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SKRÓTY ZASTOSOWANE W PRACY 

ADP - Adenozyno 5 '-difosforan 
ATP - Adenozyno 5trifosforan 
AMP - Adenozyno 5 '-monof osf oran 
3*5'-cAMP - Cykliczny adenozyno 3 ',5'-monofosforan 
6-AN - ó-ainino 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 
DIIAP - Fosfodihydroksyaceton 
DH-GóP - Oksydoreduktaza D-clukozo-ó-fosforan:NADP 1.1.1. 

/Dehydrogenaza glukozo-ó-fosforanowaX/ 
DH-6PGA - Oksydoreduktaza ó-f osf o-l)-glukonian:NADP 

/dekarboksylująca/ 1.1.1.4/ł /Dehydrogenaza 
f o sf o glukoniano wa X/ 

EDTA - Kwas etylenodwuaminocztorooctowy 
GAP - Aldehyd 3-fosfoglicerynowy 
GSH/GSSG - Glutation /forma zredukowana/utloniona/ 
GóP - Glxikozo 6-fosforan 
FA - Kwasy tłuszczowe 
FFA - Wolne kwasy tłuszczowe 
F-1,6-P - Fruktozo-1,6-difosforan 
F-6-P - Fruktozo-6-fosforan 
Km - Stała Michaelisa 
LO - I/ipidy obojętne 
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LDH - Oksydoroduktaza T~-mleczan :NAD) 1.1.1.27 
/Dehydrogenaza mlecznowax/ 

NAD+/H - Dinukleotyd nikotynoamido-adeninowy - fontia 
utleniona/zredukoirana /nuklootyd pirydynowyX/ 

NADP+/H - Fosforan dinukleotydu nikotynoaniido-adeninowogo 
/nuklootyd pirydynowyx/- forma utloniona/zredukowana 

A P - Wysokoenergetyczno wiązania fosforanowe 
Pi - Fosforan nieorganiczny 
PK - Fosfotransferaza ATP:pirogronian 2.7.1.40 
PCA - Kwas nadchlorowy 
PhMS - Kwas fonazyno meta-siilf ono wy 
PC - Fosfatydylocholina 
PE - Fosfatydyloetanolainina 
PI - Fosfatydyloinozytol 
PS - Fosfatydyloseryna 
TCA - Kwas trójchlorooctowy 
TG - Trójglicerydy 
TRIS - Kwas 2-aminono-2-hydroksymotylo-1 , 3-propanolowy 

x Nazwy potoczne enzymów użyte w pracy. 
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I. W S T Ę P 

I-1. Wprowadzenie 

Doktryna o bezpośrednim związku czynności mózgu z przemianą 
energii sformułowana została w pionierskich pracach Boyle'a i 
Lavoisiera. W wersji nowoozesnej prowadzi ona do prób opisu 
funkcji mózgu w kategoriach zmian /regulacji/ metabolizmu 
energetycznego. Użycie coraz to bardziej złożonych technik ba-
dawczych pozwalających na korelację pomiędzy czynnością,a 
energetyką mózgu - począwszy od pomiaru zmian temperatury, prze-
pływu krwi, zużycia tlenu i glukozy, spektroskopowych pomiarów 
potencjału oksydacyjno-redukcyjnego z powierzchni kory, a 
skończywszy na badaniach tomograficznyoh mózgu przy użyciu 
radioizotopów - przynosiło zawsze dużo początkowych nadziei 
i w efekoie kontrowersyjne wyniki szeroko zakrojonych badań. 

Reakcja mózgu na narastające niedotlenienie stanowi właś-
ciwy model do prześledzenia zależności pomiędzy metabolizmem 
energetycznym, a funkcją ośrodkowego układu nerwowego. 

Odpowiedź na pytanie,w czym leży przyczyna szczególnej 
wrażliwości mózgu na brak tlenu;z pozoru wydaje się prosta. 
Mózg charakteryzuje się bardzo wysokim zapotrzebowaniem meta-
bolicznym i prawie całkowitym brakiem rezerw energetycznych, 
tak więc bardzo łatwo może dojść do sytuacji kryzysowych. 
W warunkach prawidłowego utlenowania zapotrzebowanie energe-
tyczne pokrywane jest poprzez ATP produkowane w tlenowej 
przemianie glukozy. Wzrost zapotrzebowania, sygnalizowany 
obniżeniem wartości ładunku energetycznego komórek, powoduje 
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przejście oddyohania mitochondrialnego ze stanu 4 - spoczyn-
kowego, w stan 3 - aktywnej produkcji ATP w procesie oksyda-
cyjnej fosforylacji. 

Efektem ograniczenia dostępności tlenu jest wzrost stopnia 
redukcji poszczególnych ogniw mitochondrialnego łańoucha odde-
chowego spowodowany brakiem końcowego akceptora elektronów. 
Aktywność oksydacyjnej fosforylacji słabnie prowadząc szybko 
do głębokiego niedoboru energetycznego i dezorganizacji 
wszystkich energozależnych procesów komórkowych, w tym aktyw-
nego transportu jonów i depolaryzacji komórek z zanikiem 
czynności bioelektrycznej mózgu. Zakłócenie energetycznej 
homeostazy komórkowej powoduje dezintegrację struktur makro-
molekularnych , a powstające niskocząsteczkowe produkty ich 
rozpadu, zwiększając wewnątrzkomórkowe ciśnienie osmotyczne, 
stają się przyozyną obrzmienia komórek i struktur subkomórko— 
wych. Stąd na ozoło wczesnych zmian morfologicznych w ostrych 
stanach niedotlenienia mózgu wysuwają się: obrzmienie komórek 
oraz mikrowakuolizacja cytoplazmy odpowiadająca /16/ obrzmie-
niu mitochondriów z dezintegracją ich wewnętrznej struktury. 
W następstwie tych wczesnych zmian, uszkadzających głównie 
oddychanie komórek nerwowych /36/ następują dalsze procesy 
zwyrodnieniowe, prowadzące w efekcie do obumierania neuronów 
i aktywacji odczynów glejowych. 

Przedstawiony schemat niekorzystnyoh zjawisk metabolicznych 
prowadzący do szybkiego zaniku funkcji mózgu w wyniku ostrego 
niedoboru tlenowego spotykanego w głębokim niedotlenianiu i 
niedokrwieniu, stał się obowiązującym również w rozumieniu 
patologii zaburzeń występujących w bardziej umiarkowanych 
formach niedotlenienia. Za próg wystąpienia niedotlenienia, 
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ożyli tzw. "krytyczne p02" Przyjęto - bardzo trudne zresztą do 
eksperymentalnego określenia /21 , 142/ - takie stężenie tlenu, 
przy którym następuje wzrost stopnia redukcji mitochondrialnego 
łańcucha oddechowego. Wprowadzone pojęcie "krytycznego pO2" 
oparto głównie na wynikach badań prowadzonych na izolowanych 
mitochondriach "in vitro". Tak więc, zgodnie z definioją, 
pierwszym objawem niedotlenienia tkanki miałoby być zaburzenie 
oddychania mitochondrialnego, połączone z obniżeniem syntezy 
ATP i wystąpieniem deficytu energetycznego. Ustalono ekspery-
mentalnie, że zjawiska te występują w mózgu dopiero przy obni-
żeniu stężenia parcjalnego tlenu we krwi, poniżej wartości 
20 mmHg /113/ 

Taka definicja niedotlenienia, ozy też "krytycznego p02" 
stoi w ostrej sprzeczności z klinicznymi obserwacjami dotyczą-
cymi zakłócenia funkoji mózgu w wyniku narastającej hipoksji, 
opisywanymi w licznych monografiach /21, 22/. 

Kliniczne wykładniki niedotlenienia pojawiają się stosunkowo 
wcześnie. Początkowo na czoło objawów wysuwają się zaburzenia 
neuropsychiczne, przy czym np. wyraźne opóźnienie adaptacji do 
ciemnośoi występuje już przy 10% spadku stężenia tlenu we krwi 
/117/. Z innych objawów obserwuje się różnego rodzaju zakłóce-
nia integrującej funkcji mózgu, wyrażające się narastaniem 
zaburzeń świadomości wykrywanych w rutynowych testach psycho~ 
fizjologicznych. Przy obniżaniu stężenia tlenu do 65% normy 
zaburzona zostaje pamięć świeża /short term memory/. Poniżej 
50% - wyraźnym zakłóceniom ulega zdolność krytycznego sądu, 
a pomiędzy ko a 30% wartości kontrolnej utlenowanla krwi do-
chodzi do całkowitej utraty świadomości. 
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Przedstawionej powyżej sekwencji zaburzeń funkcji mózgu nie 
towarzyszą żadne objawy naruszenia równowagi energetycznej 
tkanki. Brak zmian poziomu ATP w mózgu w warunkach umiarkowane 
hipoksji po raz pierwszy wykazano w 1944 r. /7l/. Od tego czas 
głównie w późnych latach 70-tych, wynik ten został potwierdzon 
przez szereg ośrodków badawczych /w tym również nasz/ /48/, 
wykazując niezależność zaburzeń funkcji mózgu w hipoksji od 
ogólnego bilansu energetycznego. Wykazano przy tym, że nie-
które typowe reakcje neurofizjologiczne i metaboliczne mózgu 
towarzyszące niedotlenieniu, jak np. niespecyficzna desynchro-
nizacja zapisu EGG, aktywacja glikolizy ozy wzrost przepływu 
mózgowego krwi, pojawiają się Już przy wartościach paO2 równych 
30-40 mmHg i także znacznie wyprzedzają pierwsze objawy deficy 

tu energetycznego /22, 99, 151/. 
Wydaje się więc, że pierwotnych przyczyn dysfunkcji mózgu w 

zespołach umiarkowanej hipoksji należy upatrywać nie w zaburzo 
nej energetyce, lecz w innego rodzaju zakłóceniach procesów 
regulacyjnych, typowych dla tkanki nerwowej, prowokowanych 
bezpośrednio przez niedobór tlenu, a znacznie wyprzedzających 
załamanie się homeostazy energetycznej. Na podstawie przytoczo 
nej powyżej sekwencji występowania zaburzeń funkcjonalnych móz 
przy stopniowym zwiększaniu niedoboru tlenu, można sądzić, że 
procesy te wiążą się ściśle z takimi wyższymi czynnośoiami 
mózgu jak zdolności asocjacyjne, świadomość i pamięć. Są to 
w większości zaburzenia odwracalne, nie zagrażające /w przeci-
wieństwie do ostrych stanów anoksji lub ischemii/ bezpośrednio 
życiu. Jednakże, na co wskazuje analiza kliniczna, w częśoi 
przypadków, szczególnie przy przedłużających się lub powtarzają 
cych epizodach niedotlenienia, zaburzenia te mogą prowadzić do 

http://rcin.org.pl



- 5 -

różnorodnych, trwałych zmian neuropsychicznych /67/. 
Poznanie patofizjologii stanów umiarkowanej hipoksji i ich 

jakościowej odrębności do obrazu anoksji lub niedokrwienia 
powinno dać wskazówki co do możliwości swoistej terapii, zmniej-
szającej prawdopodobieństwo wystąpienia trwałego upośledzenia 
funkcji mózgu. 

Stopniowemu obniżaniu stężenia parcjalnego tlenu we krwi 
towarzyszą typowe reakcje fizjologiczne organizmu, przeciwdzia-
łające wystąpieniu niedotlenienia tkanek. Aktywacja chemorecep-
torów powoduje hiperwentylaoję z towarzyszącą alkalozą odde-
chową /48/. Równocześnie, odwrotnie proporcjonalny do wielkośoi 
wysycenia krwi tlenem wzrost przepływu mózgowego krwi /15/ 
zapobiega w pewnych granicach wystąpieniu deficytu tlenowego 
mózgu. Te ogólnoustrojowe mechanizmy regulacyjne ulegają zała-
maniu przy dalszym pogłębianiu hipoksji i ilość tlenu dyfundu-
jąca z krwi do mózgu ulega ograniczeniu. 

Grote i wsp. /69/ w badaniach prowadzonych na psach stwierdzili, 
że zmniejszenie dyfuzji tlenu do mózgu występuje już przy obni-
żeniu stężenia paO2 we krwi poniżej wartości 60 mmHg, podczas 
gdy Davies i Bronk /33/ wykazali, że oddychanie kory mózgu po-
winno teoretycznie funkcjonować prawidłowo do granicznego po-
ziomu utlenowania tkanki wynoszącego 5 mmHg. W innych pracach 
ci sami autorzy podają, że w warunkach normoksji wartości pO2 
w korze mózgu wahają się w szerokich granicaoh od 2-10 mmHg. 
Podobne dane uzyskano w innych laboratoriach /90, 91/ Wynika-
łoby z tego, że mózg funkcjonuje zawsze w warunkach krytycznego 
utlenowania. Każde dodatkowe ograniczenie dyfuzji tlenu powinno 
więc doprowadzić do wystąpienia obszarów niedotlenienia tkanki. 
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W badaniach prowadzonych metodą spektrofotometrii odbiciowej 
na nienaruszonej korze mózgu kotów, Jabsis i wsp. /93, 115/ 
stwierdzili, że układ cytoohromów a + a3 ulega cyklicznemu 
utlenieniu i redukcji w zależności od aktywności bioelektrycz-
nej tkanki. Autorzy ci określili również, że w warunkach spo-
czynkowych i normoksyjnych, układ cytoohromów w korze mózgu 
kotów jest zredukowany co najmniej w 85% /92/. Badania redukcji 
układu cytochroraów prowadzone metodą optycznych pomiarów po-
wierzchni kory mózgu /92/ w hipoksji wykazały również, że ist-
nieje stałe dostosowywanie się stopnia redukcji układu cyto-
ohromów a + a3 do niewielkich nawet zmian pO2 tkanki. Ewentual-
nie towarzyszące im zmiany w zużyciu tlenu i produkcji ATP są 
nieuchwytne za pomocą ogólnie stosowanych metod. Powyższe dane 
z piśmiennictwa podkreślają różnicę w funkcjonowaniu łańcucha 
oddochowego w korze mózgu "in situ" w porównaniu z izolowaną 
frakcją mitochondrialną /128/. 

Jak już wspomniano, pierwsze objawy zaburzenia homeostazy 
energetycznej mózgu pojawiają się dopiero przy obniżeniu stę-
żenia tlenu we krwi poniżej wartości 20 mmHg. Ta opóźniona, w 
stosunku do upośledzonej dyfuzji tlenu, reakcja metaboliczna 
tkanki, sugeruje istnienie wewnątrzkomórkowych meohanizmów 
kompensacyjnych, skutecznie przeciwdziałających wczesnemu 
wystąpieniu niedoboru związków wysokoenergetycznych. Objawem 
towarzyszącym tym zmianom metabolicznym mogą być narastające 
zaburzenia funkcjonalne mózgu, rozwijające się pomimo niezmienio-
nego bilansu energetycznego tkanki. Założono, że przy pewnej 
wartości granicznej niedotlenienia mózgu, tuż przed pojawieniem 
się pierwszych oznak deficytu energetycznego, następuje maksy-
malne nasilenie i uogólnienie tych adaptacyjnych zmian metabo-
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licznych. To stadium niedotlenienia nazwano umownie niedotle-
nieniem "umiarkowanym", w przeciwieństwie do stanów "głębokiego" 
niedotlenienia bądź niedokrwienia, w których homeostaza enorge-
tyczna ulega wyraźnemu załamaniu. Przeprowadzone badania nad 
regulaoją prooesów podstawowego metabolizmu mózgu miały przy-
nieść odpowiedź na zagadnienie o zasadniczym znaczeniu, a mia-
nowicie, dlaczego umiarkowane niedotlenienie mózgu, pomimo 
braku oznak zaburzonej homeostazy energetycznej, prowadzi do 
głębokich zaburzeń metabolicznych i funkcjonalnych, a także, 
w części przypadków do zmian strukturalnych ośrodkowego układu 
nerwowego /OUN/. 

W chwili podjęcia własnych badań nad oceną zmian biochemicz-
nych mózgu towarzyszących umiarkowanym postaciom hipoksji, 
problemem jej odrębności jakościowej od ostrych form niedotle-
nienia był słabo rozróżniany. W ostatnich latach pojawiło się, 
równolegle do naszych badań, szereg prac podkreślających różnice 
mechanizmu dysfunkcji mózgu w tych dwóch postaciach niedotle-
nienia /4, 5, 10, 12, 119/. Powstały dwie interesujące hipotezy, 
dotyczące mechanizmu zaburzeń funkcjonalnych mózgu w energe-
tycznie skompensowanym niedotlenieniu. 
Pierwsza zakłada istnienie lokalnych, nie wykrywalnych przy 
obecnie stosowanej metodyce, niedoborów związków wysokoenerge-
tycznych w ośrodkach pnia a przede wszystkim rdzenia przedłu-
żonego, szczególnie istotnych dla funkcji mózgu. Dopiero po-
niżej granicznej wartości utlenowania krwi /20 mmHg/, spadek 
związków wysokoenergetycznych następuje lawinowo w całym mózgu. 
Pomimo licznych, ukierunkowanych badań /52, 139/, brak jest 
przekonywających dowodów na istnienie lokalnych, wybiórczych 
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zaburzeń tego typu. Koncepcja ta jest jeszcze bardziej wątpli 
w świetle przytoozonyoh uprzednio danych z bezpośrednich pomi 
rów utlenowania układu oytoohromów w mózgu in vivo /92, 93, 
115/. Jeżeli mózg funkcjonuje normalnie w granicznych wartoś-
ciach utlenowania łańcucha oddechowego, to występowanie nie-
doboru tlenu w aktywnych metabolicznie obszarach, jest zjawis 
kiem fizjologicznym, nie wywierającym ujemnego działania na 
funkcjonowanie tkanki nerwowej jako całości. Należy więc prze-
jąć, że w mózgu istnieje bardzo wysoka zdolność kompensacji 
występującego lokalnie niedoboru tlenu. 

Podobną nieco hipotezę wysunęli Cox i Baohelard na podsta-
wie badań reakcji skrawków hipokampa na postępujący niedobór 
substratów energetycznych in vitro /23, 24,25/. Wykazali oni 
stosunkowo wczesne zaburzenia potencjałów czynnościowych w 
niedotlenianyoh skrawkach tkankowych mózgu, wyprzedzające poj 
wienie się zmian w bilansie energetyoznym, monitorowanym met 
magnetycznego rezonansu jądrowego. Uważają oni, że zaburzenie 
transmisji związane są z występowaniem lokalnyoh, niemierzal-
nych stosowanymi metodami, zmian stężeń ATP w niewielkich, 1< 
szczególnie aktywnych pulach subkomórkowych 
Druga z omawianych hipotez dopatruje się przyczyn wczesnego 
zakłócenia funkcji mózgu w szczególnej wrażliwości metabolizi 
neurotransmiterów na niedotlenienie /31, 32, 150/, Wykazano, 
hydroksylaza tyrozynowa, kluczowy enzym procesu syntezy amin 
biogennych, jest szozególnie wrażliwa na wahania stężeń tleni 
a jej aktywność w mózgu jest liniowo zależna od pO2 w krwi 
żylnej /31/. Jednakże badania prowadzone in vivo w hipoksji. 
podobnym Jak stosowane przez nas nasileniu, nie potwierdziły 
upośledzenia syntezy amin biogennych w mózgu /17, 32/. Pewne 
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zwolnienie obrotu metabolicznego dopaminy, występujące w 
prążkowiu w czasie hipoksji, zbiegało się z pobudzeniem meta-
bolizmu innych neuroprzekaźników, między innymi noradrenaliny 
w pniu mózgu /170/. Wydaje się więc, że niejednolite, lokalne, 
często przeciwstawne zmiany metabolizmu katecholamin, obserwo-
wane w umiarkowanej hipoksji, są raczej odbiciem uogólnionych 
zaburzeń funkcjonalnych, niż skutkiem zahamowania aktywności 
jednego, szczególnie wrażliwego układu enzymatycznego. Należa-
łoby zatem traktować je jako wykładnik, a nie przyczynę zabu-
rzeń funkcji mózgu w umiarkowanym niedotlenieniu. 

Towarzyszące niedotlenieniu zmiany w sekrecji i wychwycie neuro-
przekaźników przez zakończenia synaptyozne /39, 112, 153/, 
dotyczą głównie badań prowadzonych w o wiele ostrzejszych sta-
nach niedotlenienia, z całym, towarzyszącym łańcuchem ciężkich 
następstw metabolicznych. 
Należy wspomnieć prace wskazujące na szczególną wrażliwość 
neuronów cholinergicznych mózgu na niedobór tlenu. Gibson i 

Blass /66/ wykazali, że skompensowane energetycznie niedotle-
nienie powoduje znaczne obniżenie wbudowywania znakowanej 
choliny do acetylocholiny. Obserwowane przez nas in vitro ob-
niżenie wrażliwości cyklazy adonylanowej na stymulację nor-
adrenaliną w skrawkach mózgu zwierząt poddanych hipoksji /100/ 
sugeruje, że również funkcja receptorów adrenergicznych może 
być zaburzona w niedotlenieniu. 
Wszystkie omówione powyżej dane przemawiają za, w pewnym sensie 
nieswoistym charakterem zaburzeń w wieloskładnikowym procesie 
neurotransmisji mogących pojawić się w umiarkowanym niedotlenie-
niu. Wskazują na dużą wrażliwość tego złożonego procesu na nie-
dobór tlenu, nie wyjaśniają jednak przyczyn tego zjawiska. 
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I-2. Cel pracy 

Przedstawione powyżej dane z piśmiennictwa wskazują wyraź-
nie na odrębny, wyprzedzający pojawienie się deficytu energe-
tycznego, mechanizm zaburzeń towarzyszących łagodnym postaciom 
niedotlenienia. 

