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Summary

Ultrastructure of nuclear inclusions of rabbits cen-
tral nervous system (CNS) cells after intoxication
with vincristine

The neurotoxic side-effects are a striking accom-
paniament of vincristine therapy (VCR). In the pre-
sent study a schedule of VCR treatment was employed
to develop the neurotoxic side effects in New Zealand
rabbits. These damages were manifested in numerous
intranuclear inclusions (membranous iiclusions, fi-
lament bundles). The intranuclear membranous in-
clusions appear as encapsulated irregular vacuoles
surrounded by a single, varely double membrane.
The vacuoles include floccular or fine granular con-
tent, or they are translucent.

Another type of intranuclear inclusions was of a
different character. These inclusions were composed
of a bundle of closely packed filaments, being ultra-
structurally similar to those found in the nucleus of
various neurons. Most of them appeared as single
rod or spindle-shaped bodies. Cells with an intranuc-
lear inclusion often contained a cytoplasmic fibrillar
bundle similar to the intranuclear inclusion. Someti-
mes two different inclusions were observed in the
same nucleus.

Winkrystyna, poza korzystnym dziataniem tera-
peutycznym w leczeniu choréb nowotworowych
uktadu krwiotwoérczego, limfatycznego i siateczko-
wo-§rodbtonkowego a takze w chemioterapii nowo-
tworow osrodkowego uktadu nerwowego (1, 8, 31,
58), wywoluje u pacjenta szereg objawdw niepoza-
danych. Najczestszymi efektami ubocznego dziata-
nia winkrystyny sa objawy ze strony ukladu ner-
wowego (17, 39). Dominuja uszkodzenia nerwéow
obwodowych pod postacia polineuropatii czuciowo-
-ruchowych (1, 6, 20, 39, 52). Czg¢ste sa rOwnicz
uszkodzenia ukladu autonomicznego (17, 25, 39,
52) i porazenia nerwéw czaszkowych (1, 13, 39,
52) oraz objawy ze strony oS§rodkowego uktadu ner-
wowego (39). Obserwacje kliniczne wykazuja, ze
neurotoksyczne efekty uboczne dziatania winkry-
styny moga wystapi¢ bezpoSrednio po jednorazo-
wym podaniu leku (zatrucie ostre) (2, 27, 31, 32)

lub stopniowo narasta¢ w czasie trwania leczenia
(zatrucie proste lub przewlekie) (1, 6, 7).

Molekularny mechanizm odpowiedzialny za neu-
rotoksyczne (cytotoksyczne)i przeciwnowotworowe
dziatanie winkrystyny nie jest jasne i wydaje si¢
by¢ zwiazane z hamowaniem przez ten lek polime-
ryzacji tubuliny (biatka wchodzacego w skiad mi-
krotobul) (14).

Uszkodzenie za§ mikrotobul w szybko dzielacych
si¢ komérkach (nowotworowych) zaburza funkcje
wrzecionka podzialowego, zatrzymujac mitoze na
etapie metafazy. W efekcie powstaja komorki wie-
lojadrzaste, ktére nast¢pnie ulegaja zwyrodnieniu
(5, 58). Ponadto winkrystyna moze uszkadzaé ko-
moérki poprzez wywieranie wpltywu na: synteze kwa-
sow nukleinowych (DNA, RNA) (9, 10), metabolizm
cyklicznych nukleotydéw (22, 48), biosynteze lipi-
déw (10) i metabolizm glutationu (3).

Jak wynika z przegladu piSmiennictwa, do usz-
kodzenia tkanki nerwowej dochodzito w wyniku
bezposredniego podania winkrystyny do ptynu moz-
gowo-rdzeniowego (41, 46) lub poprzez zmiang
przepuszczalnosci bariery krew-mézg dla tego leku
za pomoca mannitolu (53). Stosunkowo ntewiele
prac dotyczy opisu zmian ultrastrukturalnych w moéz-
gu, po parenteralnym podaniu winkrystyny.

