obecnosci w perykarionach komérek nerwowych,
w komorkach glejowych ani tez w $rédbtonkach naczyn krwiono$nych.
Jedynie dopaminozalezna AC wykazywata nieznaczng aktywno$¢ w btonach
podstawnych i w mie$niéwce stosunkowo nielicznych naczyn.

Nie wykazano réznic w intensywnos$ci ani w rozmieszczeniu aktywnosci AC
w synapsach zlokalizowanych w réznych warstwach zakretu hipokampa.
Zastuguje to tym bardziej na uwage, iz w poszczeg6lnych warstwach sektora
CAt rozmieszczone sg Ssynapsy pochodzace z odmiennych zrodet komor-
kowych i zawierajgce rézne neuroprzekazniki (Andersen i wsp. 1963, 1966).
Podobnie nie znalazty odzwierciedlenia w obrazie aktywnosci enzymu rdznice
w strukturze morfologicznej synaps. Jednakowe jego rozmieszczenie i identycz-
na intensywno$¢ dotyczyly synaps symetrycznych i asymetrycznych. Wedtug
do dzi$ akceptowanej koncepcji Graya (1969) synapsy symetryczne, okreslane
mianem synaps typu |, odpowiadajg synapsom pobudzajacym, podczas gdy
asymetryczne, zaliczane do typu I, stanowig synapsy hamujace. W tym
kontekscie uzna¢ nalezy, iz czynnosciowe zréznicowanie synaps w sektorze
CAj rogu Amona nie jest zwiazane z odmiennosciami histochemicznymi
obrazu aktywno$ci AC. Poréwnanie obrazéw uzyskanych w naszych bada-
niach przy zastosowaniu wszystkich stymulatoréw aktywno$ci enzymu, ze
spostrzezeniami Rechardt i Hiirkénena (1977) oraz Panula i Rechardt (1979)
moze wskazywac, iz aktywno$¢ AC w mdzgu chomika mongolskiego jest
ogolnie stabsza niz w oSrodkowym uktadzie nerwowym szczuréw. Podobne
réznice miedzygatunkowe stwierdzono juz uprzednio, wykazujac wyzsza
aktywnos$¢ enzymu w sieci naczyniowej moézgu szczura niz myszy (Vorbrodt
i wsp. 1984). Nie mozna wykluczyC, ze rdznice te wskazujg na gatunkowg
swoistos¢ enzymu.

Wykazana w naszych badaniach dopamino-, noradrenalino- i forskolinoza-
lezna AC zwigzana byla przede wszystkim z btonami postsynaptycznymi,
a w mniejszym stopniu z btonami dendrytycznymi poza obszarami zespolen
synaptycznych. Zgodne jest to z wczesniejszymi spostrzezeniami innych auto-
row. Rechardt i Hervonen (1986) wykazali, ze- AC zwigzana z neurotransmisjg
zlokalizowana jest postsynaptycznie. Greengard i wsp. (1972) stwierdzili, ze
aktywno$¢ AC wystepuje w synapsach zawierajgcych receptory dopaminowe
(w jadrze ogoniastym) i noradrenalinowe (w korze mozgu).