Wydawało się uzasadnione przyjęcie hipotezy, że przyczną ob-
serwowanych zaburzeń metabolicznych i czynnościowych w skom-
pensowanym energetycznie niedotlenieniu może być czasowe 
ograniczenie zużycia ATP w procesach istotnych dla funkcji, 
lecz nie dla utrzymania integralności /przeżycia/ komórek. 
Dlatego też w badaniach skoncentrowano się na ocenie podsta-
wowych przemian zużywających ATP ze szczególnym uwzględnie-
niem procesów syntez związków makromolekularnych. Z uwagi na 
znaczenie przemiany glukozy w cyklu pentozowym i jej ścisłą 
korelację z procesami syntez lipidów i kwasów nukleinowych, 
określono jej aktywność w mózgu w czasie niedotlenienia. 
Część zagadnień, dotyczących regulacji wewnątrzkomórkowego 
metabolizmu glukozy, a szczególnie jej wykorzystania w proce-
sach syntezy związków makromolekularnych oraz w przemianie 
prowadzącej do powstania pentoz, opracowano w układach mode-
lowych in vitro. 

Ocenę utrwalonych skutków niedotlenienia przeprowadzono na 
podstawie analizy zmian w lipidach mózgu, frakcji makromoleku-
larnej najbardziej poddatnej na uszkodzenia związane z defi-
cytem tlenowym. 
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II. M A T E R I A Ł I M E T O D Y 

II-1. Model niedotlenienia 

Badania wykonano na samcach szczurów rasy Wistar o ciężarze 
ciała 200-250 gramów. 
Przed przystąpieniem do właściwego doświadczenia zwierzęta 
poddawano krótkotrwałej narkozie przy użyciu mieszaniny halo-
tanu i podtlenku azotu według metody opisanej przez Lewisa 
/105/. Umożliwiało to wprowadzenie do tętnicy ogonowej kaniuli 
służącej następnie do pobierania próbek krwi w czasie właści-
wego doświadczenia,a także do założenia czujnika temperatury. 

W półtorej godziny po przygotowawczym zabiegu zwierzęta 
umieszczano w hermetycznej komorze o pojemności 25 l. Niedotle-
nienie bipoksyjne wywoływano przy użyciu mieszaniny gazowej 
zawierającej 7% tlenu w azocie, przepuszczanej przez komorę z 
szybkością 2 l/min. W większości doświadczeń niedotlenienie 
prowadzono przez 2 godz. W uzasadnionych przypadkach, jak po-
dano w odpowiednich rozdziałach pracy, przedłużano je do 3 godz 
Ciepłotę ciała szczurów niedotlenianych utrzymywano na poziomie 
kontroli, nagrzewając je lampą lub poduszką elektryczną. 
Pomiar ciśnienia tętniczego krwi prowadzono przez cały czas 
trwania eksperymentu. 

Tabela 1 przedstawia porównanie parametrów krwi u szczurów 
badanych w półtorej godziny po zabiegu przygotowawczym /kiedy 
rutynowo rozpoczynano niedotlenienie/, z danymi z piśmiennictwa 
/18, 105/, dotyczącymi szczurów nieusypianych. Otrzymane wyniki 
nie różnią się w sposób istotny i pozwalają traktować tę grupę 
zwierząt na równi ze zwierzętami nieusypianymi. 
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II-2. Preparatyka mózgu 

Mózg do badań pobierano w różnych czasach trwania niedotle-
nienia jak również w różnych okresach po przebytym niedotlenie-
niu. Zwierzęta dekapitowano i mózg wypreparowywano oddzielając 
opony i naczynia. Podział anatomiczny mózgu przeprowadzano wg 
schematu podanego przez Głowińskiego i Iversena /65/. Prepara-
tykę prowadzono w temp. 4°C. 
Część oznaczeń przeprowadzano na mózgach wypreparowanych z 
głów szczurów, które natychmiast po dekapitacji zamrażano w 
ciekłym azocie. Jedną grupę badań wykonano na mózgach zwierząt 
w całości zamrażanych w ciekłym azocie /z wyłączeniem dekapi-
tacji/. Dalszy podział, ważenie i ekstrakcję przeprowadzano w 
tych przypadkach w temperaturze nie przekraczającej -20°C. 

II-3. Materiał doświadczalny 

Wypreparowany mózg używano bądź do bezpośredniej ekstrakcji 
badanych związków, bądź też do sporządzenia materiału do dal-
szych doświadczeń in vitro. 
Skrawki mózgu o grubości 0,4 mm preparowano w chłodni w tempe-
raturze nie przekraczającej 10°C. Po przemyciu zimnym 0,9% NaCl 
i zważeniu, umieszczano je w naczynkach Warburga /ok. 100 mg 
wilgotnej masy na naczynko/ w medium Krebsa-Ringera o pH 7,4 
Większość doświadczeń przeprowadzano w atmosferze tlenu, 
temp. 37°C i w objętości końcowej 2 ml, używając 2 raM 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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Frakcję cytoplazmatyczną i mitochondrialną homogenatu mózgu 
otrzymywano drogą różnicowego wirowania, stosując rutynowe 
metody /129/. 

II-4. Badania przemiany podstawowej glukozy w mózgu szczura 

a/ Badania radioizotopowe in vivo przeprowadzano w różnym 
czasie po dootrzewnowym podaniu znakowanej glukozy. Szczegółowy 
opis eksperymentu podano w odpowiednim rozdziale /IV—1./. 
Aktywność specyficzną glukozy oznaczano zarówno we krwi, jak i 
w mózgu. Oznaczenia przeprowadzono w próbkach, które po odbiał-
czeniu i neutralizacji przesączano przez kolumny wymieniaczy 
jonowych Dowex 1-XB oraz Dowex 50-X8, o wymiarach 0,5 x 2 cm. 
Stężenie glukozy i jej radioaktywność określano w wycieku z 
kolumny. Zgodnie z piśmiennictwem /121/ wykazano, że postępowa-
nie to jest wystarczające do usunięcia z przesączu wszystkich 
polarnych metabolitów glukozy. 

W badaniach tych przeprowadzono również rozdział nadsączu homo-
genatu mózgu otrzymanego w 5% kwasie trójchlorooctowym /TCA/ 
na dwie frakcje: nioaminokwasową i aminokwasową. W tym celu 
użyto kolumny ZeO-karb 225 wg metody podanoj przez Vrba i wsp. 
/167/. Sprawdzenie metody przeprowadzono na standardach, roz-
dzielając izotopy 6-[3H]-glukozy i U-[14C]-leucyny. 
Izolację i pomiar aktywności izotopowej frakcji makromolekular-
nych przeprowadzono wg metod podanyoh w rozdziale następnym 

/II-5/. 

b/ Badania metabolizmu glukozy w skrawkach mózgu szczura 
Skrawki tkankowe wypreparowane z mózgu umieszczano w naczynkach 
Warburga w warunkach podanych uprzednio. 
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Izotopy glukozy lub inne znaczniki o znanej aktywności specy-
ficznej podawano z ramienia bocznego naczynka Warburga po 
10 min preinkubacji skrawków. 
Pjmiary zużycia tlenu wykonywano manometrycznie. Dwutlenek 
w?gla adsorbowano na bibule filtracyjnej wysyconej 50 % roztwo-
rem hiaminy, umieszczonej w studzience naczynka Warburga. 
Iakubację skrawków kończono przez dodanie 0,2 ml 20%kwasu 
nadchlorowego /PCA/ Z drugiego ramienia bocznego naczynka. 
Strawki wytrząsano przez dalsze 45 min w celu całkowitego 
zaadsorbowania C02 wytworzonego w czasie inkubacji. Następnie 
b przenoszono do naczynek z płynom Braya i mierzono 
radioaktywność w liczniku scyntylacyjnym. 

Zużycie glukozy i produkcję kwasu mlekowego mierzono w medium 
inkubacyjnym wg metody podanej w rozdziale następnym /II-6/. 

Ekstrakcję białek, lipidów i kwasów nukleinowych ze skrawków 
po inkubacji, przeprowadzano wg metod podanych w rozdziale II-5. 

c/ Badania metabolizmu glukozy we frakcji cytoplazmatycznej 
homogenatu mózgu szczura 

Inkubację przeprowadzano również w naczynkach Warburga w 
warunkach jak opisano poprzednio i w końcowym stężeniu białka 
wynoszącym 3-3,5 mg/ml. Standardowa mieszanina inkubacyjna 
zawierała 1 mM ATP, 2 mM MgSO4, 1 mM NAD+, 30 mM nikotynamid, 
5 mM KH2?0Zł, 50 mM bufor glicylglicynowy o pH 7,4. 
Aktywność glikolityczną oznaczano używając kolejno 5 mM roztwo-
rów glukozy, G6P i F-1,6-P jako substratów, poprzez pomiar 
przyrostu kwasu mlekowego w określonym czasie inkubacji. 

Aktywność utleniania glukozy w reakcjach związanych z cyklem 
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pentozowym /DH-G6P i DII-6PGA/ mierzono poprzez sprzężenie 
ich z redukcją egzogennego glutationu /43/. 
W tych doświadczeniach, medium inkubacyjne, identyczne jak do 
pomiarów aktywności glikolitycznej, zostało wzbogacone o 
0,5 mM NADP+ i 2,5 niM GSSG. Szybkość redukcji glutationu mie-
rzono poprzez oznaczanie przyrostu niebiałkowych grup SH w 
czasie inkubacji wg metody Ellmana /54/. 

II-5. Metody ekstrakcji i analizy frakcji makromolekularnych 
z mózgu szczura 

Kolejność ekstrakcji frakcji makromolekularnych zarówno z 
homogenatów tkanki jak i skrawków mózgu oparto na schemacie 
opisanym przez Glazera i Webera /64/. 

Lipidy 

Ekstrahowano wg metody Foloha /59/« Frakcję chloroformowo: 
metanolową /2:1 v/v/ suszono w strumieniu azotu i rozpuszczar 
w chloroformie : metanolu /2:1/ do dalszej analizy metodą 
chromatografii cienkowarstwowej. 

Gangliozydy ekstrahowano do górnej fazy Folcha. Związany z 
z lipidami kwas sialowy oznaczano wg metody rezorcynolowej 
Svennerholma /158/ po uprzednim usunięciu drogą dializy 
substancji niskooząsteczkowyoh. 

Fosfolipidy oznaczano ilościowo w dolnej fazie Foloha przez 
określenie 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 
określenie ilości galaktozy wg metody orcynolowej Svenner-
holraa /159/. 

Kwasy tłuszczowe wyodrębniano poprzez saponifikację ekstraktów 
lipidowycli wg metody Katesa /97/. 

Chromatografię cienkowarstwową lipidów dolnej fazy Folcha 
przeprowadzano wg metody Opieńskiej-Blaut /127/. 
Rozdział chromatograficzny otrzymywano na żelu krzemionkowym II 
w mieszaninie chloroformu : metanolu : amoniaku /14:6:1 v/v/. 
Poszczególne plamy wywoływano w parach jodu i identyfikowano 
przez porównanie ioh ruchliwości z równolegle chromatografowa-
nymi standardami. 

Kwasy nukleinowe 
Odlipidowany osad ogrzewano przez 20 min w 90°C w 5% TCA o 
objętości 5 krotnie przewyższającej wyjściową masę tkanki. 
Po odwirowaniu nadsączu osad przemywano 2 krotnie zimnym TCA. 
Połączony nadsącz używano do oznaczeń radioaktywności i absor-
bancji przy długości fali światła 268,5 nm wg metody Logana i 
wsp. /107/ wyrażając stężenie kwasów nukleinowych ilością 
zawartego w nich fosforu nieorganicznego. 

Białka 

Pozostały po ekstrakcji kwasów nukleinowych osad przemywano 
kolejno: 96% alkoholem etylowym, acetonom i oterem etylowym. 
Po odwirowaniu i osuszeniu, pozostały osad ważono i rozpusz-
czano w NCS /preparat firmy Nuclear Chicago/ w celu pomiaru 
radioaktywności. 
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¥ części doświadczeń białko w pełnym homogenacie oznaczano 
ilościowo metodą Lowry'ego /110/. 

Pomiary radioaktywności wykonywano w liczniku scyntylacyjnym 
Isocap 300 firmy Merck, używając firmowych scyntylatorów: 
spoctrafluor/toluen w przypadku frakcji niepolarnych oraz mie-
szaniny Draya w przypadku frakcji rozpuszczalnych w wodzie. 
Radioaktywność obliczano z użyciem standardów wewnętrznych i 
zewnętrznych i wyrażano ilością rozpadów na minutę /dpm/ w 
przeliczeniu na jednostki właściwe dla danych frakcji. 

Azot oC -aminowy oznaczano wg metody ninhydrynowej /1Ó2/. 

II-6. Oznaczanie stężeń substratów w mózgu szczura 

a/ Oznaczenia spektrofluorymetryczne GóP, 6PGA, CrP, ATP, 
ADP, AMP i pirogronianu 

Przygotowanie tkanki: 200 mg zamrożonej w ciekłym azocie 
tkanki homogenizowano w 0.*ł ml roztworu 0,1 M UC1 w 100% eta-
nolu. Horaogenat inkubowano przez 12 godz. w temperaturze -25°C 
Następnie dodawano 2 ml 0,3 M HCIO^ zawierającego 0,1 mM EDTA 
i wirowano przez 25 min przy 500 g. Nadsącz zbierano i uzupeł-
niano do stałej objętości buforem 0,5 M trójetanolaminy-HCl 
pil 7,6 z 2 M KgCO^. Po sedymentacji klarowną frakcję używano 
do pomiarów. 
W przypadku oznaczania substratów we krwi postępowano jak 
wyżej, z tym, że zamrożoną w ciekłym azocie krew ekstrahowano 
w objętościach obniżonych odpowiednio do wagi próby. 
Pomiary wykonywano na spektrofluorymetrze firmy Aminoo-Bowman, 
przy długości fali wzbudzenia 3*ł0 nm i emisji *t65 nm oraz 
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szczelinach 3/2/0,5 mm. 
Dokładne warunki oznaczania poszczególnych substratów podano 
w załączonej tabeli 2. Skład mieszanin inkubacyjnych oparto 
na warunkach podanych w pracy Macmillana i Siesjó /113/. 
Używano w reakcjach NADII pozbawione było zanieczyszczeń przez 
AMP wg metody opisanej przoz Folbergrovą /57/. 

Standardy: GóP, 6PGA, CrP, ATP, ADP, AMP i pirogronianu /firmy 
Sigma/ przygotowywano jako roztwory 1 mM, a ich dokładne stę-
żenia oznaczano metodami spektrofotometrycznymi. Po oznaczeniu 
fluorymetryoznym stężenia endogennych substratów, w tej samej 
kiuwecie wykonywano każdorazowo pomiary ich standardowyoh 
roztworów w zakresie stężeń 1-3 /uM, a w przypadku nukleotydów 
adeninowych od 0,5 - 7,5/uM. 

b/ Oznaczenia spektrofotometryczne glukozy i kwasu 
mlekowego 

Do badań używano ekstraktów tkankowych otrzymywanych jak w 
przypadku oznaczeń fluorymetrycznych. 

Glukozę oznaczano przy użyciu metody enzymatycznej w sprzężonej 
reakcji heksokinazy i dehydrogenazy G6P wg Schmidta /l45/. 
Medium reakcyjne zawierało: bufor trójetanolaminowy 0,3 M 
pH 7,5, MgSO^ k mM; NADP 0,4 mM; ATP 0,5 mM, heksokinazę i 
DIH—G6P o aktywności 1,5 jm/ml. 
Reakcję przeprowadzano przy długości fali 340 nm do całkowitego 
zatrzymania /ok. 10 rain/ wobec ślepej próby odczynnikowej. 
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Kwaa mlokowy 

Oznaczano metodą enzymatyczną wg Iloma i Bruna /86/ w reakcji 
dehydrogenazy mleczanowej. Medium reakcyjne zawierało: bufor 
glicynowy 0,5 M pH 9,0; NAD 2,5 mM; LDH 5 j/ml. Reakcję prze-
prowadzano przy długości fali 340 nm do oałkowitego zatrzyma-
nia wobec ślepej próby odczynnikowej. 
Pomiary wykonywano na spektrofotometrze firmy Unicam SP 500 w 
kiuwetach o pojemności 0,4 ml i długości drogi światła 1 cm. 

c/ Oznaczanie 3',5'-eAMP przy użyciu metody 
radioizotopowej 

Poziom 3',5'-eAMP był mierzony w ekstraktach mózgu przygoto-
wanych wg zasad podanych w opisie metod spektrofluorymetrycznych. 
Oznaczenie było oparte na współzawodnictwie wiązania nioznako-
wanego , endogennego 3', 5'-eAMP o miejsca wiążące radioaktywny 
substrat do białka o wysokim powinowactwie. Oznaczenia były 
wykonywane z użyoiem standardowyoh testów firmy Boehringer. 

II-7. Oznaczanie aktywności enzymów związanych z cyklem 
pentozowyra w mózgu szczura 

Aktywność enzymów badano we frakcji oytoplazmatycznej homo-
genatu mózgu. Homogonaty tkanki otrzymywano w 0,1 M buforze 
fosforanowym pH 7»5 /1 :9 w/v/ i wirowano 30 min w 20 OOO g. 
Aktywność DH-G6P i DH-6PGA oznaczano wg metody Lohra /108/. 
W warunkach inkubacyjnych podanych w tabeli, zmiany absorbanoji 
mierzone w długości fali 340 nm, były liniowo zależne od stęże-
nia białka próby i czasu reakcji do 10 min trwania pomiaru. 
Aktywności enzymatyczne wyrażano w mikromolach NADPH powstającego 
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w czasie godzinnej inkubacji z 1 mg białka supernatantu sto-
sując molowy współczynnik ekstynkcji E = 6,22 x 106 cm2 /mol. 

Tabela 3. Warunki oznaczania aktywności enzymów w cyto-
plazmie mózgu szczura 

II-8. Analiza statystyczna wyników 

Wyniki wyrażano jako średnie arytmetyczno z podanej ilości 
doświadczeń +/- odchylenie standardowe /SD/ lub średni błąd 
standardowy /SEM/. 
Znamienność statystyczną różnic pomiędzy danymi liczbowymi 
obliczano na podstawie testu t Studenta. Jako znamienne 
przyjmowano wartości dla których p <C0,05. 
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III. W Y N I K I B A D A Ń 

III-I. Charakterystyka modelu niedotlenienia 

W czasie niedotlenienia szczury były pobudzone ruchowo przez 
pierwsze 30 min, a następnie ich aktywność ruchowa sukcesywnie 
malała. Występująca w 2-giej godzinie stopniowa utrata reakcji 
szczurów na bodźoe zewnętrzne wskazywała na wystąpienie śpiączki. 
Wartości ciśnienia parcjalnego tlenu w krwi tętniczej oscylo-
wały na poziomie 25 mmHg /Tabela 1, Wykres 1/. Towarzyszył temu 
znaczny spadek ciśnienia parcjalnego dwutlenku węgla do poziomu 
20 mmHg, spowodowany hiperwentylacją zwierząt niedotlenianych. 
Znaczne obniżenie paCO2 wpływało na ustalenie się tendencji do 
alkalizacji krwi tętniczej, pomimo towarzyszącej kwasicy meta-
bolicznej. Wykładnikiem kwasicy metabolicznej było obniżenie 
się zasobu zasad oraz wysoki poziom tzw. nieskompensowanego 
przyrostu mleozanu /l4l/ w niedotlenieniu /Tabela 4/. 
Względną stabilność badanych zmiennych krwi w czasie trwania 
niedotlenienia ilustruje wykres 1. Jedynie ciśnienie tętnicze 
krwi obwodowej wykazywało stałą tendencję zniżkową w czasie 
niedotlenienia, przy czym w żadnym przypadku nie spadało 

poniżej 80 mmHg. Biorąc pod uwagę, że w opisanych warunkach 
niedotlenienia przepływ mózgowy krwi wzrasta /15/, wydaje się, 
że nieznaczny spadek ciśnienia obwodowego nie powinien odbić 
się na ukrwieniu mózgu. 
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Wykres 1. Ciśnienie cząstkowe tlenu, dwutlenku węgla, pH 
i średnie ciśnienie /MABP/ krwi tętniczej szczurów 
w czasie 2 godz. niedotlenienia mieszaniną 
7% 0 2 w N2. 
Średnie wyniki z 8 doświadczeń +SD. 
/Domańska-Janik, Zalewska, Hesuscitation 1980, 7, 
207-214/. 

http://rcin.org.pl



-25-

http://rcin.org.pl



- 26 -

Dynamika zmian poziomu glukozy i mleczanu we krwi tętniczej 
w czasie niedotlenienia przedstawiona jest na wykresie 2. 