Celem podjetych badan bylo przesledzenie zmian
ultrastrukturalnych pojawiajacych si¢ w jadrach ko-
moérek pre- i postmitotycznych w OUN w warunkach
ostregc i podostrego zatrucia winkrystyna.

Material i metody

Badania przeprowadzono na krélikach razy nowozelan-
dzkiej w dwéch uktadach doswiadczalnych.

W pierwszym, badano wczesna reakcje tkanki nerwo-
wej na jednorazowo podany lek. Zwierzgtom 7 i 90 dnio-
wym podawano dootrzewnowo 0,25 miligrama winkry-
styny na kilogram masy ciata (mg/kg). Kréliki z grup
kontrolnych otrzymywaly w tym samym czasie odpo-
wiednia objetoé¢ fizjologicznego roztworu chlorku sodu
(0,9%). Po uptywie 2, 4, 6 i 24 godzin oraz po 7 dniach
od wstrzyknigcia winkrystyny kréliki usypiano (pento-
barbital-Vetbutal W 25-35 mg/kg dootrzewnowo).

W drugim uktadzie do§wiadczalnym winkrystyng¢ po-
dawano dootrzewnowo 1 raz w tygodniu. Pierwsza dawka
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wynosita 0,05 mg/kg masy ciata. Rozpoczynano podawa-
nie leku w 7 1 90 dniu zycia. Kazda nastepna dawka
winkrystyny byta wyzsza o 0,05 mg/kg masy ciata. Kré-
liki otrzymywaly winkrystyne¢ przez S kolejnych tygodni
a ostatnia dawka wynosita 0,25 mg/kg. Zwierzgta kon-
trolne w tych samych dniach otrzymywaty odpowiednig
objeto$c fizjologicznego roztworu chlorku sodu. Zwierze-
ta usypiano po 7 dniach lub po przezyciu 3 miesi¢cy po
podaniu ostatniej dawki leku.

W glebokiej narkozie otwierano klatke piersiowa,
wprowadzano kaniulg do czesei wstgpujacej aorty i roz-
poczynano perfuzje podajac poczatkowo 20-100 ml roz-
tworu fizjologicznego soli w zaleznoSci od masy zwie-
rzecia, a nastepnie ptyn utrwalajacy tkanke, zawierajacy
roztwor 2,5% paraformaldehydu i 1,5% glutaraldehydu w
buforze kakodylowym o pH 7,4. Dla zapewnienia odpty-
wu plynu perfuzyjnego z tozyska naczyniowego, nacina-
no prawe uszko serca. Perfundowano po 7 zwierzat w
kazdej z badanych grup. Po wydobyciu z czaszki mézgi
krojono w plaszczyZnie czotowej na poziomie skrzyzo-
wania nerwéw wzrokowych oraz odejscia korzonkéw
nerwu jezykowo-gardtowego (IX). Pobicrano fragmenty
tkanki z kory mézgu, podwzgérza i rdzenia przedhuzone-
go. Przez nastgpne dwie godziny pobrana tkanke przecho-
wywano w ptynie, ktérym uprzednio perfundowano zwie-
rzeta. Nastgpnie ptukano tkanke dwukrotnie w 0,1M
buforze kakodylowym o pH 7,4 przez 30 minut. Przeno-
szono do roztworu 2% czterotlenku osmu w buforze ka-
kodylowym. Po odwodnieniu tkanki w szeregu rozciefi-
czefi (30, 40, 50, 60, 70, 80, 90, 96 i 100%) alkoholu
etylowego 1 tlenku propylenu zatapiano ja w Eponie,
krojono na ultramikrotomie LKB i kontrastowano octa-
nem uranylu i cytrynianem otowiu. Wybarwione skrawki
ogladano i fotografowano w mikroskopie elektronowym
JEOL 1200 EX.