Mniej jednoznaczna, a interpretacyjnie trudniejsza jest sprawa presyna-
ptycznej lokalizacji aktywnosci AC, spostrzeganej przez nas przy stymulacji
enzymu zaréwno dopaming, jak i forskoling. Analiza wiasnego materiatu
wskazuje, ze wystepowata ona gtownie woéwczas, gdy dla uwidocznienia
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koncowego produktu reakcji enzymatycznej stosowano jony strontu. Szereg
autoréw, w tym Lemay i Jarett (1975) oraz Schultze i wsp. (1977), kwe-
stionowato zasadnos¢ uzywania soli otowiu oraz strontu w histochemii AC ze
wzgledu na ich hamujace oddziatywanie na aktywno$é enzymu oraz mozliwos¢
zwigzanej z tym jej nieswoistej lokalizacji. Wiekszos¢ autorow prowadzacych
histochemiczne badania nad aktywnoscia AC w osrodkowym ukladzie ner-
wowym przy zastosowaniu soli strontu (Schultze i wsp. 1977; Vorbrodt 1977,
Cutler 1983), strontu i kobaltu (Rechardt, Harkénen 1977; Szumanska i wsp.
1984; Vorbrodt i wsp. 1984) lub cezu (Rechardt, Hervonen 1985, 1986) zgadza
sie, iz nie ma uniwersalnej jednej metody dla ujawnienia bardzo obfitej
zawartosci enzymu w tkance nerwowej. Niezbedne jest dla celéw poréwnaw-
czych rownolegte stosowanie kilku metod. Rechardt i Hervonen (1986)
przypuszczaja, iz presynaptyczna lokalizacja aktywnosci AC stwierdzana przez
nich przy stymulacji enzymu przez toksyne cholery mogta by¢ uwarunkowana
zjawiskiem ,feedback” receptoréw neurotransmiterowych, badz tez czynnos-
ciowo modulowana przez kompleksy synaptyczne, zawierajgce zespolenia
akso-aksonalne. Nie mozna wykluczy¢ takiej mozliwosci i w naszym materiale.

Na odrebng uwage zastuguje stosunkowo duzy odsetek nieaktywnych
synaps, spostrzeganych w naszym materiale. By¢ moze jest to zjawisko
zwigzane z ich stanem czynnosciowym. Nie mozna jednakze wykluczy¢
hamujgcego wplywu soli metali ciezkich stosowanych w preparatyce hi-
stochemicznej.

Podstawowa aktywnos$¢ (basal activity) AC w naszym materiale zwigzana
byla wylacznie z wypustkami dendrytycznymi i nie wystepowata w miejscach
stykow synaptycznych. Podobnie Panula i Rechardt (1979) wykazali, iz w neo-
striatum szczuréw niestymulowana aktywno$¢ AC wystepowata w dendrytach
bez zwigzku z zakornczeniami synaptycznymi.

Czynnikiem obnizajacym w sposéb istotny jako$¢ obrazéw morfologicz-
nych w przedstawionym przez nas materiale byto stosowanie perfuzji roz-
tworem K —R —G, majgcej na celu wyptukanie krwi z tozyska naczyniowego
moézgu. Wykonywanie tego zabiegu, zalecanego przez Rechardt (1988) uwarun-
kowane jest tym, iz wysoka aktywno$¢ endogennej peroksydazy zawartej
w morfotycznych elementach krwi silnie hamuje aktywno$¢ synaptycznej AC.
Ograniczenie zastosowania katalazy (wybi6rczego inhibitora endogennej per-
oksydazy) zastgpiono perfuzjg ukiadu naczyniowego, traktowang jako sui
generis kontrola swoistosci odczynu histochemicznego. Poréwnanie obrazéw
uzyskiwanych z materiatu zwierzat perfundowanych i dekapitowanych, nie
wykazywato jednakze uchwytnych réznic w intensywnosci i rozmieszczeniu
reakcji.

Pomimo przedstawionych powyzej ograniczenn metodycznych i interp-
retacyjnych wydaje sie, iz badanie aktywnosci AC w odcinku CAt zakretu
hipokampa w warunkach niedokrwienia, bedzie mogto stanowic istotny
element w ocenie mechanizméw patogenetycznych wybiérczego uszkodzenia
komorek nerwowych w tej strukturze moézgu.
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LILTRASTRUCTURAL STUDIES ON ADENYLATE CYCLASE (AC) ACTIVITY
IN THE CAi SECTOR OF AMMON'S HORN IN MONGOLIAN GERBIL

Summary

Adenylate cyclase activity, stimulated by dopamine, norepinephrine and forscolin, was

demonstrated histochemically in electron microscopy of the CAj sector of Ammon’s horn in
Mongolian gerbil. Cobalt and stront were used as precipitating agents. The reaction product
located in the synapses was mostly associated with the postsynaptic membranes. It was also
present in the plasma membrane of some nerve fibers. There were no differences in the enzyme
activity in particular layers of Ammon’s horn as well as between symmetric and asymmetric types
of synapses. The intensity of the reaction product depended mostly on the stimulator used.
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