Wykres 2. Stężenie glukozy i kwasu mlekowego we krwi tętniczej 
szczurów niedotlenianych 2 godz. mieszaniną 
7% 0 2 w N2. 
średnie wyniki z 8 doświadczeń +/-SD. 
/Domańska-Janik, Zalewska, Resuscitation 1980, 7, 
207-214. 

Stężenie glukozy wzrastało do 136% wartości kontroli we wczes-
nym okresie niedotlenienia i pozostawało na tym poziomie przez 
2 godz. trwania eksperymentu. Wzrost poziomu mleczanu we krwi 

http://rcin.org.pl



- 27 -

osiągał w pierwszej godzinie wartości 381% kontroli, a w 
drugiej dochodził do 451%. 

Jednakże jak przedstawiono w tabeli 4, pomimo narastania stę-
żenia mleczanu w drugiej godzinie trwania niedotlenienia równo-
waga kwasowo—zasadowa krwi pozostawała niezmieniona w stosunku 
do wartości otrzymanych po jednogodzinnej hipoksji. Poziom 
pirogronianu wzrastał równolegle do poziomu mleczanu i stosunek 
mleczan/pirogronian nie ulegał zmianie począwszy od 15 minut 
niedotlenienia. Stabilność zmiennych krwi obwodowej w ciągu 
2 godz. eksperymentu wskazuje na prawidłową adaptację układową 
/krążenia, oddychania, reakcji hormonalnych/ organizmu szczura 
do występującego niedostatku tlenowego i stanowi argument 
przeciwko załamaniu się krążenia i narastaniu komponentu nie-
dokrwiennego jako dodatkowego czynnika patogennogo wikłającego 
obraz badanej hipoksji. 

III-2. Wpływ niedotlonienia na poziom metabolitów 
związanych z przemianą energetyczną mózgu 

Poziom związków wysokoenergetycznych /ATP oraz sumy nukleo-
tydów adeninowych/ w mózgu szczura nie zmieniał się w sposób 
istotny w ciągu 2 godz. trwania niedotlenienia /Tabela 5/. 
Jedynie stężenie fosforanu kroatyny /CrP/ ulegało nieznacznemu 
lecz statystycznie znamiennemu obniżeniu. Biorąc jednak pod 
uwagę, że w warunkach znacznej akumulacji mleczanu, stała rów-
nowagi pil—zależnej reakcji kinazy kreatynowej ulega przesunię-
ciu, należy przyjąć, że wybiórcze obniżenie poziomu substratu 

tej reakcji w tkance nie odzwierciedla deficytu energetycznego, 
a jedynie zmianę wewnątrzkomórkowego pH /113/ w kierunku kwasicy 
metabolicznej. http://rcin.org.pl
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Niedotlenienie nie wpływało również w sposób istotny na 
stężenie 3',5'-CA11P w mózgu szczura. Wykres 3 ilustruje otrzy-
mano wyniki. Nieznaczny wzrost poziomu 3',5'-cAMP, zaznacza-
jący się w pierwszych 30 min. trwania niedotlenienia, nie miał 
cech znamienności statystycznej. W grupie szczurów badanych w 
pierwszej i drugiej godzinie niedotlenienia, jak również w 
dwie godziny po zakończeniu niedotlenienia, stężenie 3',5'-cAMP 
w mózgu kształtowało się na poziomie wartości kontrolnych. 

Wykres 3. Wpływ niedotlenienia na stężenie 3', 5' -cAMP w 
mózgu szczura. 
średnie wyniki z 4 do 8 doświadczeń wykonywanych 
w 2 powtórzeniach +SEM. 
/Khachatrian, Domańska-Janik, Buli.Pol.Acad.Sci. 

1980, 10, 667-673 / . 
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Pomimo braku bezpośrednich wykładników zakłóconej równowagi 
energetycznej mózgu, pod wpływem niedotlenienia, obserwowano 
znaczne przyspieszenie glikolizy beztlenowej /Tabela 5/ prze-
jawiające się gromadzeniem mloczanu, którego stężenie docho-
dziło do 500% wartości kontrolnej. Również istotno zmiany ob-
serwowano w stężeniach pośrednich metabolitów przemiany gliko— 
litycznej mózgu w czasie hipoksji. 

Zawartość pirogronianu wzrastała już po 15 min. niedotlenienia 
o około 100% i utrzymywała się na tym poziomie do końca doświad-
czonia. Również stosunek mleczanu do pirogronianu utrzymywał się 
na stałym, zwiększonym w czasie niedotlenienia poziomie. Nato-
miast stężenie glukozy w tkance, po początkowym spadku do 
wartości kontrolnej w grupie zwierząt niedotlenianych przez 
15 min, wykazywało stałą tendencję wzrostową, osiągając po 
2 godz. 163% wartości kontrolnej. W grupie szczurów niedotle-
nianych przez 2 godz. wzrastał jednocześnie poziom G6P o 83% 
w stosunku do kontroli. 

Dynamika zmian stężeń metabolitów związanych z przemianą 
glikolityczną w mózgu wskazuje na aktywację glikolizy na pozio-
mie reakcji enzymatycznych leżących na drodze przemiany GóP do 
pirogronianu /48/. Wzrastające stężenie G6P w drugiej godzinie 
niedotlenienia może wskazywać również na stopniową stymulaoję 
reakcji heksokinazowej w mózgu. Ewentualny mechanizm takiej 
stymulaoji był omawiany w naszych woześniejszych praoaoh /44, 
48/. Jednakże ze względu na kontrowersyjne poglądy na temat 
rzeczywistego stężenia wewnątrzkomórkowego glukozy w mózgu, 
szczególnie w warunkach niedotlenienia /zagadnienie to będzie 
poruszane później/ trudno jest o jednoznaczną interpretację 
tego zjawiska. 
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III-3. Ocena dynamiki metabolizmu energetycznego mózgu 
szczura w okresie niedotlenienia i po niedotlenieniu 

W poprzednim rozdziale przedstawiono wyniki oznaczeń stężeń 
substratów związanych z metabolizmem energetycznym mózgu szczu-
rów poddanych umiarkowanemu niedotlenieniu. Stały poziom pod-
stawowych związków wysokoenergetycznych u badanych zwierząt nie 
wyklucza Jednak zmian szybkości ich zużywania w energochłonnych 
procesach metabolicznych, co zapobiegałoby wystąpieniu deficytu 
energetycznego nawet przy zmniejszonej ogólnej ich syntezie. 

W celu scharakteryzowania takich skompensowanych zmian regula-
cyjnych , które mogłyby występować w umiarkowanym niedotlenieniu, 
zastosowano do badań tzw. "metaboliczny układ zamknięty" opi-
sany przez Lowryego w 1964 r. /111/. 

Technika doświadczenia 

Szczury, zarówno kontrolno jak i poddane 2 godz. niedotle-
nieniu dekapitowano i głowy zamrażano w ciekłym azocie w ściślo 
określonym czasie od momentu dekapitacji /1, 3, 10, 30 sek./. 
Wyjściowe stężenie substratów w mózgu /w tzw. czasie "O"/ ozna-
czano u zwierząt w całości zamrażanych w ciekłym azocie. 
W mózgach szczurów po dekapitacji, wskutek całkowitego odcięcia 
dopływu krwi, następują skrajne warunki anoksyjno-ischemiczne, 
z maksymalną stymulacją glikolizy beztlenowej, jako jedynego 
źródła energetycznego, oraz z szybkim wyczerpywaniem się 
rezerw energetycznych. 
Zarówno szybkość powstawania mleczanu jak i zużycia reszt fos-
foranowych w związkach wysokoenergetycznych /CrP, ATP, ADP/ 
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odzvierciodlają w tych warunkach aktywność metabolizmu podsta 
wowego mózgu i potencjonalne możliwości regulacyjno tych pro-
cesów w tkancex. 

Wykres 4 przedstawia zużycie związków wysokoenergetycznych 
/ A ~ P/ w mózgu po dekapitacji jako funkcję czasu mierzonego 
od odcięcia dopływu krwi do mózgu. Prostoliniowość przebiegu 
krzywej w okresie 30 sek. po dekapitacji w grupie kontrolnej 
wskazuje na możliwość wykonywania dalszych badań szybkości 
zużycia rezerw wysokoenergetycznych / A ~ P/ w tej właśnie 
grupie czasowej. Zagięcie się krzywej w grupie badanej bez-
pośrednio po niedotlenieniu może odzwierciedlać zmianę pro-
porcji w wykorzystywaniu wysokoenergetycznych reszt fosfo-
ranowych. W grupie zwierząt badanych w 6 godz. po niedotle-
nieniu funkcja zużycia A ~ P odzyskuje swój prostoliniowy 
charakter. 

Szczegółowe wartości stężeń substratów, które posłużyły 
do obliczenia szybkości zużycia rezerw związków wysokoener-
getycznych, przedstawiono w tabeli 6. 
U zwierząt dekapitowanych bezpośrednio po 2 godzinnym niedo-
tlenieniu, szybkość zużycia związków wysokoenergetycznych -
CrP i ATP - zostaje wydatnie obniżona. 
W tej samej grupie szczurów niedotlenionych szybkość zużycia 
glukozy i produkcja mleczanu w wyniku dekapitacji wzrastała 
znamiennie /Tabela 6/. 

X Należy zwrócić uwagę ,iż sama dekapitacja wywołuje potężny 
stres i wpływ tego dodatkowego czynnika na regulację meta-
bolizmu mózgu jest sprawą otwartą. 
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czas po dekapitocji 

Wykres 4. Wpływ niedotlenienia na zużycie związków wysoko-
energetycznych / A ^ V/ w mózgu szczurów po 
dekapitacji. 
średnie wyniki z 6 doświadczeń w każdej grupie 
czasowej. Odchylenie standardowe podano dla 
najdłuższych czasów po dekapitacji. 
/Zalewska, Domańska-Janik, Resuscitation 1980, 7, 
199-205/. 

•-- -• 6 godz po niedotlenieniu 
° kontrola 

•—• niedotlenienie 
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Szczególnie interesującą wydaje się obserwacja, że w mózgach 
szczurów po niedotlenieniu poziom 3',5'-cAMP nie onia się 
pod wpływem dekapitacji /Wykres 5/. Stanowi to wyraźną różnicę 
w porównaniu do grupy kontrolnej, w której obserwowano znamien-
ny wzrost stężenia tego metabolitu w 30 sek. po dekapitacji. 

• • kontrola 
a — a 2 godz . niedotlenienia 

dekapitacja 

Wykres 5. Wpływ niedotlenienia na stężenie 3',5'-cAMP w 
mózgu szczurów po dekapitacji. 
średnie wyniki z 4-8 doświadczeń +/-SEM. 
/Khachatrian, Domańska-Janik, Duli. Pol. Aoad. 
Sci. 1980, 10, 667-673/ . 
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Otrzymane wyniki wskazują wyraźnie, że w wyniku niedotle-
nienia dochodzi do zmiany regulacji przemiany podstawowej 
mózgu - zarówno aktywności glikolitycznej jak i metabolizmu 
wysokoenergetycznych reszt fosforanowych. Ponieważ zastoso-
wany wzór obliczania szybkości zużycia rezerw wysokoenerge-
tycznych /Wykres h/ nie uwzględniał energii otrzymywanej 
drogą przemiany glikolitycznej, wprowadzono drugi sposób 
obliczenia metabolizmu wysokoenergetycznych wiązań fosfora-
nowych /A-^P/ /63/. 

Jak przedstawiono w zbiorczej tabeli 7 - bezpośrednio po nie-
dotlenieniu następuje obniżenie szybkośoi zużycia rezerw 
związków wysokoenergetycznych do ok. 70% wartości kontrolnych, 
połączone ze zwiększeniem możliwości wykorzystania przemiany 
beztlenowej /glikolitycznej/ w skrajnych warunkach zapotrze-
bowania energetycznego /podekapitacyjna ischemia anoksyjna/. 

W okresie 6 godz. od zakończenia hipoksji obserwowano w 
tkance zmiany regulacyjne o odwrotnym charakterze. W wyniku 
dokapitacji dochodziło do statystycznie znamiennego przyspie-
szenia zużycia rezerw związków wysokoenergetycznych w mózgu 
badanych zwierząt o 17% w stosunku do kontroli. Nieznaczna 
aktywacja glikolizy beztlenowej w stosunku do całości przemian 
energetycznych pozostawała w dalszym ciągu utrzymana. Jedno-
cześnie z opisanym kierunkiem zmian podstawowego metabolizmu 
energetycznego obserwowano powrót typowoj reakcji stymulacyj-
nej układu cyklazy adenyłanowej na dekapitację już w ciągu 
3 godz. rooksygenacji niedotlenionych szczurów i statystycznie 
znamienne podwyższenie poziomu 3'-5'-cAMP w mózgu ze wzmocnione 
odpowiedzią stymulacyjną w 6 godz. po niedotlenieniu /Wykres 5/ 
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Tabela 7. Wpływ niedotlenionia na szybkość zużycia rezerw 
związków wysokoenergetycznych w mózgu szczura 
po dekapitacji. 

Wartości A ~ P obliczono na podstawie: 
A - metody Lowry'ego i wsp. /111/ wg wzoru : 

A - P = A (2 ATP+ADP+CrP} 
B - metody Gatfielda i wsp. /63/ wg wzoru : 

A - P = A (2 ATP+ADP+CrP) + 2AGluc. + 1 .*45 (AMleoz. - 2 AGluc 

Do obliczeń posłużyły wyniki z ilości doświadczeń podanej w 
nawiasach wyrażone jako średnio arytmetyczne +/- SD. 

x - wartości różniące się znamiennie od kontroli / p < . 0 5 / . 
/Zalewska, Domańska-Janik, Resuscitation 1980, 7, 199-205/. 
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III-4. Wpływ niedotlenienia na procesy syntezy związków 
makromolekularnych 

III-4 a. Wprowadzenie 

Ostre niedotlenienie, powodując gwałtowny spadek puli 
związków wysokoenorgetycznych w mózgu wywołuje równie gwał-
towne zahamowanie encrgozalcżnych procesów syntez związków 
makromolekularnych: białek, lipidów i kwasów nukleinowych /49/. 
Dardziej dyskusyjny jest natomiast wpływ mniej drastycznych 
stanów hipoksyjnych na te procesy. Z badań Kosowa i wsp. /101/, 
Yatsu i Hossa / 168/ , Morimoto i wsp. /123/ Mela /119/ oraz z 
badań własnych w układach in vitro /47/, wydaje się, że nawet 

umiarkowane niedotlenienie może uszkadzać w sposób istotny 
skomplikowane procesy syntez biochemicznych w mózgu. Mechanizm 
tych uszkodzeń, wiązany częściowo z dyskretnymi zaburzeniami 
energetyki tkanki, jest wysoce spekulatywny i nie oparty na 
bozpośrcdnich badaniach doświadczalnych mózgu w czasie trwa-
nia niedotlenienia in vivo. 

Jak wykazano w rozdziałach poprzednich, umiarkowano nie-
dotlenienie cechuje znaczna roorientacja procesów przemiany 
podstawowej, wyrażająca się głównie aktywacją glikolizy i 
spadkiem szybkości zużycia rezerw związków wysokoenergotycznycl 
Odpowiedź na pytanie, czy łączy się to ze zmianą dynamiki 
syntez wewnątrzkomórkowych, wymagała podjęcia próby bezpoś-
rednich badań tego procesu w trakcie niedotlenienia mózgu 
in vivo. 
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Warunkiem koniecznym do tego typu badali, który opisany model 
spełniał, była względna stabilność metabolizmu glukozy w czasie 
doświadczenia. W poprzednich rozdziałach wykazano, że zarówno 
poziom glukozy i mleczanu, jak i parametry gazowe krwi oraz 
ciśnienie tętnicze, ustalały się na względnie stałym poziomie 
po 15 minutach od chwili rozpoczęcia niedotlenienia. Dlatego 
też posłużono się techniką jednorazowego podania izotopu glu-
kozy do jamy otrzewnowej, co najmniej po 15 min. wstępnego 
niedotlenienia zwierzęcia. Aby nie przerywać hipoksji w momencie 
podawania izotopu, wykonywano ją poprzez rękaw foliowy przymo-
cowany do komory niedotlenleniowej. Badania przeprowadzono w 
dwóch etapach. 

Wstępnie określono dynamikę zmian swoistej aktywności znakowanej 
glukozy we krwi i mózgu. Obliczono również stopień rozcieńcze-
nia znacznika w podstawowych przedziałach na szlaku przemiany 
glukozy w mózgu. Następnie przeprowadzono pomiar włączania 
znacznika glukozy do względnie końcowych /tzn. o bardzo wolnym 
obrocie metabolicznym/ produktów jej przemiany w mózgu, w 
ustalonym czasie 2 godz. od podania izotopu. 

III-4 b. Określenie swoistej aktywności i dynamiki transportu 
znakowanej glukozy z krwi do mózgu oraz rozcieńczenia 
jej znacznika na szlaku przemiany podstawowej w 
niedotlenieniu 

Dynamikę zmian aktywności specyficznej izotopu U-[14C]-glu-
k o z y /aktywność specyficzna 5 mCi/mmol/ we krwi w czasie 2 godzin 
od jej podania dootrzewnowego w ilośoi 250 mikroCi/kg masy, ilustru-
je wykres 6. 
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o_ —o kontrola 

• • niedotlenienie 

Wykres 6. Wpływ niedotlenienia na specyficzną aktywność 
glukozy we krwi tętniczej szczurów po dootrzewnowym 
podaniu U- [14C] -glukozy w dawce 250mikromoliCi/kg masy. 
/Domańska-Janik, Zalewska, Resusoitation 1981, 9, 
243-253/. 

Aktywność specyficzna znakowanej glukozy we krwi osiągała 
najwyższą wartość pomiędzy 20 a 30 min od chwili podania izo-
topu. U zwierząt niedotlenionych była ona wyraźnie obniżona w 
fazie szybkiej, a spadek aktywności w okresie późniejszym prze-
biegał raniej gwałtownie niż u zwierząt kontrolnych. Stanowiło to 
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odbicie zwiększonego stężenia glukozy wo krwi u zwierząt w 
czasie niedotlenienia /Wykres 2/ co wpływało na stopień rozcień— 
czenia izotopu i obniżenie jego aktywności specyficznej. 
Badania zmian aktywności całkowitej znacznika glukozy w mózgu 
przeprowadzono dekapitująo zwierzęta w czasie 10, 20 i 30 minut 
po dootrzewnym podaniu izotopu 6-[3H]-glukozy o aktywności spe-
cyficznej 1 mCi/mmol w ilości 100/uCi/kg masy. 

Głowy zamrażano w ciekłym azocie i dalszą preparatykę przepro-
wadzano w temperaturze nie przekraczającej -20°C jak podano w 
rozdziale II. Jednocześnie pobierano krew do badania aktywności 
całkowitej i stężenia glukozy /Tabela 8/ równioż wg techniki 
podanej w rozdziale II. 

Wykres 7 ilustruje przyrost radioaktywności w tkance mózgowej 
szczurów kontrolnych i niodotlenionych. Pomimo obniżenia spe-
cyficznej aktywności glukozy we krwi w niedotlenieniu /Wykres 6/ 
nie obserwowano znamiennych różnic w radioaktywności całkowitej 
mózgu. Sugerowało to wzrost szybkości transportu glukozy z 
krwi do mózgu w warunkach niedotlenienia. 
W krótkim czasie po podaniu izotopu glukozy prawie cała radio-
aktywność oznaczana w mózgu zawarta była we frakcji związków 
drobnocząsteczkowych, rozpuszczalnych w TCA. Aby określić sto-
pień rozcieńczenia izotopu w tej puli pośrednich produktów 
przemiany podstawowej, oddzielono frakcję aminokwasową od reszty 
związków rozpuszczalnych w TCA. Radioaktywność pojawiająca się 
w aminokwasach po podaniu izotopu glukozy jest zrównoważona z 
radioaktywnością metabolitów cyklu Krebsa i odzwierciedla po-
średnio ich aktywność w warunkach doświadczenia. 
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Tabela 8. Wpływ umiarkowanego niedotlenienia na transport 
i szybkość metabolizmu glukozy w mózgu szczura. 

Badania przeprowadzono w 20 min po dootrzewnowym podaniu 
100 uCi 6-[3H]-glukozy masy ciała szczura. 
Grupie zwierząt niedotlenionych podano izotop 1,5 godz. od 
początku niedotlenienia. 
Wyniki przedstawiają średnią 3 doświadczeń, w których ozna-
czenia przeprowadzono w 2 powtórzeniach +SD. 
x - wartości różniące się znamiennie / p < 0 . 0 5 / od kontroli. 
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Wykres 7. Radioaktywność frakcji rozpuszczalnej w 5% TCA 
horaogenatu mózgu szczura po dootrzewnowym podaniu 

6-[3H]-glukozy w dawce 100 uCi/kg masy ciała. 
Średnie z 3 doświadczeń +/-SD. 
/Domańska-Janik, Zalewska, Resuscitation 1981,9, 
243-253/. 

Jak wynika z wykresu 8, przepływ znacznika glukozy do frakcji 
aminokwasowej mózgu był względnie szybki i obejmował już po 
10 min. prawie 50% radioaktywności całej frakcji rozpuszczalnej 
w TCA. W grupie zwierząt niedotlenionych przepływ ten ulegał 
wyraźnemu zwolnieniu o około 30% w stosunku do kontroli. Podobnie 
kształtowała się zmiana aktywności specyficznej glukozy wo krwi w 
niedotlenieniu, obniżając się również do 70% wartośoi kontrolnej. 
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Wykres 8. Radioaktywność całkowita frakcji homogenatu mózgu 
szczura zawierającej nieaminokwasowe metabolity 
przemiany glukozy w różnym czasie po podaniu do-
otrzewnowym 6-[3H]-glukozy w dawce 100/uCi/kg masy. 
Średnie wyniki z 3 doświadczeń +/-SD. 
/Domańska-Janik, Zalewska, Resusoitation 1981, 9, 
243-253/. 
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Podstawiając otrzymane wartości do wzoru, otrzymujemy wynik 
wskazujący na znaczny wzrost transportu glukozy w niedotlenie 
niu z 0,44/umol/g tk./min do 0,73/mikromol/g tk./min /Tabela 8/. 
Wartość przepływu znacznika glukozy do frakcji aminokwasowej 
nie zmieniała się w niedotlenieniu i wynosiła 0,24/mikromol/g tk. 
min dla obu grup badanych. 
Oznaozano wielkość puli aminokwasów /stężenie azotu alfa-amin 
wego/ w mózgu szczura. Również i ta wielkość nie ulega zmiani 
w czasie niedotlenienia. 

III-4 c. Włączanie znacznika U-[14C]-glukozy do frakcji 
związków makromolekularnych w mózgu niedotlenianych 
szczurów in vivo. 

W oparciu o przedstawiono wyżej wyniki, informujące o roz-
mieszczeniu znacznika glukozy we krwi i podstawowych pulach 
metabolicznych mózgu szczurów kontrolnych i niedotlenionych, 
oznaczono piętno U-[14C]-glukozy wbudowywano do względnie 
końcowych produktów jej przemiany w mózgu: białek, lipidów i 
kwasów nukleinowych. Po 2 godz. od chwili podania dootrzewno-
wego izotopu U-[14C}-glukozy kontrolnym, ok. 8% 
całkowitej radioaktywności mózgu znajdowano w lipidach, 15% 
we frakcji białkowej i około 12% we frakcji kwasów nukleinowy 
W wyniku niedotlenienia całkowite wbudowywanie znacznika do 
wszystkich badanych frakcji makromolekularnych w mózgu szczur 
obniżało się znamiennie w stosunku do kontroli co przedstawio 
na wykresie 9« Gdy znacznik podawano bezpośrednio po przebyty 
niedotlenieniu, a zwierzęta dekapitowano po 2 godzinach, wbud 
wywanie izotopu do białek, lipidów i kwasów nukleinowych 
powracało do wartości kontrolnych. 
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Wykres 9. Wpływ niedotlenienia na całkowitą radioaktywność 
frakcji makromolekularnych mózgu szczura. 
Izotop U-[14 c] -glukozy podano dootrzewnowo w 
dawce 250 mikroCi/kg na 2 godz. przed oznaczeniom, 
średni wynik z 5 doświadczeń +SD. 

Oznaczano aktywność specyficzną izotopu we frakcji białek 
i lipidów. Pomiar przeprowadzono w 4 strukturach mózgu: 
korze, prążkowiu, hipokampie i pniu mózgu. Uzyskano wyniki 
przedstawia tabela 9. 
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Tabela 9. Aktywność specyficzna białek i lipidów mózgu 
szczura po podaniu U-[14C]-glukozy w normie 
i niedotlenieniu. 

Lipidy Białka 
dpm/mg lipidów dpm/mg białka 

Warunki doświadczenia jak opisano na wykresie 9. 
średnie wyniki kontroli +/-SD oraz najwyższy i najniższy wynik 
uzyskany u zwierząt niedotlenionych podano na podstawie 
3 doświadczeń. 
/Domańska-Janik, Zalewska, Resuscitation 1981, 9, 243-253/. 

Najwyższą aktywność specyficzną badanych frakcji otrzymano 
w korze mózgu i hipokampie. Również obniżenie aktywności 
specyficznej pod wpływem niedotlonienia było największe w 
tych właśnie strukturach i osiągało wartość odpowiadającą 
ok. 30% aktywności kontroli. 
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Dodając wbudowywanie znacznika U-[14c]-glukozy do subfrakcji 
lipidowych w półkulach mózgu in vivo stwierdzono, że około 20% 
całkowitej radioaktywności lipidów wbudowuje się do frakcji 
lipidów obojętnych /LO/, zawierających wolne kwasy tłuszczowo 
dwu- i trójglicerydy oraz cholesterol /Tabela 10/. Do frakcji 
glicerofosfolipidów cholinowych /l'C/ wbudowywało się około 50% 
radioaktywności, natomiast jedynie 9|5/° z całkowitej radio-
aktywności znajdywano we frakcji glioerofosfolipidów inozyto-
lowych /Pi/ i serynowych /PS/. Do glicorofosfolipidów etanolo-
aminowych /PE/ było wbudowane 20% radioaktywności. W kwasach 
tłuszczowych /FA/ po saponifikaoji lipidów odzyskiwano ponad 
50% całkowitej radioaktywności glukozy wbudowywanej do lipidów. 

Ocena wpływu niedotlenienia wskazywała, że poza obniżeniem 
całkowitej radioaktywności lipidów tylko nioznacznie oddziały-
wało ono na procentowy rozkład izotopu w poszczególnych sub-
frakcjach. Piętno izotopu obniżało się w glicerofosfolipidach 
inozytolowycli i serynowych oraz etanolaminowych wraz ze 
wzrostem proporcji w znakowaniu frakcji lipidów obojętnych. 
Proporcjonalnie więcej znacznika odzyskiwano równioż w kwasach 
tłuszczowych lipidów izolowanych z mózgu zwierząt niedotle— 
nionych w porównaniu z kontrolnymi. 
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Eksport z krwi do mózgu stanowi znaczne przybliżenie 
j. netto. 
Loż pomimo oznaczonego stężenia glukozy w mózgu, k 
utlenieniu wzrasta z wartości 1,53 mmol/kg do 2,50 
sla 2/ nie wiadomo było jakie jest jej wewn.jtrztka 
ieszczenie, a więc również jej rzeczywiste stężeni 
strzeni do której odbywa się transport z krwi.. 
Milllan i Siesjó /113/ oznaczyli, że stężonie glukoz 

Le mózgowo-rdzeniowym szczurów wynosi w normoksji 
onia glukozy we kniri, natomiast w hipoksji o podob 
niu jak badana przez nas /pa02 - 28 mmHg/ spada do 
ej podstawie, przyjmując, że bariera krew-mózg zna 
w równowadzo z płynem mózgowo-rdzeniowym, otrzyman 
ce stężenie glukozy w tych przestrzeniach, które d 
jej transport. 

la 11. Stężenie glukozy po obu stronach bariery kr 

GB GX e 
/stężenie glu- /stężenie glu- /wewną 
kozy w pełnej kozy w plaźmie/ gowe 
krwi/ gluko 

^mol/ml 

rola 7,1 + 0,35 10,7 4, http://rcin.org.pl
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Podstawiając te wartości do wzoru opisującego transport 
glukozy przez barierę krew-mózg drogą transportu ułatwionego: 

można obliczyć przypuszczalną jego wartość. 
Wynosi ona O,/urnol/g/min w kontroli i 0,77 /umol/g/min w 
hipoksji, przyjmując wartości K^ = 6 /urnol/g tk. i V m a x = 
2,5 yumol/g/min /1^9/ za niezmienne w czasie hipoksji. 
Obserwujemy więo dużą zgodność otrzymanego wyniku z ekspery-
mentalnym, izotopowym oznaczeniem jednokierunkowego transportu 
glukozy do mózgu w niedotlenieniu /Tabela 8/. Zgodność obli-
czonej szybkości transportu glukozy na podstawie jej stężeń 
we krwi i mózgu z wartością otrzymaną w doświadczeniu izotopo-
wym, przemawia za prawidłowośoią przyjętych założeń. Przy mini-
malnej zmianie stężenia glukozy w mózgu w kompartmoncie do 
którego zachodzi jej transport z krwi /z wartości ^,83 do 

/umola/ml/, wzrost transportu w niedotlenieniu odpowiadałby 
wzrostowi gradientu stężeń po obu stronach bariery krew-mózg. 
W przypadku przyjęcia alternatywnej hipotezy, że rozkład glu-
kozy w mózgu jest homogenny i odpowiada oznaczonemu dla całej 
tkanki /czyli 1,53 vs. 2,5 mmol/kg/, należałoby również przyjąć, 
że wzrost transportu glukozy do mózgu w niedotlenieniu, pomimo 
zmniejszenia gradientu stężeli, zachodzi na skutek zmiany para-
metrów kinetycznych bariery. Hipoteza taka jest trudna do 
przyjęcia. Po pierwsze, wydaje się na podstawie licznych badań 

x Wzór ten stanowi rozwinięcie równania Michaelisa Mentena 
dla transportu glukozy przez barierę krew-mózg /149/. 
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że wewnątrzkomórkowe stężenie glukozy w komórkach nerwowych 
jest wartością pomijalną, a szybkość jej fosforylacji równa 
jest /lub przekracza/ szybkości jej transportu przez błony 
komórkowe /111/. Po drugie, trudno byłoby przyjąć, że stężenie 
wewnątrzkomórkowe glukozy wzrasta w niedotlenieniu. 
Aktywność jej przemiany glikolitycznej, a szczególnie aktyw-
ność cytoplazmatycznej helcsokinazy, enzymu bezpośrednio odpo-
wiedzialnego za fosforylację glukozy, wzrasta w tych warunkach 
/66/. Po trzecie, założenie o prawie niezmienionym przez nie-
dotlenienie wewnątrzmózgowym stężeniu glukozy w przedziałach 
do których odbywa się joj transport z krwi, zgodne jest z 
przedstawionymi powyżej wynikami, wskazującymi na brak roz-

komórkowej przemiany do aminokwasów /Tabela 8/. 
Za rzekomy wzrost oznaczanego dla całej tkanki stężenia glu-
kozy w mózgu w niedotlenieniu, byłoby więc odpowiedzialne 
zwiększenie się przestrzeni do której odbywa się jej transport 
z krwi. Zgodnie z współczesnymi poglądami przestrzeń ta od-
powiada morfologicznie cytoplaźmie gleju okołonaczyniowego oraz 
przestrzeni międzykomórkowej mózgu. Jak łatwo obliczyć z po-
równania zmian stężeń glukozy uzyskanych eksperymentalnie na 
całym mózgu i obliczonych na podstawie zmian jej stężeń we 
krwi /Tabela 2 i 11/ przestrzeń ta ulegałaby znacznemu 
powiększeniu w czasie niedotlenienia. 

cieńczenia znacznika szlaku jej wewnątrz. 
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Tabela 12. Wielkość przestrzeni mózgu do tórej odbywa się 
transport glukozy z krwi. 

Jak już uprzodnio wspomniano, brak dodatkowego rozcieńczenia 
znacznika 6-[3H]-glukozy aminokwasowe j w grupie zwierząt 
niedotlenionyoh i jogo równowaga z radioaktywnością glukozy we 
krwi u tych zwierząt /Tabela 8/ wskazuje, że w mózgu istnieje 
gwałtownie spalana pula glukozy, której wielkość nie zmienia się 
w niedotlenieniu. Ponieważ aminokwasy powstające z glukozy znaj-
dują się w równowadze dynamicznej ze związkami pośrednimi cyklu 
Krebsa, wskazuje to pośrednio, że również i ich radioaktywność 
pochodząca ze znakowanej glukozy nie ulega wewnątrzkomórkowemu 
rozcieńczeniu w niedotlenieniu i jest proporcjonalna do radio-
aktywności glukozy we krwi. W przypadku puli aminokwasowej można 
oznaczyć szybkość przepływu /flow/ znacznika glukozy do amino-
kwasów. Szybkość ta nie zmienia się w niedotlenieniu i wynosi 
0,39 /umoli/mg azotu alfa -aminowego/min w obu grupach badanych. 
Niezmienność szybkośoi przepływu znacznika glukozy do puli 
aminokwasowej wskazuje, że również jego przepływ do puli kwasów 
dwu- i trójkarboksylowych związanych w cyklem Krebsa, nie 
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zmienia się w umiarkowanym niedotlenieniu. 
Tak więc w tym stadium skompensowanego energetycznie niedo-
tlenienia mózgu szczura nie obserwuje się oznak ograniczenia 
tlenowego metabolizmu glukozy w cyklu Krebsa. 

III-5. Przemiana glukozy w cyklu pentozowyra /C.P./ w 
niedotlenieniu 

III-5 a. Wprowadzenie 

Do zainteresowania się tą stosunkowo niewielką frakcją 
przemiany wewnątrzkomórkowej glukozy, która po ufosforyzowaniu 
do G6P zbacza z głównego szlaku przemiany glikolitycznej i 
ulega bezpośrodniemu utlenieniu i dekarboksylacji na pierwszym 
węglu łańcucha węglowodanowego, skłoniła jej specyficzna rola 
biologiczna, łącząca się ściśle z podjętym tematem badań. 
0 ile szlak glikolityczny i cykl Krebsa stanowią główne źródło 
zabezpieczająco produkcję związków wysokoenergetycznych w 
komórce, o tyle C.P. wiąże się z procesami anabolicznymi, 
dostarczając wielu niezbędnych substratów do podstawowych 
syntez komórkowych /78/. Wśród nich do najważniejszych należy 
zaliczyć: 
1 . Rybozo-5-fosforan - substrat niezbędny do syntezy nukleo-

tydów i polinukleotydów. 
2. Zredukowaną formę NADP+/H - dawcę aktywnego wodoru, który 

może ulec bezpośredniej inkorporacji do cząsteczki biorące 
udział w syntezie. Są to główne reakcje hydrogenaoji i 
hydroksylacji przebiegające w cytoplazmie i obejmujące: 

http://rcin.org.pl



- 57 -

a/ Syntezę "do novo" kwasów tłuszczowych jak i dalszą 
olongację łańcucha tych kwasów, 

b/ Hydroksylację i desaturację kwasów tłuszczowych, 
c/ Syntezę amin biogonnych /163/ oraz innych związków o 

wysokiej aktywności biologicznej np. tyrozyny lub 
sterydów kory nadnerczy. 

Z drugiej strony, powstający w cyklu pentozowym NADPII, poprzez 
swoje sprzężenie z reduktazą glutationową Jest odpowiedzialny 
za utrzymanie prawidłowego potencjału oksydacyjno-redukcyjnogo 
cytoplazmy. Układ NADP+/H i GSH/GSSG jest jednym z podstawo-
wych czynników antyoksydacyjnych spełniających rolę zabezpie-
czającą przed gromadzeniom się wodoronadtlenków w roakcjach 
peroksydacji /82/. 

Ochrona prawidłowego poziomu grup SH w komórce determinuje 
integralność i wybiórczą przepuszczalność komórkowych układów 
błonowych jak i biologiczną aktywność wielu enzymów i hormonów. 
Podwyższenie potencjału oksydacyjno-redukcyjnego ułatwia 
wyjście potasu no zewnątrz, a tym samym powoduje zmianę po-
tencjału spoczynkowego /102/.Podsumowując, zaburzenie prze-
miany peritozowcj glukozy miałoby dezintegrujący wpływ na 
metabolizm komórki, głównie na procesy syntez wewnątrzkomór-
kowych oraz, przy zachwianiu równowagi oksydacyjno-rodukcyjnoj, 
na integralność struktury błony oraz aktywność wielu enzymów. 
Pomimo niewątpliwego znaczenia biologicznego tej drogi prze-
miany glukozy, która prowadząc do wytwarzania pentoz, sprzęga 
się z wieloma podstawowymi szlakami anabolizmu komórkowego, 
dane na temat jej aktywności i regulacji w mózgu są fragmen-
taryczne i niejednolite. 
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Główną tego przyczynę należy upatrywać w trudnościach meto-
dycznych oceny aktywności C.P. Badania i wnioski, oparte 
głównie na określeniu aktywności enzymów powszechnio uznawa-
nych za regulacyjne dla tej przemiany, a więc aktywności obu 
dehydrogenaz /DH-G6P i DH-6PGA/ /45/ dają jedynie wgląd w 
potencjalną zdolność tkanki do przeprowadzenia reakcji dokar-
boksylacji heksoz do pentoz. Nie informują natomiast o aktual-
nej aktywności przemiany pentozowej. Założy ona od wielu do-
datkowych czynników regulacyjnych, takich jak oddziaływania 
allosterycznych inhibitorów i aktywatorów, kompartmentacji 
wewnątrzkomórkowej sprzężonych procesów metabolicznych oraz 
od innych zmiennych czynników, któryoh określenie i ocena 
jest niemożliwa na obecnym etapie rozwoju wiedzy i metodyki 
badawczej. Dlatego też dalsze badania aktywności C.P. zostały 
wzbogacone o metodę izotopową, pozwalającą określić bezpośred-
nio względną frakcję glukozy metabolizowanej w cyklu pentozo-
wym, w stosunku do frakcji metabolizowanej w szlaku glilcoli-
tycznym i w cyklu Krebsa. 

Zasada metody sprowadza się do porównania aktywności specy-
ficznej 14C02, wytworzonego w ozasie inkubacji tkanki in vitro 
z izotopami glukozy znakowanymi na różnych węglach łańcucha 
cukrowca /98/. Asymteryczność spalania 1-go i 6-go węgla 
glukozy zilustrowana na załączonym schemacie jest wyrazem 
wybiórczej dekarboksylacji 1-go węgla łańcucha glukozy 
poprzez dekarboksylującą dehydrogenazę kwasu 6—fosfoglukonoweg< 
/DH-óPGA/ w C.P. 
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Schemat ilustrujący niesymetryczność dekarboksylacji 
1 i 6 węgla łańcucha glukozy w cyklu pentozowym w porównaniu 
z innymi reakcjami przemiany podstawowej. 
/Oznaczenia zgodne z załączonym spisem skrótów/. 

Wadą tej metody jest ograniczenie jej do badań in vitro, 
czyli praktyczna możliwość. zastosowania jej do badań ewentual-
nych skutków niedotlenienia w okresie rooksygenacji skrawków 
tkankowych. 
W celu określenia aktywności cyklu pontozowego bezpośrednio w 
mózgu żywego zwierzęcia w czasie niedotlenienia zastosowano 
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metodę wybiórczego zahamowania aktywności dehydrogenazy kwasu 
6-fosfoglukonowego /DH— 6PGA/. 
Metodę tę wprowadzono wykorzystując możliwość zahamowania 
aktywności tego enzymu, poprzez podanie zwierzętom swoistego 
inhibitora 6-aminoamidu kwasu nikotynowogo /6—AN/ /83/. 
Ton metaboliczny analog amidu kwasu nikotynowego jest związ-
kiem syntetycznym, łatwo przechodzącym przez barierę krew-
mózg /78/. W tkance ulega on wbudowaniu do nukleotydów piry-
dynowych w reakcji katabolizowanej przez mikroosomalny enzym 
z grupy glikohydrolaz /EC 3.3.3.6/. Powstający analog dinuklec 
tydu nikotynoamido-adeninowego lub jego fosforanu /6 A-NAD+/P+ 

jest potencjalnym, konkurencyjnym inhibitorem reakcji zależ-
nych od obecności nukleotydów pirydynowych. Szczególne powino-
wactwo wykazuje on w stosunku do drugiego enzymu cyklu pento-
zowogo tj. DH-6PGA /78/. 

Oznaczona stała inhibicji dla toj reakcji wynosi 1,3 x 10-7N 
gdy dla innych NAD+ i NADP+ - zależnych dehydrogenaz waha się 

w zakresie od 10-4 do 10-5 /78/. Stężenie inhibicyjne 
6A-NADP+ W stosunku do DH-6PGA jest tego samego rzędti co naj-
bardziej aktywnych inhibitorów metabolicznych np. ezeryny 
czy neostygminy. 

Po podaniu dootrzewnowym inhibitora oznaczano szybkość 
gromadzenia się substratu zahamowanej reakcji DII-óPGA tj. 
kwasu 6—fosfoglukonowego /6PGA/. 
Reakcje wpływające na stężenie 6PGA w tkance można przedstawić 
scbomatycznie: 

http://rcin.org.pl



- 1 61 -

http://rcin.org.pl



XII-5 b. Wpływ nioedotlenienia na aktywność enzymów 
cyklu pentozowego 

Tabele 13 a i b przodstawiają wpływ umiarkowanego niodotlo-
nionia na aktywność dehydrogenaz cyklu pentozowego /DH-GóP i 
DH-6PGA/ W różnych częściach OUN. Aktywność specyficzna DH-óPGA 
nie ulega w tych warunkach statystycznio znamionnym zmianom. 
Natomiast aktywność specyficzna DH-G6P w warunkach niedotle-
nienia stopniowo wzrasta osiągając po 2 godz. w korze półkul 
mózgowych wartość wyższą o 100% od wartości kontrolnej. 

III.5 c. Aktywność cyklu pentozowogo w skrawkach mózgu 
badanych "in vitro" po niedotlenieniu 

Aktywność C.P. oceniono na podstawie dwóch metod: 
1. poprzez porównanie szybkości dokarboksylacji 1-go i 6-go 
węgla glukozy /98/ oznaczając stosunek wydzielonego 
po podaniu 1-[14C]-glukozy oraz 6-[14c]-glukozy, 

2. poprzez porównanie szybkości wbudowywania węgla U-[14C]-
glulkozy 6-[14C]-glukozy do względnie końcowego produktu 
zrównoważonego z przomianą podstawową tj. kwasów tłuszczo-
wych /56/. 

Stwierdzono, że niodotlenienie powoduje wzrost szybkości de-
karboksylacji 1-go węgla 1-[14c]-glukozy w skrawkach kory mózgu 
szczurów dorosłych, pozostając bez wpływu na aktywność 14C02 z 
izotopów glukozy znakowanych na węglu 6 /Wykres 10/. Oznaczony 
stosunok radioaktywności dwutlenku węgla z 1-[14c]-glukozy do 
6-[14C] -glukozy wzrastał z 1,25 dla kontroli do 1,44 dla 
skrawków otrzymanych ze zwierząt niedotlenionych. 
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Wykres 10. Szybkość dekarboksylacji różnie znakowanych 
izotopów glukozy w skrawkach mózgu szczura, 
średnio wyniki z 5 doświadczeń +/-SD. 
/Domańska-Janik, Zaleska, Zalewska, Witter, 

Cerebral Ischemia and Arterial Hypertension, 
Pol.Med.Pub. 1978, 87-95/. 
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Wykres 11. Szybkość wbudowywania węgla z różnie znakowanych 
izotopów glukozy do kwasów tłuszczowych /FA/ W 
skrawkach mózgu szczura. 
średnie wyniki z 5 doświadczeń +/-SD. 
/Domańska-Janik, Zaleska, Zaleska, Witter, 

Pol.Med.Pub. 1978, 87-95/. 

W grupie zwierząt niedotletnionych stwierdzono znamiennie wyż-
sze wbudowywanie węgla glukozy znalcowanoj na węglu 6 niż 

U—[14C]- glukozy /której pierwszy węgiel łańcucha ulega dekar-
boksylacji w C.F./, do puli kwasów tłuszczowych /Wykres 11/. 
W tym przypadku obliczony stosunek radioaktywności w kwasach 
tłuszczowych wzrastał z 1,28 do 1,86 u zwierząt niodotłenionych. 
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Zgodność wyników otrzymanych za pomocą 2 różnych metod 
izotopowych traktujących jako "względny" produkt końcowy 

metabolizmu węgli glukozy dwutlenek węgla lub pulę kwasów 
tłuszczowych, otrzymaną po saponifikacji lipidów, przemawiają 
za aktywacją cyklu pontozowego w skrawkach mózgu zwierząt po 
niedotlenieniu. 
Należy podkreślić, że w tym cyklu badań używano nieco innego 

modelu niedotlenienia /hipoksja hipowolotniczna/ oraz warunków 
i czasów inkubacji skrawków niż w badaniach późniejszych. 
Głownie skrócenie czasu pomiaru wytwarzania 14C02 z godziny 
do 15 min w późniejszych doświadczeniach, wpłynęło na po-
większenie się różnicy pomiędzy utlenianiem 1-[14C]-glukozy 
i 6-[14C]-glukozy. Przyczyną tego było wyeliminowanie w tych 
warunkach dwóch niekorzystnych procesów: "ujednolicenia" spe-
cyficznie znakowanych węgli glukozy poprzez powtórne wcho-
dzonio pośrednich metabolitów w cykle metaboliczne oraz zmiany 
aktywności niektórych procesów tkankowych w czasie przedłuża-
jącej się inkubacji. Tłumaczy to znaczną różnicę w bezwzględ-
nych wartościach aktywności dwutlenku węgla wytwarzanogo z 
różnie znakowanych izotopów glukozy, w porównaniu z wartościami 
otrzymanymi w badaniach późniejszych /45,46,47/. 
W tabeli 14 przedstawiono wyniki otrzymano w badaniach utle-
niania izotopów glukozy przez skrawki kory mózgu szczurów 
poddanych uprzednio 2 godz. umiarkowanej hipoksji w warunkach 
opisanych w Rozdziale III-1. 

Otrzymane wyniki wykazują znamiennie wyższą radioaktywność 
14C02 przy użyciu glukozy znakowanej na 1-szym węglu, w po-

równaniu z glukozą znakowaną na 6-tym węglu łańcucha. 
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Wskazuje to na aktywne utlonianie glukozy w cyklu pontozym 
w badanych warunkach inkubacji skrawków. Niedotlenienie wy-
wołuje znamienną stymulację produlccji 14CO2 z 1-[14C]-glukozy, 
które osiąga 160% wartości charakterystycznej dla zwierząt 
normolcsyjnych, przy braku różnic w aktywności dwutlenku 
węgla wytwarzanego z 6-[14C]-glukozy. Stosunek radioaktywnoś-
ci 14C02 powstającego w trakcie spalania glukozy znakowanej 
w pozycji 1-szej do znakowanej w pozycji 6-toj zostaje pod-
wyższony z wartości 2,68 do 4,39 w skrawkach mózgu zwierząt 
niedotlonionych. W skrawkach badanych po niedotlenieniu obser-
wowaliśmy również nieznaczne obniżenie aktywności spalania 
6-go węgla glukozy. Maksymalna aktywność utleniania glukozy 
w cyklu pontozowytn badana w obecności egzogennego akcoptora 
olektronów - metasiarczanu fcnazyny /PhMS/ wzrastała wyraźnie 
w skrawkach zarówno zwierząt kontrolnych jak i niodotlenionych. 
Powiększcnio się toj stymulacji po niedotlenieniu /z wartości 
14 C 0 2 C - 14 do 20/ może wynikać zo zwiększonej potencjal-
nej możliwości utleniania glukozy w cyklu pentozowym w wyniku 
opisanej w rozdziale poprzednim stymulacji DH-G6P /Tabela 13/. 
Obecność askorbinianu w modium inkubacyjnym również wpływała 
na wzrost aktywności przemiany pontozowoj w skrawkach mózgu 
szczura. Efekt ton nalożałoby łączyć z zapoczątkowaniem przez 
askorbinian procesów peroksydacyjnych,szczególnie w obecności 
tlenu /140/.W skrawkach mózgu zwierząt niedotlenionych efekt 
askorbinianu był nieco mniejszy, co należałoby tłumaczyć 
zwiększeniem aktywności C.P. w kontrolnych warunkach inkubacji 
tych skrawków. 
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Stymulacja metabolizmu encrcetycznoeo glukozy w warunkach 
dopolaryzacji chemicznoj skrawków poprzez podwyższenie stęże-
nia potasii w środowisku, powodujo znamienne przyspieszenie 
spalania obydwu izotopów glukozy. Gdy jednak stymulacja pro-
dukcji 14C z 6-[14C] osiąga ponad 400% zarówno w 
grupie normoksyjnoj jak i niedotlenianoj, to wzrost aktywności 

14CO2 powstającego z 1-[14C]-glukozy wynosi jedynie 244 % dla 
normoksji i 127% w przypadku szczurów niodotlenionych. 
Wskazuje to na zmniejszonie się udziału cyklu pontozowego w 
metabolizmie glukozy w warunkach depolaryzacji. Zjawisko to 
było stosunkowo wyraźniejsze u zwierząt po niedotlenieniu. 

Ostatnia grupa wyników przedstawia produkcję 14C02 z róż-
nych izotopów glukozy w skrawkach mózgu szczurów po zahamowaniu 
aktywności oyklu pentozowogo przez zastosowanie omówionego na 
wstępio swoistego inhibitora DII-6PGA, analogu amidu kwasu 
nikotynowego. Spalanie glukozy w cyklu pentozowym in vitro 
zostaje zahamowane, na co wskazuje zrównanie się wartości 

14C02 powstającego z 1-[14C] i 6-[14C]-glukozy. U zwierząt 

normoksyjnych utlenianie 1 -[14C ]-glukozy spada do 47% pod 
wpływom 6-AN, a u zwierząt niedotlenianych aż do 22 %wartości 
kontrolnej. Wskazuje to pośrednio, że za stymulację wytwarza-

nia 14C02 z 1-[14C]-glukozy u zwierząt niedotlenionych jest 
odpowiodzialna aktywacja cyklu pentozowego, hamowana po poda-
niu 6-AN-u. Otrzymane wyniki, wskazują wyraźnie na uaktywnie-
nie utloniania glukozy w cyklu pentozowym w skrawkach mózgu 
szczurów po niedotlonioniu. Zagadnienie, czy stymulacja ta 
dotyczy także samego okresu ograniczenia dopływu tlenu do 
tkanki, czy też jest zjawiskiem występującym dopiero po 
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rooksygenacji tkanki w czasio jej inkubacji in vitro w warun-
kach tlenowych, nic może być rozwiązane za pomocą zastosowanej 
metody. 

III-5. Bezpośrednie badanie aktywności cyklu pentozowego 
w mózgu szozura w czasie niedotlenienia. 

Określenie dawki inhibicyjnej 6-AN i dynamiki gromadzenia 
6PGA w korze i pniu mózgu szczura. 

Wykres 12 przedstawia zależność akumulacji 6PGA w mózgu od 
zastosowanej dawki 6-AN. Stężenie substratu zahamowanoj reakcji 
badano w mózgu w 9 godz. od oliwili dootrzewnowego podania 6-AN. 

15 

Wykres 12. Zależność stężenia kwasu 6PGA w mózgu szczura od 
zastosowanej dawki antymotabolitu 6-AN. 
Punkty krzywej odpowiadają średniej z 3 doświad. +/-SD. 
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Maksymalną akumulację 6PGA stvdorclzono po podaniu 6-AN w dawco 
pomiędzy 30 a 40 mg/kg masy ciała. 
Z wykresu zależności groraadzonia się 6PGA W mózgu od czasu 
mierzonego od chwili iniekcji 6-AN /Wykres 13/ wynika, że 
maksymalna jego akumulacja następuje po około 7 godz. 

Wykres 13. Szybkość gromadzenia się 6PGA w mózgu szczura 
po podaniu 6-AN w dawce 35 mg/kg masy. 
Punkty odpowiadają średniej z 3-5 oznaczeń +SD. 
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Stopniowo powstające nachylenie krzywej akumulacji 6PGA w 
początkowym okresie doświadczonia jest wyrazom narastającogo 
hamowania DH-6PGA przez tworzący się inhibitor. W chwili 
osiągnięcia maksymalnego zahamowania aktywności enzymu, stę-
żenie jego substratu przyrasta liniowo i zależy, aż do usta-
lenia się końcowego stanu równowagi, jodynie od aktywności 
DH-G6P. 
Zbliżono do liniowego narastanie 6PGA w mózgu występuje po-
między 3 a 5 godz. po podaniu 6-AN /Wykres 13/. 
Szybkość akumulacji produktu reakcji utleniania G6P po zablo-
kowaniu jego zużycia przez antymotabolit odzwierciedla aktyw-
ność dehydrogenazy G6P w tkance in vivo. Wartości, określone 
dla kory i pnia mózgu szczura na podstawie wyników przedsta-
wionych na wykresie 13, wynoszą odpowiednio 0,406 i 0,791 mmol 
godz./kg masy tkanki. Dwukrotnie wyższa aktywność utleniania 
glukozy w C.P. w pniu mózgu w stosunku do kory odpowiada 
oznaczonym uprzodnio aktywnościom specyficznym DIH-G6P w tych 
strukturach in vitro /poprzedni rozdział, tabela 13/. 
Porównując natomiast otrzymany wynik szybkości utleniania G6P 
w mózgu in vivo z maksymalną aktywnością enzymu utleniającego 
DH-G6P w określonej strukturze mózgu in vitro, okazuje się, 
że jedynie nieznaczna część potencjalnej możliwości utleniania 
G6P jest realizowana przez żywą tkankę. Dlatego też dla 
określenia zachowania się tej drogi przemiany glukozy w 
czasie niedotlenienia tak istotne wydaje się przeprowadzenie 
bezpośrednich badań w mózgu in vivo. 
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Wpływ 6—AN na motabolizm glukozy i związków wysoko-
energetycznych w mózgu zwierząt kontrolnych i po 
umiarkowanym niedotlenieniu. 

Wyniki przedstawione w tabeli 15 wykazują, że podanie 6-AN 
nie wpływa w sposób zasadniczy na poziom kluczowych metaboli-
tów przemiany energetycznej w mózgach zwierząt kontrolnych. 
Jedyną znamienną różnicą powodowaną przez 6-AN, było pod-
wyższenie poziomu glukozy i G6P w mózgu szczurów badanych 
w 3,5 i 9 godz. po podaniu inhibitora. 
Oznaczono również wpływ umiarkowanego niedotlenienia na stę-
żenie metabolitów glikolitycznych i związków wysokoenergetycz-
nych w mózgu u zwierząt po uprzednim podaniu 6-AN /Tabela 16/. 
Stosując niedotlenienie zarówno w 5 jak i 9 godz. po podaniu 
inhibitora stwiordzono znamienne statystycznie ograniczenie 
gromadzenia się kwasu mlekowego i obniżenie poziomi G6P. 
Efekt ten wiążo się prawdopodobnio z inhibicją izotnorazy 
glukozofosforanowcj /EC. 5.3.1.9/ przez nagromadzający się 
w tkance kwas 6-fosfoglukonowy /103/. Zahamowanie to może 
ograniczać przemianę glikolityczne. w czasie jej zwiększonej 
przez niedotlenienie aktywności. 

Jak opisano w rozdziale poprzednim /Tabola 1h/ stosując izo-
topową metodę oznaczania aktywności cyklu pentozowogo w skraw-
kach mózgu wykazano, że w 9 godz. po podaniu 6-AN-u w dawco 
35 "ig/kg, aktywność metabolizmu glukozy w cyklu pentozowym 
zostaje prawie całkowicie zniesiona zarówno u -zwierząt kontrol-
nych, jak i po uprzednim niedotlonioniu. 
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Podsumowując, reakcja ogólna zwierząt na niedotlenienie po 
podaniu 6-AN nie różni się zasadniczo od reakcji typowej. Nie 
obserwuje się uszkadzającego wpływu ó-AN na metabolizm energe-
tyczny mózgu, badany do 9 godz. po podaniu inhibitora. Tym 
samym wydaje się możliwe zastosowanie tego związku jako na-
rzędzia do badań aktywności cyklu pentozowego w niedotlenieniu. 

Wpływ niedotlenienia na aktywność cyklu pentozowego 
w mózgu szczura in vivo. 

Wpływ niedotlenienia na szybkość gromadzenia się ÓPGA w 
półkulach mózgu szczura po podaniu 6-AN, inhibitora reakcji 
DH-6PGA, w dawce 35 mg/kg masy przedstawiony jest w kolejnych 
tabelach 17 i 18. 

Trudnością tego doświadczenia był ograniczony i zmienny okres 
badania akumulacji 6PGA, w którym przyrost substratu byłby 
wprost proporcjonalny do czasu inhibicji. Dla kontroli zawierał 
się on pomiędzy 3 a 5 godz. po podaniu inhibitora i dotyczył 
przyrostu badanego motabolitu w zakresio stężeń od 0,3 do 
1,0 mikromola/g tkanki /Tabela 17/. W wyniku zahamowania akumulacji 
ÓPGA w niedotlenieniu, optymalny czas przyrostu metabolitu 
przesuwał się w skali czasu do 6, a nawet 7 godz. po podaniu 
inhibitora. W tych przypadkach ilościowe porównanie szybkości 
akumulacji 6PGA przeprowadzano, odnosząc je do szybkości akumu-
lacji kontroli w zakresio zbliżonych stężeń gromadzonego meta-
bolitu. We wszystkich eksperymentach /Tabela 17/ różniących 
się czasom zastosowania niedotlenienia w stosunku do czasu po-
dania inhibitora, obserwowano znaczne ograniczenie przyrostu 
ÓPGA w tkance półkul mózgowych poddanyoh hipoksji. 
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Wielkość zahamowania była największa w tym przypadku gdy nie-
dotlenienie rozpoczynano przy najwyższych wyjściowych stężeniach 
badanego substratu tzn. po 4 godz,. od podania inhibitora. 
Szybkość przyrostu 6PGA spadała wtedy do ok. 20% wartości kon-
trolnej. Ze względu jednak na charakter zalożności akumulacji 
6PGA od czasu /Wykres 13/ wartości leżące na obu krańcach otrzy-
manej krzywej mogą być zaniżono, ponieważ trudno było uzyskać 
identyczne stężenia ÓPGA w wybranych czasach badania kontroli 
i niedotlenienia. 

W doświadczeniu, w którym niedotlenienie rozpoczęto w 3 godzinie 
po podaniu 6-AN /Tabela 17, rząd III/, uzyskano wartości przy-
rostu óPGA odpowiadające 33, 38, 34% kontroli kolejno w 1, 2 i 
3 godz. niedotlenienia. We wszystkich grupach czasowych uzyska-
ne wyniki wykazywały znamienność statystyczną w stosunku do 
kontroli. 

W momencie zakończenia niedotlenienia obserwowano gwałtowny 
przyrost 6PGA, przewyższający w 1-szej godz. dwukrotnie wartoś-
ci kontroli /Tabela 18/. Wynik ten uzyskano wtedy gdy niedotle-
nienie stosowano wcześnie /w 1 do 3 godz. po podaniu 6-AN/, 
jak również gdy zwierzęta niedotleniano w 2 do 5 godz. po 
podaniu inhibitora /Tabela 17, rząd 11 i III/. 
Szybkość przyrostu 6PGA była również znamiennie zwiększona w 
drugiej godzinie po niedotlonieniu, jednakże już tylko o 78% 
w stosunku do kontroli /Tabela 18/. 
Gdy natomiast 2 godz. niedotlenienia zakończono bezpośrednio 
przed podaniom inhibitora, to szybkość narastania óPGA w 
okresie pohipoksyjnym była analogiczna jak w kontroli /Tabela 17j 
rząd I/. 
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W tym doświadczeniu okres maksymalnej aktywacji C.P. pokrywa! 
się prawdopodobnie z okresem latencji po podaniu 6-AN-u, wy-
noszącym jak wynika z krzywych kontrolnych /Wykres 13/ ok. 
3-h godz. Wydaje się więc, że w dłuższych czasach po niedo-
tlenieniu stymulacja C.P. obserwowana we wczesnym okresie 
pohipoksyjnym /w pierwszej i drugiej godzinie/ zanika i nie 
ma większego wpływu na akumtilację 6PGA począwszy od 3 godz. 
od zakończenia niedotlenienia. 
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III-6. Zależności pomiędzy metabolizmem podstawowym glukozy, 
aktywnością cyklu pentozowego, a procesami syntezy 
związków makromolekularnych w skrawkach kory mózgu 
szczura in vitro. 

Metabolizm podstawowy skrawków kory mózgu szczura oznacza-
no przez pomiar szybkości zużycia tlenu i glukozy oraz przy-

rostu kwasu mlekowego i 14CO2,jako produktów końcowych gli-
kolizy i oddychania. Szybkość badanych procesów była propor-
cjonalna do czasu przez okres godzinnej inkubacji skrawków 
w temp. 37°C /Wykres 14/. 
Zdolność skrawków tkanki nerwowej do syntezy związków makro-
molekularnych badano przy użyciu wspólnego dla nich prekursora, 
U-[14C}-glukozy. Wbudowywanie radioaktywności do białek, li-
pidów i kwasów nukleinowych również wykazywało proporcjonalność 
do czasu inkubacji w warunkach standardowych /Wykres 15/. 
Aktywność C.P. w skrawkach oznaczano za pomocą opisanych już 
metod określenia asymotryczności spalania 1-go i 6-go węgla 
glukozy. 
Za model do badań regulacji podstawowych procesów metabolizmu 
wewnątrzkomórkowego tkanok pobudliwych możo służyć depolary-
zacja chemiczna skrawków tkankowych wywoływana zwiększonym 
stężeniem jonów potasowych w środowisku inkubacyjnym. W warun-
kach tych następuje pobudzenie energozależnych układów enzy-
matycznych związanych z procesami transportu błonowego, a 
tym samym wzmożenie zapotrzebowania energetycznego komórek. 
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Wykres 15. wbudowywanie znaoznika U-[14C}-glukozy do frakcji 
makromolekularnych mózgu szczura w różnym czasie 
inkubacji. 
Warunki doświadczenia jak na wykresie 14. 
/Domańska-Janik, Zalewska, J. Neurosci. Kos., 
1979, 247-260/. 

Charakterystyczną odpowiedzią tkanki na depolaryzację jost 
aktywacja szlaków metabolicznych prowadzących do produkcji 
wysokoenergetycznych wiązań fosforanowych. 
Tabela 19 przedstawia wzrost zużycia tlenu i glukozy oraz stymu-
lację glikolizy /przyrost mleczanu/ w warunkach depolaryzacji 
skrawków przez zwiększenie stężenia K+ z 5 mN do 50 mN. 
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Wykazano, że stymulacja oddychania wynosi 171% a glikolizy 
Stwierdzono również, co jest istotne ze względu na 

dalszo badania, że pomimo stymulacji oddychania i glikolizy, 
w czasie depolaryzacji nie obserwuje się zasadniczych zmian 
aktywności specyficznej dwutlenku węgla. Wyklucza to możliwość 
rozcieńczenia znacznika glukozy na szlaku glikolitycznym i w 
cyklu Krebsa. Wyraża to niezmieniony stosunek molowy radio-
aktywnego dwutlenku węgla wydzielonego w czasie oddychania w 

obecności U-[14C] do ilości zużytego tlenu. Przyjmu-
jąc, że wskaźnik oddechowy O2/CO2 dla mózgu = 1, otrzymujemy 
pośrednio informację o rozcieńczeniu izotopu węgla pochodzn-

cogo z egzogennej U- [14C]-glukozy w puli całkowitego CO2 
wytworzonego w czasie inkubacji. 
Badając wbudowywanie C z U-[14C] -glukozy do związków makro-
molekularnych w warunkach depolaryzacji, wykazano zahamowanie 
znakowania białek i kwasów nukleinowych oraz znacznie mniejszy 
wpływ na znakowanie frakcji lipidowej /Wykres 16/. Jak wspom-
niano poprzednio, w warunkach inkubacji w obecności 50 mN K+ 

nie dochodzi do rozcieńczenia znacznika izotopu glukozy w pu-
lach metabolicznych poprzedzających dekarboksylację w cyklu 
Krebsa. Dowodzi togo niezmieniona /nawet nieznacznie zwiększona/ 
aktywność specyficzna 14C0o /Tabela 19/. Tym samym obniżenie 

wbudowywania 14C do związków makromolekularnych w warunkach 
depolaryzacji chemicznej skrawków mózgu związane jest praw-
dopodobnie z zahamowaniem procesów syntez tych związków. 
W taboli 20 przedstawiono wpływ depolaryzacji skrawków mózgu, 
spowodowanej różnymi związkami chemicznymi, na glikolizę, 
oddychanio i aktywność spalania glukozy w cyklu pentozowym. 
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Wykres 16. Wpływ depolaryzacji na całkowitą aktywność 
znacznika U-[14c]-glukozy w CO2 i frakcjach 
makromolekularnych skrawków mózgu szczura. 
Aktywność specyficzna U-[14C]-glukozy -0.5mikroCi/mM. 
Inkubację prowadzono przez 1 godz. w warunkach 
podanych w rozdziale II. 
średnie wyniki z 5-7 doświadczeń +/-SD. 
/Domańska-Janik, Zalewska, J.Neurosci.Res., 1979, 
4, 247-260/. 
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We wszystkich tych przypadkach /pomimo odmienności mecha-
nizmu leżącego u podstaw depolaryzacji/ obserwowano podobną 
reakcję metaboliczną, charakteryzującą się reorientacją 
przemiany glukozy w kierunku szlaku glikoli tycznego i cyklu 
Krebsa, kosztem aktywności cyklu pentozowego. Zwiększenie 
stężenia potasu i glutaminianu w medium inkubacyjnyin wywo-
ływały bardzo zbliżony efekt metaboliczny. Depolaryzacja 
spowodowana ouabainą, która jest inhibitorem Na+-K+-ATPazy, 
w mniejszym stopniu wpływała na zahamowanie przemiany 
glukozy w cyklu pentozowym. 

Podsumowując, w warunkach depolaryzacji skrawków mózgu 
dochodzi do reorientacji metabolizmu glukozy w kierunku 
procesów zapewniających zwiększoną produkcję związków 
wysokoenergetycznych, ze znacznym ograniczeniem procesów 
anabolicznych tzn. syntezy związków makromolekularnych, ora-
aktywności cyklu pentozowego. Ton typ reakcji metabolicznej 
tkanki nerwowej na depolaryzację chemiczną in vitro przypo-
mina swoim charakterem reakcję zaobserwowaną in vivo w 
czasie trwania umiarkowanego niedotlenienia. 
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III-7. Regulacja cyklu pontozowego /C.P./ w mózgu szczura 

I1I-7 a. Cykl pentozowy, a aktywność glikolizy we frakcji 
cytoplazmatycznej homogenatu mózgu szczura 

Obniżenie aktywności C.P. w mózgu szczura, zaobserwowane 
zarówno w czasie niedotlenienia in vivo jak i depolaryzacji 
skrawków kory mózgu in vitro, nasuwało możliwość konkurencyjnoś-
ci tej drogi przemiany glukozy w stosunku do wspólnego z prze-
mianą glikolityczną substratu-GóP. 
Próbę oceny współzawodnictwa obu tych szlaków przemiany glukozy 
o GÓP przeprowadzono we frakcji cytoplazmatycznej homogenatu 
mózgu szczura, w której oba ciągi reakcji są zlokalizowane. 
Szybkość utleniania glukozy w (lwu pierwszych, limitującycli 
reakcjach C.P., oznaczano poprzez sprzężenie ich z reakcją 
redukcji glutationu, katalizowaną przez reduktazę glutationową. 
Poprzez pomiar szybkości redukcji GSSG, która w warunkach 
optymalnych wykazuje stechiometrię z ilością NADPH, powstającego 
w czasie utleniania glukozy, oceniono aktywność przemiany ponto-
zowej. Jednocześnie szybkość glikolizy mierzono przez pomiar 
przyrostu kwasu mlekowego w czasie inkubacji. Dokładny skład 
mieszaniny i warunków inkubacji podano w rozdziało omawiającym 
stosowane metody /II-4/. 

W warunkach, gdy oba ciągi reakcji były ograniczane wielkością 
stężenia wspólnego substratu glikolitycznego - G6P, oznaczono 
dla nich stałą Michaelisa-Mentena /Km/. Glikoliza wykazywała 
stosunkowo niskie powinowactwo do GóP, a wartość K wynosiła 
2,0 mM. Km oznaczona dla dwu pierwszych reakcji C.P. była niższa 
o dwa rzędy wielkości i wynosiła 0,034mM /Wykres 17 i 18/. 
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1/[S] (mM) 

Wykres 17. Zależność szybkości glikolizy od stężenia G6P 
w cytoplazmie mózgu szczura przedstawiona w 
postaci wykresu Lineweavora-Burka. 

/Domańska-Janik, Wideman, Rosuscitation, 1974, 
3, 43-50/. 

Przy tak dużej różnicy powinowactwa do wspólnego substratu, 
przemiana pontozowa nie może być ograniczana aktywnością 
glikolizy. Natomiast teoretycznie możliwa jest sytuacja od-
wrotna w której aktywna przemiana pontozowa może doprowadzić 
do ograniczenia produkcji kwasu mlekowego. 
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Wykres 18. Zależność szybkości utleniania glukozy w cyklu 
pentozowym od stężenia glukozy / O / i 
G6P / . / w cytoplazmie mózgu szczura, 
przedstawiona w postaci wykresu Lineweavera-
Burka. 
/Domańska-Janik, Wideman, Resucitation 1974, 3 
43- 50/. 

Wykres 19 ilustruje sytuację doświadczalną, w której przy 
użyciu glukozy jako substratu, aktywnie przebiegająca /sty-
mulowana obecnością GSSG/ przemiana pentozowa powoduje znaczne 
ograniczenie szybkości glikolizy we frakcji cytoplazmatycznej 
mózgu szczura. 
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Następne doświadczenia wykazay, żo zahamowanie glikolizy w 
tych warunkach związane jest ze zwiększonym zużyciem G6P w 
cyklu pentozowym, a nie np. inhibicją przez powstające w nad-
miarze produkty. Przy użyciu nadmiaru G6P stanowiącego bez-
pośredni dla obu ciągów reakcji substrat glilcolityczny, nastę-
puje zniesienie inhibicji glikolizy /Wykres 20/. Aktywność 
glikolityczna cytoplazmy jest również niewrażliwa na aktywację 
C.P., przy użyciu innego, "niższego", substratu ciągu glikoli-
tyczncgo, jakim jest fruktozo 1,6-dwufosforan. 

» 

Wykres 20. Wpływ stymulacji utleniania glukozy w C.P. na 
aktywność glikolityczną we frakcji cytoplazmatycznej 
z mózgu szczura /wyrażonej jako przyrost mleczanu/, 
przy zastosowaniu różnyoh substratów glikolitycznych, 
średnie wyniki z 5 doświadczeń +SD. 
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Kóżnicc w reakcji glikolizy na stymulację przemiany pcntozowej 
w obecności różnych substratów glikolitycznych wskazują, że 
aktywność fosforylacji glukozy do Gór ma zasadnicze znaczenie 
dla opisywanego efektu. 
Zwiększając aktywność hoksokinazy w cytoplaur.iic /Wykres 21/ 
znosi się zahamowanie glikolizy towarzyszące stymulacji C.P. 

r n kontrola 

E S stymulacja CP 

Wykres 21. '.upływ egzogennej heksokinazy na szybkość przemiany 
glukozy we frakcji cytoplazmatycznoj z mózgu szczura. 
Aktywność glikolityczna wyrażona jest szybkością 
akumulacji mleczanu, a aktywność C.P. - przyrostom 
grup -SH po dodaniu utlenionego glutationu. 
brednio wyniki z 5 doświadczeń +SD. 
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Należy zwrócić uwagę, że nawet w sytuacji, gdy glikoliza jest 
jedyną reakcją zużywającą glukozę w cytoplaźmie mózgu szczura, 
aktywność jej jest częściowo ograniczana przez heksokinazę. 
Zwiększenie przyrostu kwasu mlekowego obserwuje się zarówno w 
obecności egzogennego enzymu jak i przez zastąpienie glukozy 
"niższym" substratem glikolitycznym /Wykresy 20 i 21/. 
W warunkach in vivo wydaje się jednak, że nie dochodzi do 
współzawodnictwa pomiędzy glikolizą, a cyklem pentozowym. 
Z jednej strony, jak wykazano zarówno w badaniach omówionych 
poprzednio, jak i w badaniach przedstawionych dalej, wydaje 
się, że C.P. nie osiąga w komórce swojej maksymalnej aktywności. 
Poza tym aktywność cytoplazmatyczna heksokinazy podlega dyna-
micznej regulacji, związanej z przesunięciami enzymu z formy 
związanej z błoną mitochondrialną do cytoplazma /37, 44/. W 
poprzednich pracach wykazano /166/, że w warunkach zwiększonej 
aktywności glikolitycznej, obserwowanej w identycznym modelu 
niedotlenienia dochodzi w mózgu do znamiennego wzrostu aktyw-
ności całkowitej heksokinazy we frakcji cytoplazmatycznej 
z jednoczesnym obniżeniem jej aktywności we frakcji mitochon-
drialnej. 
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U.I-7 b. Kinetyka enzymów rofjulujących aktywność utleniania 
glukozy w cyklu pontozowyin: DIUGÓP i DII-6PGA 

Zależność szybkości reakcji utleniania glukozy przez dehy-
drogenazy cyklu pentozowego, od stężeń bezpośrednich substra-
tów reakcji przedstawiono na wykresach 22, 23 i 24. 

Wykres 22. Wykres Lineweavera-Burka użyty do graficznej oceny 
powinowactwa DH-G6P do substratu nukleotydowego 
NAJDP+/II. 
/Domańska-Janik, Zaleska, Buli.Acad.Pol.Sci., 1977, 
25, 119-124/. 
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Wykres 23. Wykres Lineweavera-Burka, użyty do graficznej 
oceny powinowactwa DH-6PGA do nukleotydu NADP+/H. 
/Domańska-Janik, Zaleska, Buli.Acad.Pol.Sci., 
1977, 25, 119-124/. 
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Wykres 24. Wykres Lineweavera-Burka, oceniający powinowactwo 
DH-G6P i DH-6PGA do ich substratów glikolitycz-
nych. 
/Domańska-Janik, Zaleska, Buli. Pol. Acad. Sci., 
1977, 25, 119-124/. 
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Tabela 21 przedstawia zestawienie otrzymanych danych. 

Tabela 21. Powinowactwo enzymów utleniających glukozę w C.P. 
do substratów reakcji oraz NADPH. 
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Hamowanie to miało charakter korapetycyjny w stosunkti do właś-
ciwego kofaktora, NADP+ /Wykresy 22, 23/. Jak wynika z danych 
przedstawionych w tabeli 21, powinowactwo DH-G6P do NADP+ jest 
nieco mniejsze, natomiast wrażliwość na inhibicję przez NADPH 
większa niż w przypadku DH-6PGA. 
Z obliczonego stosunku Ki/Km wynika, że DH-G6P jest dwukrotnie 
wrażliwsza na inhibicję wywołaną przez zredukowaną formę NADP+ 

od następnej reakcji cyklu, katalizowanej przez DH-6PGA. 
Przedstawione dane wskazują, że aktywność pierwszego enzymu 
utleniającego glukozę w cyklu pentozowym, DH-G6P, podlega 
głównie regulacji ze strony układu oksydorodukcyjnego NADP=/ 
NADPH. Jest to tyra bardziej znaczące, że wysyconie enzymu 
substratom glikolitycznym in vivo jest zbliżone do optymalnego. 
Natomiast drugi enzym cyklu, DH-6PGA, jest limitowany dostęp-
nością substratu wytwarzanego przez poprzedzjącą go reakcję. 
Tym samym jogo aktywność jest ściśle uzależniona od aktywności 
DII-G6P. Wskazuje to, że utlenianie glukozy w C.P. zależy głów-
nie od aktywności DH-G6P, regulowanej stosunkiem utlenionej do 
zredukowanej formy kofaktora nukleotydowego. 

Zrozumiałym staje się, dlaczego warunki, w których utlenianie 
NADPH ulega przyspieszeniu, prowadzą do stymulacji C.P. 
Z przebadanych związków należy wymienić utlenioną formę glu-
tationu, która w reakcji katalizowanej przez roduktazę gluta— 
tionową staje się specyficznym akceptorem wodoru związanego z 
NADPH. Drugim badanym związkiem, który stymulował C.P. w skraw-
kach kory mózgu był metasiarczan fenazyny /PhMS/. Jak podano 
w odpowiednich rozdziałach, w obecności obu tych związków 
dochodzi do bardzo silnej stymulacji utleniania glukozy w C.P. 

http://rcin.org.pl



101 -

/Tabela 14, Wykres 19/. Otrzymane wyniki wskazują na istotną 
dysproporcję pomiędzy spoczynkową aktywnością C.P. w skrawkach 
mózgu, a jego aktywnością maksymalną osiąganą jodynie po 
zniesieniu hamującego działania NADPH. 
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III-8. Wpływ niedotlenienia na metabolizm lipidów w 
mózgu szczura 

III-8 a. Wbudowywanie znacznika U-[14C]-glukozy do frakcji 
makromolekularnych w skrawkach mózgu szczura po 
przebytym niedotlenieniu. 

Skrawki kory mózgu, uzyskane ze zwierząt niedotlenionych 
wykazywały niezmienną w stosunku do kontroli aktywność meta-
bolizmu podstawowego glukozy /Wykres 25/. Wskazuje to na nie-
uszkodzony podstawowy metabolizm energetyczny skrawków mózgu 
po przebytym niedotlenieniu. 

Wykres 26 przedstawia wbudowywanio izotopu U-[14C]-glukozy 
do frakcji białek, lipidów i kwasów nukleinowych w skrawkach 
kory mózgu szczurów kontrolnych i po przebytym niedotlenieniu 
Wskazuje on, że jedynie wbudowywanie radioaktywnego znacznika 
do lipidów pozostaje znamiennie obniżone w skrawkach zwierząl 
niedotlenionych poddanych reoksygenacji w warunkach in vitro. 
Podjęto więc dalsze, bardziej szczegółowe badania nad dynamiką 
i specyfiką tej inhibicji z uwzględnieniem różnych frakcji 
lipidowych. /Wykres 27/. 

Stwierdzono, że niedotlenienie powoduje znaczno obniżenie 
wbudowywania radioaktywności z U-[14C]-glukozy do frakcji 
dwuacylowych glicerofosfolipidów w tym: inozytolowych /PX/, 
sorynowych /PS/, glicerofOsfolipidów cholinowych /PC/, etano 
aminowych /PE/ oraz kwasów tłuszczowych /FA/. 
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Wykres 25. Wpływ umiarkowanego niedotlenienia na metabolizm 
podstawowy glukozy w skrawkach kory mózgu 
szczura. 
Warunki inkubacji skrawków podano w rozdz. II. 
Średnie wyniki z 5 doświadczeń +SD. 
/Domańska-Janik, Zaleska, Zalewska, Witter, 
Pol.Med.Pub. 1978, 87-95/. 
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Wykres 26. Wpływ umiarkowanego niedotlenienia na włączanie 
znacznika U-[14C]-glukozy /aktywność specyficzna 
1 /mikroCi/15/mikromoli/ do związków makromolekularnych 
w skrawkach mózgu szczura. 
Warunki inkubacji skrawków podano w rozdz. II. 
Średnie wyniki z 5 doświadczeń +/-SL). 
/Domańska-Janik, Zaleska, Zalewska, Witter, 
Pol.Med.Pub. 1978, 87-95/. 
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Wykres 27. Wpływ niedotlenienia na metabolizm i włączanie 
znacznika U-[1 4c]-glukozy /aktywność specyficzna 
1,25/mikroCi/ mikromol/ do lipidów w skrawkach kory 
mózgu szczura. 
Warunki inkubacji podano w rozdz. II. 
Średnio wyniki z 5 doświadczeń +SD. 
/Strosznajder, Domańska-Janik, Neurocliom. Hes. 
1980, 5, 585-591/. 
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Wykres 28 obrazuje wbudowanie radioaktywności z U-[14C]-glu-
kozy do lipidów mózgu szczura w skrawkach badanych w okresie 
do godz. po przebytym niedotlenieniu. 
wbudowanie znacznika do glicorofosfolipidów inozyloI owych i 
scrynowych pozostawało przez cały ten okros z«miojszone o ok. 
37% przy równoczesnym stopniowym wzroście wbudowywania izotopu 
do puli kwasów tłuszczowych związanych z lipidami. 

Wykres 28. Włączenie znacznika U-[14C]-glukozy /aktywność 
specyficzna 1,25/mikroCi//mikromol do fosfolipidów 
kory mózgu szczura in vitro, w różnym czasie 
po przebytym niedotlenieniu. 
Średnio wyniki z 5 doświadczeń +SD. 
/Strosznajder, Domańska-Janik, Neurochom. Res., 

1 9 8 0 , 5 , 585-591/. 
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III-8 b. Wpływ niedotlenienia na skład lipidowy mózgu szczura 

Wyraźne zaburzenia wbudowywania radioaktywności pocliodzącoj 
z węgli glukozy do lipidów w czasie niedotlenienia /Rozdz. 

III-4/ Jak również do skrawków kory mózgu szczura po niedotlo-
nieniu, sugerowały możliwość wystąpienia zmian składu lipido-

wego mózgu w tym modelu eksperymentalnym. 
Oznaczenia wpływu niedotlenienia na poziom fosfolipidów, gliko-
lipidów obojętnych /cerebrozydów/ oraz glikolipidów kwaśnych 
/gangliozydów/ przedstawia wykres 29. 
Zaobserwowano obniżenie poziomu fosfolipidów, znamienne sta-
tystycznie już po 15 min. niedotlenienia, z tondencją wzrostową 
w ciągu dalszych 2 godz. trwania eksporymontu. Również poziom 
gangliozydów /frakcji nie badanej in vitro z powodu ich 
znacznie wolniejszego obrotu metabolicznego/ ulegał znamiennemu 
obniżeniu w mózgach zwierząt poddanych niedotlenieniu do 
około 75% wartości kontrolnej. Natomiast poziom glikolipidów 
obojętnych wykazywał wyraźną tendencję wzrostową w drugiej 
godzinie trwania niedotleniania. 
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Wykres 29. Wpływ niedotlenienia na skład frakcji lipidowoj 
półkul mózgu szczura. 
Średnie wyniki z 5 doświadczeń +SD. 
Oznaczenie poszczególnych frakcji lipidowyh 
przeprowadzono wg metod podanych w rozdz. II. 
Stężenie kontrolno badanych związków w 
półkulach mózgu wynosiło ( miokromol/g masy tkanki: 
gangliozydów - 1,62 +/- 0,038, 
fosfolipidów - 51,7 +/-0,65 
cerebrozydów - 15f31+/- 0,44. 
/Domańska-Janik, Strosznajder, Zalewska, 
Neurosci. Hes. 1982, 7, 363-370/. 
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IV. D Y S K U S J A 

W przedstawionej serii badań wykazano, że wczesną reakcją 
metaboliczną mózgu na narastająco niedotlenienie, wyprzedza-
jącą załamanie się metabolizmu onercetyczneco, jest reorien-
tacja przemiany glukozy w kierunku glikolizy z zahamowaniem 
aktywności cyklu pentozowego oraz uogólniono ograniczenie 
syntez związków makromolekularnych. Przemawiają za tym obser-
wacjo, poczynione w modelu umiarkowanej hipoksji, w którym 
nie notowano oznak deficytu energetycznego w mózgu. Pomimo 
to, już po 15 min niedotlenienia, obserwowano znaczny wzrost 
mleczanu z poziomu 1,88 do 9,8 mmol/kg oraz dwukrotny wzrost 
stosunku mleczan/pirogronian w półkulach mózgu. Wartości te 
utrzymywały się przed 2 godz. trwania niedotlenienia. Badania 
zmian pośrednich metabolitów glikolitycznych wskazują na 
aktywację togo procesu na poziomie stymulacji fosfofrukto-
kinazy, typowej reakcji allosterycznej oddziaływającej na 
zmiany stężeń wysokoenergetycznych związków fosforanowych 
/48, 126/. 

Nieznany jest mechanizm mogący doprowadzić do aktywacji 
glikolizy w warunkach normoergicznych. Wydaje się prawdopo-
dobne, że za aktywację glikolizy we wczesnym stadium niedo-
tlenienia odpowiedzialno są lokalnie występujące fluktuacje 
stężeń ATP, ADP i Pi, kompensowane na poziomie komórkowym 
i nieuchwytne w ogólnych oznaczeniach. 

Stymulacja glikolizy zbiega się czasowo z występowaniem 
pierwszych oznak zaburzonej aktywności bioelektrycznej 
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mózgu /79, 133, 135/. 
Jak już wspomniano we wstępie, Bachelard i Cox /5, 23, 24, 25/ 
w prowadzonych in vitro badaniach reakcji skrawków mózgu na 
hipoksję i hipoglilcemię wykazali wczosne zaburzenia wywoły-
wanych potoncjałów bioelektrycznych komórek warstwy ziarnistej 
hipokampa, pojawiające się w wanuikach normoergicznych. 
Potencjały wywoływane charakteryzują się na ogół większą 
odpornością na niedotlenienie niż spontaniczna aktywność bio-
elektryczna mózgu /79/. Inne dane z piśmiennictwa wskazują, 
że niedotlenienie o podobnym jak stosowano w przedstawionym 
cyklu badań nasileniu powoduje niespecyficzną aktywację za-
pisu EEG /1 33/. Obserwowane zwiększoną częstotliwość poten-
cjałów miniaturowych, wzrost pobudliwości zakończeń pro- i 
postsynaptycznych oraz zwiększenie przewodnictwa synaptycz-
nego /134, 135/. lokalne zmiany stężenia jonów w środowisku 
związane z pobudzeniem aktywności neuronów, stają się sygna-
łem zwiększającym zużycie energii w procesach transportu 
błonowego. Powoduje to komponsacyjne uaktywnienie metaboliz-

mu energetycznego komórek. Dochodzi więc zarówno do stymulacji 
g.lilcozy jak i oddychania komórkowego, podobnie jak ma to 
miejsce przy depolaryzacji skrawków mózgu w badaniach in vitro 
przedstawionych w rozdziale III-6. Obserwuje się gromadzenie 
kwasu mlekowego w tkance z jednoczesnym wzrostem zużycia 
tlenu. Reakcja ta niweluje wpływ obszarów o zmniejszonym 
metaboliźmie tlenowym na ogólny poziom zużycia tlenu przez 
mózg. Stąd, zależnie od zrównoważenia tych procesów, można 
obserwować bądź paradoksalnie zwiększone zużycie tlenu nawet 
o 200% w porównaniu z normą /11/ bądź też niezmienione jogo 
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wskaźniki /22, 94, 99/. Jednocześnie ze wzrostem zapotrzebo-
wania cnergotycznego, związanego z aktywacją energozależnych 
układów enzymatycznych transportu jonowego, wewnątrzkomórkowe 
procesy syntez, zużywające energię, zostają ograniczone. 
Zahamowanie syntez związków makromolekularnych obserwowano w 
niedotlenieniu in vivo jako inhibicję wbudowywania uniwersal-

r14 

nego substratu, U-[ C}-glukozy do frakcji białek, lipidów i 
kwasów nukleinowych. Podobne zahamowanie wbudowywania węgla 
[14C]-glukozy do związków makromolekularnych obserwowano rów-
nież przy chemicznej depolaryzacji skrawków mózgu in vitro 
/Rozdz. III—6/. Ograniczenie procesów syntez powiększa pod-
stawową pulę energii komórki, która może być wykorzystana w 
celu utrzymania prawidłowego rozmieszczenia jonów w środo-
wisku. Nawet w warunkach prawidłowych enorgia zużywana przez 
ATP-azy związano z transportom błonowym przekracza 50% ogól-
nego zużycia związków wysokoenergetycznych mózgu /160/. 
Podtrzymanie dyskryminacyjnej funkcji błony komórkowej jest 
głównym warunkiem zachowania integralności struktur komórko-
wych, nawet gdy odbywa się to kosztem czasowego ograniczenia 
procesów anabolicznych z towarzyszącymi temu zmianami 
czynnościowymi. 
Jak podano we wstępie jest wysoce prawdopodobne, że mózg 
znajduje się zawsze w warunkach granicznego utlenowania. 
Tym samym reorientacja metabolizmu w kierunku procesów wy-
twarzających energię z ograniczeniem reakcji anabolicznych 
towarzyszy prawdopodobnie zawsze zwiększonej lokalnie aktyw-
ności neuronów. Podejmowane są próby badania tego procesu 
in vivo z zastosowaniom metod autoradiograficznych /13,14, 
147/. Pobudzenie lokalne czynności bioelektrycznej z 
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dna ocena ilościowa stopnia inhibicji poszczególnych 
w syntezy związków makromolekularnych w umiarkowanym 
tlenieniu wydaje się trudna w przypadku zastosowania tak 
iego ich prekursora jakim jest glukoza, Wymagałoby to 
zeń szybkości przepływu /flow/ znacznika do wszystkich 
;lców mogących służyć jako pośrednie substraty do syntezy 
łych związków makromolekularnych. Wyniki przedstawionych 
i pozwalają na względną ocenę zużycia glukozy w procesach 
ilicznycli mózgu w normio i niedotlenieniu. Jednakże sto-
le do tej pory metody nie dają innej niż jakościowa, oceny 
procesu /\kj/ in vivo. 

ic pod uwagę wszelkie ograniczenia wybranej metody i po 
.ędnieniu dodatkowych informacji o rozcieńczeniu izotopu 
>zy w podstawowych pulach metabolicznych, jak podano w 
:iale III-U, można przyjąć, żo ograniczenie aktywności 
(licznej mózgu w nasilającym się niedotlenieniit ma cha-
>r uogólniony i zasadniczo odwracalny w krótkim czasie 
rzywróconiu prawidłowego utlenowania. 
badaniach nad regulacją procesów syntez komórkowych w 
'kowanym niedotlenieniu, w ostatnich latach dużo uwagi 
.ęcono neurotransmiterom. Wykazano obniżenie syntez amin 
;holowych w niektórych obszarach mózgu jak i uogólnioną 
łicjc syntozy acetylocholiny /66, 170/. Hipotezę o szcze-
»j wrażliwości procesów anabolicznych na zmniejszające się 
iowanie tkanki nerwowej sformułował jednocześnie z naszymi 
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niedokrwienia. Opierając się na wynikach własnych badan in 
vitro /lOO/ oraz danycli z piśmiennictwa /68, 106//, należy 
sądzić, że akumulacji cAMP w niedokrwionym mózgu zależna Jest 
od pobudzenia beta -receptorów adrenergicznych. Obniżenie ich 
wrażliwości w umiarkowanym niedotlenieniu /100/ jak również 
opróżnienie rezerw noradrenaliny w pęcherzykach synaptycznych 
zwierząt rezerpinizowanych /68/, znosi poniedokrwienną akumu-
lację 3',5'-cAMP w mózgu szczura. 

Dostępne z piśmiennictwa dane na temat wpływu niedotlenienia 
na aktywność fi -receptorów w mózgu są kontrowersyjne. Opisano 
stymulację tego układu w warunkach skrajnego niedokrwienia 
podokapitacyjnego /106/. Inni autorzy wykazali zanik wrażli-
wości układu3',5'-CAMP na stymulację noradrenaliną w prze-
biegu encefalopatii niedokrwiennej /96/. We własnych badaniach 
wykazano /100/ wyraźne obniżenie wrażliwości układu cyklazy 
adenylowej na noradrenalinę in vitro oraz brak akmulacji 
3',5'-cAMP po dekapitacji uprzednio niedotlenionych zwierząt. 
Zaobserwowane różnice poziomu 3',5'-CAMP w mózgach dekapito-
wanych szczurów kontrolnych i nledotlenianych mogą być dodat-
kową przyczyną obserwowanych po dekapitacji różnic w podstawo-
wym metabolizmie w tych dwóch grupach zwierząt. 
W badaniach własnych nie stwierdzono zmian w podstawowym 
stężeniu 3',5'—CAMP w mózgu szczurów w czasie umiarkowanego 
niedotlenienia. Podobny wynik otrzymała w swoich badaniach 
Fo1bergrova /l4l/. Wcześniejsze badania /10/ wykazały, co 
prawda, obniżenie poziomu 3',5' w warunkach umiarkowanego 
niedotlenienia, lecz mogło to być spowodowane mniej precyzyjną 
techniką otrzymywania próbek tkankowych do oznaczeń. 
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W cytowanej pracy stosowano technikę dekapitacji i zamrażania 
tkanki zarówno dla kontroli jak i niedotlenienia. W przedsta-
wionych badaniach własnych stężenie substratów oznaczano w 

mózgach szczurów w całości zamrażanych w ciekłym azocie. 
Przy technice dekapitacyjnej krótki okres towarzyszącego jej 
niedokrwienia /157/ mógł być przyczyną /przy opisanej różnicy 
reakcji układu cAMP na dekapitację/ pozornego obniżenia po-
ziomu cAMP w mózgach zwierząt niedotlenionych w stosunku do 
kontroli. 

Stymulacja glikolizy i zahamowanie syntez związków makro-
molekularnych w umiarkowanym niedotlenieniu łączy się ze 
znacznym ograniczeniem szybkości utleniania glukozy w cyklu 
pentozowym. Wniosek ten opieramy na wynikach pomi.aru szybkości 
gromadzenia się kwasu 6-fosfoglukonowego /ćPGA/, po zahamowaniu 
aktywności onzymu odpowiedzialnego za dalszą jego przemianę 
w C.P. Wykazano, że niedotlenienie powoduje znaczno zwolnie-
nie akumulacji 6PGA w mózgu szczurów. Jak podano w opisie 
metody badali, przyrost 6PGA w mózgu po podaniu 6-aminoamidu 
kwasu nikotynowego /6-AN/ zależy od dwóch czynników: 
1. Szybkości syntezy endogennego inhibitora reakcji DH-6PGA, 

ktory jest analogiem NAJJP z dodatkową grupą aminową w 
pozycji 6 amidu kwasu nikotynowego /6A-NADP+/ 

2. Od aktywności DH-GóP, enzymu limitującego utlonianio 
glukozy w cyklu pentozowym /Rozdział III-7 b/. 

Szybkość syntezy endogennego inhibitora 6A-NADP+ /fosforanu 6-
aminonikotynoamido-adenino dinukleotydu/ w mózgu jest uzależ-
niona od aktywności mikrosomalncgo enzymu hydrolizującego 
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/77, 95/, który wykazuje działanio w stosunku do nukleotydów 
pirydynowych. Syntezę tego analogu nukleotydów pirydynowych 
w mózgu opisali Coper i Herken w 1962 roku. Mechanizm syn-

tezy nukleotydów zawierających 6-AN przebiega następująco /77/: 
najpierw zachodzi reakcja hydrolizy dinuklcotydu do nikotyna-
midu i adenozyno difosforybozy, zapoczątkowując reakcję wy-
miany. Adenozyno difosforyboza służy jako akceptor dla cząs-
teczki 6-AN, przy jego stężeniach przewyższających stężenie 
nikotynamidu. 

Reakcja hydrolizy i wymiany nikotynamidu w cząsteczce nukleoty-
dów pirydynowych jest reakcją niewymagającą dostarczania 
energii i przebiega w obecności enyzrnu mikrosomalnogo z szyb-
kością zależną od stężeń związków biorących w niej udział. 
Substratom reakcji jest utleniona forma nukleotydów pirydy-
nowych /NAD+ lub NADP+/. Teorotycznio szybkość reakcji wy-
miany w niedotlenieniu mogłaby ulegać ograniczeniu przy znacz-
nym zmniejszeniu stężenia nukleotydów. Efektywnym inhibitorom 
roakcji DH-6PGA jest powstający 6A-NADP+. Jak wspomniano, jego 
synteza zależy od endogennego stężenia NADP+. lteakcja ta 
wykazuje współzawodnictwo o 6—AN w stosunku do aktualnego 
stężenia NAD+. Dostępne dane z pośmiennictwa wskazują, że 
układ oksydoredukcyjny NAD+/NADII jest bardziej wrażliwy na 
niedotlenienie niż układ NADP+/NADPH. Niedotlenienie, szcze-
gólnie o niezbyt dużym nasileniu, nie wydaje się powodować 
deficytu NADP+, podczas gdy stężenie NAD+ drastycznie się 
obniża /120/. Tak więc teorotycznio nie wydaje się prawdopo-
dobno zahamowanie syntezy 6A-NADP+ W tkance niodotlenianej, 
tym bardziej, że spadek poziomu NAD+ będzie ułatwiał w 
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mechaniźmie konkurencyjnym rekcję 6-AN z NADP+. 
Za tym wnioskiem przemawia również zaobserwowane bardzo 
znaczno obniżenie akumulacji 6PGA w grupie zwierząt, w której 
niedotlenienie rozpoczynano w 4 godz. po podaniu 6—AN. w tym 
czasie endogenne stężenie 6A-NADP+ jest już wysokie /78/ i 
nawet ewentualne zahamowanie jego wewnątrzkomórkowej syntezy 
nie powinno odbić się na stopniu inhibicji cyklu pentozowogo. 
Również gwałtowny prz 6PGA w mózgu szczurów w pierwszej 
godzinie po zakończeniu niedotlenienia; wskazuje pośrednio, 
że aktualne stężenie inhibitora tkankowogo jest wystarczające 
do zahamowania reakcji DH-6PGA. 
Podsumowując, wydaje się, że za obniżonie akumulacji ó-fosfo-
glukonianu po podaniu 6-AN w mózgu szczurów w niedotlonioniu 
odpowiedzialno jest zmniejszenie utleniania glukozo-6-fosfo-
ranu przez DH-G6P, pierwszy i ograniczający aktywność, enzym 
cyklu pontozowego. 

Po przerwaniu niedotlenienia sytuacja ulega gwałtownej 
zmianie. Szybka akumulacja óPGA w półkulach mózgu szczurów 
po niedotlenieniu, jak również zaobserwowany wzrost niesy-
metryczności spalania różnie znakowanych izotopów glukozy 

/1-14 C vs. 6-14 C/ in vitro wskazują, że po niedotlenieniu 
następuje znaczna stymulacja przemiany glukozy w C.P. 

Obliczając szybkość przyrostu 6PGA po podaniu ć-AN w 
mózgu w normoksji, otrzymano średnie wartości wynoszące 
0,4 mmol/kg masy/godz dla kory i O,8 mmol/kg masy/godz 
dla pnia mózgu szczura /Wykres 14/. 
Diorąc pod uwagę, że transportowana do mózgu glukoza jest 
w warunkach prawidłowych całkowicie metabolizowana przez 
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tkankę /75/ można przyjąć, że szybkość jej transportu do 
mózgu odpowiada szybkości metabolizmu. W przedstawionych po-
wyżej doświadczeniach oznaczyliśmy tę wartość na 0,44 mmola/kg 
masy/min. Według danych z piśmiennictwa u nieusypianych szczu-
rów wartość ta waha się od 0,54 - 0,ó5 mmola/kg masy/min /26/. 
Inni autorzy /6/ określali jej wartość na poziomie 0,48 mmola/ 
kg masy/min, a nawet 0,96 nmola/kg masy/min /62/ lub znacznie 
niższą, wynoszącą 0,14 mmola/kg masy/min /l44/. 
Opierając się na własnych oznaczoniach, przemiana pentozowa 
zużywa 0,4 mmol/kg masy/godz. czyli 1.5% całej spalanej glu-
kozy w korze mózgu i 0,8 mmol/kg masy/godz., czyli około 3% 
w pniu mózgu. W niedotlenieniu, pomimo wzrostu transportu 
glukozy, aktywność jej spalania w C.P. spada do około 30% 
wartości kontrolnych. Pomimo, że oznaczona szybkość akumu-
lacji 6PGA w mózgu mieści się w wartościach aktywności C.P, 
oznaczanych metodami pośrednimi przez innych autorów /80, 81/, 
to należy zachować krytycyzm co do ściśle ilościowej inter-
pretacji przedstawionych wyników. W założeniach metody pomi-
nięto bowiem całkowicie istnienie aktywności enzymu defosfo-
rylująoego ÓPGA do kwasu glukonowego w mózgu /78/. Dane z 
piśmiennictwa wskazują, że stężenie kwasu glukonowego, mini-
malno w warunkach prawidłowych, rośnie proporcjonalnie do 
stężenia ÓPGA. W warunkach zahamowania DH-6PGA, powiększają-
cego stężenie kwasu 6-fosfoglukonowego o dwa rzędy wielkości, 
znaczenie tej drugiej puli może znacznie wzrastać. 
Stąd też szybkość gromadzenia się 6PGA nie jest ściśle iloś-
ciowym oznaczeniem glukozy metabolizowanej w cyklu pentozowym, 
a tylko przybliżonym wykładnikiem aktywności tej przemiany. 
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Podobnie zresztą jak gromadzenie się kwasu mlekowego jost 
jedynie wykładnikiem aktywności przemiany glikolitycznej w 
tkance. 
Pomimo tych zastrzeżeń wydaje się, że zastosowana metoda 
daje nowe możliwości badania udziału cyklu pentozowego w me-
tabolizmie mózgu. Do toj pory nie dysponowano ilościowy metodą 
oceny aktywności cyklu pentozowego w mózgu in vivo. Jedyna 
praca, opisująca metodę ilościowego oznaczenia aktywności 
cyklu pentozowego w mózgu /73/ pomimo słusznych założeń teo-
retycznych budzi zastrzeżenie co do praktycznych możliwości 
jej zastosowania. Metoda oparta jest na określeniu zmiany 
wielkości puli izotopu kwa su 6-fosfoglukonowogo oznaczanego 
w mózgu w 2, 3 i 4 sok. po dotętniczym podaniu znakowanego 
prekursora — kwasu glukonowego. Wątpliwości budzi możliwość 
dokładnego ilościowego badania w odstępach sekundowych meta-
bolitów mózgu, szczególnie, że stosowana metoda zamrażania 
tkanki po dokapitacji wyklucza natychmiastową dezaktywację 
metabolizmu /l57/. Poza tym oznaczenie aktywności C.P. opiera 
się na porównaniu szybkości gromadzenia się znacznika w 
tkance w 2 pulach metabolicznych, których radioaktywność 
różni się między sobą o 5 rzędów wielkości. Przy tak dużych 
różnicach radioaktywności możliwość artefaktyczncgo zanie-
czyszczenia puli o niższej aktywności jest bardzo duża. 
Wyniki otrzymano przez cytowanych autorów mogą również bu-
dzić wątpliwości. Aktywność C.P. w warunkach prawidłowych 
obliczono na 30% całej metabolizowanej przez mózg glukozy. 
Wydaje się to wartością bardzo zawyżoną w stosunku do 
wszystkich znanych z piśmiennictwa, szacunkowych obliczeń, 
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wykonywanych mctortarai pośrednimi /70, 81/. U zwierząt podda-
nych narkozie eterowej wartość ta , wg w/w autorów, ma prze-
kraczać 90%- zużywanej glukozy /72/, co trudno jest pogodzie 
z przyjętymi poglądami na procesy regulacjj. przemiany podsta-
wowej mózgu. 

Trudno jest rozstrzygnąć na podstawie własnych badan jakie 
mogą być bezpośrednio przyczyny zahamowania przemiany glukozy 
w cyklu pontozowym w niedotlenionym mózgu. 

świetle otrzymanych wyników, dotyczących regulacji aktyw-
ności kluczowych enzymów cyklu pentozowego in vitro /Rozdział 

III-7 b/, najbardziej prawdopodobnym byłoby przypisanie togo 
zahamowania zwiększonej redukcji układu NADP+/NADPH w nie-
dotlenieniu. Z drugiej jednak strony badania stanu oksydo-
rodukcji nukleotydów pirydynowych w mózgu /88, 120/ podkreś-
lają względną stabilność i niewrażliwość układu NADP)+/NADPII 
w porównaniu z NAD+/NADH na niedobór tlenu. Szybkość utle-
niania NADH jest bezpośrednio związana z potencjałem fosfo-
ranowym cytoplazmy z jednej strony, a łańcuchem fosforylacji 
mitochondrialnych z drugiej /165/. Dlatego też NAD występuje 
w komórce w przewadze formy utlenionej w stosunku 1000:1. 
Natomiast układ NADP+/H nie uczestniczy bezpośrednio w meta-
bolizmie energetycznym komórki. Sprzężony jest on natomiast 
z wieloma reakcjami anabolicznymi jako dawca aktywnego wodoru. 
Stosunok formy utlenionej do zredukowanej w mózgu w tym ukła-
dzie wynosi 1:100 /120/. Ta przewaga formy zredukowanej w 
warunkach in vivo powodu jo, że układ nukleotydowy NADP+/H/ 
jost wielokrotnie mniej podatny na redukcję niż układ NAD+/H/. 
Stąd też wyznacznikiem aktywności cyklu pentozowego w niedo— 
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tlenieniu wydaje się u większym stopniu szybkość zużywania 
NADPH, niż bezpośrednia redukcja NADP + w reakcjach powiąza-
nych z podstawowym metabolizmem energetycznym. 

Bezpośrednio po ustąpieniu niedotlenienia aktywność cyklu 
pentozowego znacznie wzrasta. Wskazują na to zarówno badania 
in vivo jak i in vitro. Również aktywności związanych z nim 
enzymów:DH-G6P i DH-6PGA, wzrastają już w trakcie niedotle-
nienia /Rozdział III- 5 b/. Na rozbieżność pomiędzy aktualną, 
a potencjalną intensywnością przemiany pentozowej w mózgu 
wskazują zarówno własne badania, jak i dano innych autorów 

/7,118/. Z badali własnych nad stymulacją tego procesu przez 
związki utleniające NADPH in vitro wynika możliwość wielo-
krotnego przyspieszenia utleniania 1-[14C] -glukozy \r skraw-
kach tkankowych przez zastosowanie egzogennych akceptorów 
elektronów takich jak, PhMS czy glutation. Również maksymalna 
aktywność dohydrogonaz GóP i 6PGA, onzymów rogulującycli C.P. 
w mózgu, jest wystarczająco duża, aby utlenić całą metaboli-
zowaną przez mózg glukozę. Dlatego też wydolność układów 
enzymatycznych nie może być decydująca dla aktywności C.P., 
który w mózgu obejmuje jodynie niewielką frakcję glukozy 
spalanej w glikolizie /45,104/. Jakiekolwiek byłyby bezpoś-
rednio przyczyny zmian aktywności C.P. w czasie niedotlenie-
nia i po jego ustąpieniu, odzwierciedlają one zmianę zaopat-
rzonia tkanki w NAUPH i pentozy, dwa podstawowe produkty 

powstająco w toj przemianie. W niedotlenieniu obniżenie aktyw-
-

ności cyklu zbiega się z zahamowaniem procesów syntez związków 
makromolekularnych, jak również ze zmniejszeniem obrotu mota-
bolicznego niektórych amin katecholowych /13O/. Oba te procesy 
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barierę krew—mózg. Posłużono się metodą izotopową opisaną 
przez Gaitonde i wsp, /62/. W porównaniu z pracą oryginalną 
pominięto korekcję równoważącą ilość radioaktywności stra-
conej przy dekarboksylacji pirogronianu. Pomimo, iż we 
własnych oznaczeniach 30 do 50% radioaktywności znajdowano 
we frakcji aminokwasowej, to używając 6-[3H]— zamiast u - [ 1 4 c ] -

glukozy, wykluczono straty powodowane dekarboksylacją węgli 
glukozy, nie tylko na poziomie pirogronianu ale i w innych 
reakcjach cyklu Krebsa. 

Oznaczona wartość transportu glukozy z krwi do mózgu wynosiła 
0.44 mmola/kg masy/min w normoksji. Wynik ten można porównać 

z danymi z piśmiennictwa, które u różnych autorów kształtują 
się w granicach od 0,48 do 0,62 mmola/kg masy/min /6, 26, 74/ 
W umiarkowanym niedotlenieniu transport glukozy do mózgu 
ulegał przyspieszeniu do 0,73 mmola/kg masy/min. W jednej 
znanej mi pracy określającej wychwyt glukozy przez mózg w 
niedotlenianiu metodą autoradiograficzną z użyciom U-[14C]-2-
dozoksy-glukozy wykazano uogólnioną stymulację wbudowania 
radioaktywności w czasie niedotlenienia /53/» Za ten wyraźny 
wzrost transportu glukozy w niedotlenieniu odpowiedzialny 
jest prawdopodobnie wzrost gradientu stężeń glukozy pomiędzy 
krwią, a przestrzenią mózgu do której odbywa się jej trans-
port. Stężenie glukozy w tej przestrzeni spada z wartości 
4,83 do 4,41 mil. We własnych badaniach wielkość tej przostrze 
ni w warunkach prawidłowych określono na 32/j ogólnej masy 
tkanki. Była ona większa od przestrzeni pozalcomórkowej mózgu 
szczura oznaczanej in vivo przy pomocy innych znaczników 

/3, 149/ jednakże odpowiadała ściśle wartościom otrzymanym 

http://rcin.org.pl



- 124 -

przy użyciu 3-0-metyloglukozy jako znacznika /130/. 
Opierając się na przesłankach podanych w rozdziale III-4, 
wydaje się, żc wielkość przestrzeni mózgu do której odbywa 
się transport glukozy ulega w niedotlenieniu powiększeniu 
z 32%do 56% ogólnej masy tkanki. Współczesne poglądy na 
kinetykę transportu i dystrybucję glukozy w mózgu są zróż-
nicowano. Przestrzeń między komórkami śródbłonka naczyń i 
okołokapilamogo gleju, przez którą odbywa się transport, 
jest na tyle mała, a w dodatku wypełniona gęstą inukopoli-
sacharydową substancją, że stanowić może funkcjonalną 
barierę przepuszczalności /138/. Parametry kinetyki wybiór-
czego transportu i dyfuzji substancji przez ton kompleks 
błonowy wyznaczają charakter bariery krew-mózg. 
Typowy dla mózgu transport glukozy przez specyficzny układ 
przenośnikowy /carrier - mediated/ zachodzi pomiędzy krwią 
a przestrzenią międzykomórkową mózgu /27, 131/. Glej około-
naczyniowy wraz z płynem pozakomórkowym stanowi przestrzeń, 
przez którą glukoza dostaje się do pozostałych elementów 
komórkowych mózgu. Przejście przez inne, poza barierą, ele-
menty błonowe komórek o.u.n. ograniczane jest jedynie szyb-
kością dyfuzji /112/, bądź układem przenośnikowym wysokiego 
powinowactwa /51/, niorozróżnialnym od szybkości wewnątrz-
komórkowej fosforylacji, używanych do jego oznaczeń markerów 
/np. Km 2 dozoksy-glukozy dla beksokinazy wynosi 0,25 mM /3/, 
a K tzw. transportu wysokiego powinowactwa 2 dozoksy-glukozy 
do synaptosomów wynosi 0,24 mM /51/ /. 

Tak więc przestrzoń pozakomórkowa wraz z glejem o funkcji 
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transportującej glukozę /astroglej/, wzrastałaby w niedotle-
nieniu. Znajduje to potwierdzenie w obserwacjach mikroskopowo-
elektronowych, wskazujących na obrzmienie gleju gwiaździstego 
w następstwie umiarkowanego nawet niedotlonicnia. Może to 
stwarzać dodatkową przyczynę titrudniania dyfuzji substratów do 
komórek o.u.n. i w konsokwencji do pogłębienia zaburzeń 
funkcji transportującej błon komórkowych. 
Błona komórkowa jest biologicznym układem metastabilnym i 

utrzymanie jej optymalnej funkcjonalnie struktury fizyko-
chemicznej wymaga ciągłych nakładów cnorgctycznych. "Awaryjne" 
ograniczenie zużycia energii, we wszystkich procesach nie 
związanych bezpośrednio z transportem błonowym, korzystno 
jako krótkotrwały proces adaptacyjny, może stać się przyczyną 
narastających uszkodzeń struktury błon komórkowych przy 
przedłużającym się niedotlenieniu. Dodatkowym czynnikiem, 
zwiększającym wrażliwość błon komórkowych na procesy destruk-
cyjno, staje się niewątpliwie zmiana środowiska spowodowana 
niedotlenieniem. Znaczno nagromadzenie kwasu mlekowego, prze-
wyższające spotykane w ostrych stanach niedokrwiennych, a 
związane ze zwiększonym transportom glukozy do mózgu w nie-
dotlenieniu, uaktywnia liczne procesy kataboliczno, które nie 
mogą być zrównoważone zwiększeniom syntez. Patogenny charak-
ter laktoacidozy w uszkodzeniach hipoksyjnych mózgu ma ob-
szerną dokumentację doświadczalną /124/. 

Innym czynnikiom mogącym nasilać hipoksyjne uszkodzenia 
struktury błony jest opisano poprzednio, zahamowanie prze-
miany glukozy w cyklu pentozowym. 
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Zarówno z badań własnych, jak i danych z piśmiennictwa wynika, 
że metabolizm energetyczny komórki nie ulega uszkodzeniu w 
umiarkowanym niedotlenieniu. W badanym modelu oddychanie 
tkankowo było niezmienione, a glikoliza powracała do normy 
wraz z prawidłowym utlenowaniom tkanki. Wskazuje to, że po 
zakończeniu epizodu niedotlenienia komórki dysponują aparatem 
produkującym energię potrzebną do naprawy ewentualnych uszko-
dzeń pohipoksyjnych. Dowodem, że po reoksygcnacji rzeczywiście 
zachodzi efektywnie proces naprawczy, może być wzrastająca w 
tym okresie szybkość zużycia związków wysokoenergetycznych 
/Rozdz. III-3/, oraz stymulacja C.P. /Rozdz. III-5/. Również 
zaobserwowane uprzednio zmiany funkcjonalno błon komórkowych, 
przejawiające się zanikiem wrażliwości układu cyklazy adonyla-
nowej na skrajne warunki niedokrwienia /Rozdz. III-3, Wykres 5 

jak i na stymulację noradrenaliną in vitro /100/, cofały się 
w przeciągu 6 godz. po niedotlenieniu. 

Inne zaburzenia funkcji błon komórkowych mogą trwać znacznie 
dłużej. Rafałowska /136/ obserwowała zahamowanie transportu 
cytrynianu z cytoplazmy do mitochondriów jeszcze w 7 dniu po 
przebytym niedotlenieniu. 
Przytoczone obserwacje, wskazujące na zaburzenia procesów, 
których podłoże stanowi błona plazmatyczna, sugerują istotne 
zmiany zachodzące w jej strukturze w czasie niedotlenienia. 
Liczne badania wskazują na lipidy błon komórkowych, jako 
miejsce szcvzególnie wrażliwe na uszkodzenia w warunkach za-
burzonego metabolizmu podstawowego o.u.n. /niedotlenienie, 
niedocukrzonie, stany drgawkowe/ /l48/. 
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Powstały dwie hipotezy dotyczące mechanizmu tych udzkodzeń. 
Pierwsza postulowała wzrost poziomu wolnych kwasów tłuszczo-
wych /FFA/, uwalnianych z fosfolipidów na skutek ich hydro-
lizy, jako pierwotni przyczynę całego łańcucha wtórny cli 
uszkodzeń metabolicznych i strukturalnych o.u.n. /8, 9, 129/. 
druga, zaproponowana równolegle przez Majewską i wsp. /114/ 
i Demnpoulosa /35/, wskazywała na możliwość uaktywnienia 
procesów utleniania wolnorodnikowego lipidów i uwolnionych 
kwasów tłuszczowych w czasie trwania, bądź też po przebytym 
niedotlenieniu /61 , l48/. Obie te hipotezy pierwotnie odno-
szono do ostrych uszkodzeń anoksyjnych i niedokrwiennych. 
W ostatnich latach wykazano, że poziom wolnych kwasów tłusz-
czowych w mózgu ulega zwiększeniu również w hypoglikemii /i/, 
obrzęku mózgu /169/ w stanach drgawkowych /8, 116/, jak 
również w wynikli łagadnego niedotlenienia /l55/. We wszystkich 
tych warunkach istnieją potencjalne możliwości uaktywnienia 
procesów utleniania wolnorodnikowego uwalnianych kwasów 
tłuszczowych. Zaobserwowane w przedstawionej pracy zahamowa-
nie aktywności C.P. w tych warunkach, nasilałoby ten proces, 
poprzez obniżenie potencjału antyoksydacyjnogo tkanki. 
Toksyczność uwalnianych kwasów tłuszczowych nie musi być 
skierowana, jak sugerowano pierwotnie /8, 129/, na rozprzę-
żenie metabolizmu energetycznego komórki. Wolne kwasy tłusz-
czowo /szczególnie wielonienasycone/, zmieniają płynność 
błony /29/ i zwiększają jej przepuszczalność dla wody i 
elektrolitów /19, 20/. Pod wpływem wolnych kwasów tłuszczo-
wych ulegają również zaburzeniom procesy transportu błonowego 
w zakończeniach prosynaptycznych /161/. 
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Uwolnieniu kwasów tłuszczowych i stymulacji procesów peroksy-
dacji lipidów w stanach zaburzeń metabolicznych towarzyszą, 
aczkolwiek mniej drastyczne, zmiany składu i motabolizmu 
komponentu lipidowego błony cytoplazuiatycznej /2, 35, 39/. 
W ostatnich latach pogląd na stabilność strukturalną i meta-
boliczną błony komórkowej uległ zasadniczej zmianie. Istnieje 
coraz więcej dowodów, że liczno jej składnika' wykazują znacz-
ną dynamikę przemian biochemicznych, których zakłócenie po-
woduje zasadniczą zmianę reakcji htony jako całości /oddzia-
ływania kooperatywne/. Również powierzchnia błony cytoplaz— 
inatycznej może ulegać głębokim przekształceniom, zmieniając 
reakcję komórek na zmiany środowiska. 
W przedstawionych badaniach wykazano, że frakcja lipidowa, 
główny składnik struktur błonowych komórki jest /w poróżnia-
niu z innymi frakcjami związków makromolekularnych/ szcze-
gólnie wrażliwa na niedotlenienie. Poza znamiennym spadkiem 
poziomu fosfolipidów i. gangliozydów w mózgu szczurów niodotle-
luonycli, obserwowano obnxżenxe wbudowania prekursora, U-[14C]-
glukozy do frakcji lipidowej, utrzymujące się przez 24 godziny 
od zakończenia niedotlenienia. Podobny wpływ niedotlenienia 
na wbudowywanie szeregu prekursorów lipidowyeh wykazali inni 
autorzy /2, 101, 168/. W badani ach własnych najgłębsze i 
najdłużej trwające zaburzenia po niedotlenieniu wykazywała 
frakcja glicerofosfolipidów kwaśnych /w której przewagę 
stanowią glicerofosfolipidy inozytolowe/. Również wbudowywa-
nie glukozy w czasie trwania niedotlenienia obniżało się 
wyraźnie w tej właśnie frakcji lipidov3j. 

http://rcin.org.pl



- 129 

Interesująco jest, że uszkodzenie syntezy fosfolipidów 
kwaśnych wydaje się charakterystyczne jedynie dla umiarkowa-
nego niedotlenienia i nie zostało stwierdzone w głębokich 
stanach hipoksyjnycli i niodokrwiennych /156/. Obniżenie po-
ziomu gangliozydów w mózgu było również typowo dla przewlekłe-
go, umiarkowanogo niedotleienia /40/, Glicerolfosfolipidy 
inozytolowe, podobnie jak gangliozydy, stanowią związki o 
szczególnej aktywności i znaczeniu dla receptorowej funkcji 
błon komórkowych /29» 122,/. Fosfolipidy inozytolowe są bez-
pośrednio związano z funkcją receptorową komórek nerwowych 
/7ó/, najprawdopodobniej poprzez układ aktywowanej przez 
dwuacylgliccrol kinazy C /125/ lub cAMP zależnej kinazy A 
/l46/. Zahamowanio energozależnego obrotu fosfatydyloinozy-
toli w błonie komórkowej jest jednym z postulowanych mechaniz-
mów hipoksyjno-ischemicznycli uszkodzeń komórek nerwowych /l48/ 
Gagnliozydy, ze względu na swoją charakterystykę chemiczną 
/związki amfifiliczne o silnym, ujemnym ładunku jonowym/ oraz 
lokalizację /zewnętrzna warstwa błony komórkowej/', są cząstecz 
kami o dużym wpływie na powierzchniowe procesy komórkowe /?.[)/. 
Zaobserwowany spadek poziomu gangliozydów, mierzony stężeniem 
kwasu sjałowego w lipidach, może być wynikiem wzmożonej aktyw-
ności neuraminidazy w warunkach niedotlenienia. Enzym ten 
wykazujo ścisłą zależność od pH, z optimum działania w środo-
wisku kwaśnym. Jednocześnie obsorwowany wzrost poziomu gli-
kolipidów obojętnych w drugiej godzinie trwania niedotlenienia 
siigcrowałby dalszą degradację gangliozydów z udziałom enzymów 
lizozomalnych. W piśmiennietwio istnieją doniosionia o wzmożo-
nej degradacji gangliozydów mózgu w stanach niedotlenienia 
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/109, 137/. Gangliozydy są potencjalnymi modulatorami pro-
cesów przekątnietwa synaptycznogo /28/. Wychwyt zwrotny nouro-
przekaźników przez zakończenia presynaptycznc oraz zależny od 
potencjału transport wapnia, są regulowano przez minimalne 
nawet zmiany składu związanych z błonami gangliozydów /41/, 
Pierwotnie sugerowano, że gangliozydy funkcjonują jako recep-
tory ligantów aktywujących cyklazę adenylanową, jednakże 
dalsze badania, za wyjątkiem użycia toksyn neurotropowych, nie 
potwierdziły tej hipotezy. Wykazano natomiast ich istotną 
rolę w modulowaniu aktywności cyklazy adonylanowej, szczegół— 
nie w procesach różnicowania komórek /30,34,132/. Jak już 
wspomniano, po niodotlenieniu obserworano czasowe odwrażli— 
wienie beta -receptorów w skrawkach tkankowych mózgu na stymu-
lację noradrenalin.'! /100/. Brak akumulacji cAMP xi szczurów 
deakpitowanych po niedotlenieniu /Rozdz. .111-3/' należy tłu-
maczyć zanikiem tej właśnie reakcji. 

Zależność układu cyklazy adenylanowej od fizykochemicznego 
stanu komponenty lipidowoj błon, ma coraz bogatszą dokumen-
tację eksperymentalną /84, 8 5 / . Do aktywacji togo enzymu bło-
nowego potrzebno sn co najmniej dwa momenty ścisłego oddzia-
ływania pomiędzy funkcjonalnymi podjednostkami białkowymi, 
zlokalizowanymi w błonie cytoplazmatycznoj. 
W chwili związania ligantu przez receptor, musi on wejść w 
ścisły związek z GTF-zalożnym białkiem regulacyjnym. Dopiero 
ten kompleks jest przyłączany do cząsteczki właściwego enzymu, 
cyklazy adenylanowej, który w wyniku tego przechodzi w formę 
aktywną. 
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Zmiana stanu płynności błony komórkowej, zależna m.in. od 
składu lipidowego oraz obecności związków o właściwościach 
fuzogennych /FFA, gangllozydy/ będzie ułatwiać, bądź utrud-
niam, zachodzenie tego procesu, zależnego od ruchliwości 
ernzymatycznych nodjednostek białkowych. 
Szczególna wrażliwość komponentu lipidowogo mózgu na zmiany 
środowiska towarzyszące niedotlenieniu /laktoacidoza, akty-
wacja fosfolipaz, neurauiinidazy, peroksyducja lipidów oraz 
obniżenie potencjału antyoksydacyjnogo tkanki związane z 
zahamowaniom cyklu pentozowego/ może stać się podłożem obser-
wowanych zaburzeń prawidłowej czynności błony. Odwrażliwienie 
układu cyklazy adenylanowej na stymulację norepinefryną jest 
jednym z przykładów takich właśnie zaburzeń funkcjonalnych. 
Dynamiczny rozwój wiedzy o układach receptorowych błon cyto-
plnzmatycznych, przenoszących informację do wnętrza komórek 
i sterujących ich odpowiedzią metaboliczną, rokuje nadzieję 
szybkiego postępu w dalszym, głębszym zrozumieniu znaczenia 
tych procesów w patologii niedotlenienia. 
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