Wyniki i omowienie

Z wczesniejszych badai wiasnych wynika, ze po
parenteralnym podaniu winkrystyny w oSrodkowym
uktadzie nerwowym krélikéw obserwuje si¢ zwy-
rodnienie komérek nerwowych (,,ciemne neurony”)
(36) oraz nasilenie procesu apoptozy w komérkach
premitotycznych mézgu tych zwierzat (34, 35).

W obecnej pracy po podaniu winkrystyny, w ja-
drach wielu komérek wystgpowaty wtrety. Obecnosé
ich w komérkach nie wiazata sie wyraznie z wickiem
zwierzgcia, iloscig podanego leku lub badang okolica
moézgu. Obserwowano dwa podstawowe typy tych
zmian: wirety pecherzowate i widkienkowe. Wtrety
pecherzowate byly to twory réznej wielkosci o wy-
bitnie nieregularnym ksztalcie, odgraniczone od re-
szty jadra blona zbudowana z jednej lub dwéch
blaszek. ZawartoS¢ wtretéw stanowila delikatnie
ziarnista lub klaczkowata substancja, ale spotykano
takze elektronowo puste wtrety pecherzowate. Cza-
sami jadra komérkowe zawieraty kilka takich wtre-
téw. Pojedynczo wystepujace wtrgty byty znacznych
rozmiarow, czesciej jednak spotykano w jadrze kilka

matych wtretéw (ryc. 1). Zlokalizowane byty w
réznych okolicach jadra, ale nigdy nie wchodzity
w bezposredni kontakt z btona jadrowa.
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Ryc. 1. Liczne twory pgcherzowate w jydrze komérki nerwowej. Kora
mozgu. Krolik 42-dniowy, 7 dni po podaniu piatej dawki winkrystyny.
Pow. 5000x

Wtrety pecherzowate sa elektronowo-jasnymi
przestrzeniami jadra, réznego ksztattu i wielkoSci,
otoczonymi jedno- lub dwublaszkowg btona. Pierwsi
opisali te zmiany Field i Peat (16) wyrézniajac mate
pecherzyki Srédjadrowe z elektronowo-jasnym wne-
trzem oraz rozlegte wakule wypelnione ktaczkowatg
lub drobnoziarnista substancja (biatkowa). Zmiany
te wystgpowaly w korze ciemieniowej starych szczu-
réw 1 autorzy uwazali, ze sg one objawami starzenia
si¢ komorki.

W kilka lat pdZniej identyczne zmiany znaleziono
w komorkach miodych szczuréw podczas rozwoju
mozgu co dato powdd do przypuszezen, ze wtrety
pecherzowate sa wyrazem aktywnego procesu roz-
nicowania si¢ neuronéw (11). Prowadzac badania
nad wpltywem etylonitrozomocznika (ENU) na osrod-
kowy ukiad nerwowy, Kroh (26) wykazata, ze wtrety
pecherzowate moga wystgpowaé w komérkach nie-
zaleznie od wieku zwierzgcia. Obecne badania po-
twierdzaja t¢ obserwacjeg, poniewaz po podaniu win-
krystyny tego typu zmiany pojawialy si¢ zaréwno
u zwierzat mtodych (7, 8 i 14-dniowych) jak i do-
rostych (3 i 7-miesigcznych). Natomiast u zwierzat
kontrolnych spotykano je sporadycznie.

Mechanizm powstawania wtr¢téw pecherzowa-
tych w jadrach komérkowych nie jest znany. Su-
gerowano, ze sa one uwypukleniami wewngtrzne;j
blaszki blony jadrowej (54), i ze tworzace sie z
tych uwypuklen wakuole (wtrgty pecherzowate)
uczestnicza w transporcie wody i elektrolitéw mie-
dzy cytoplazmg a karioplazmg. Pierwszy hipoteze
t¢ wysunat Hinsch (21). Oméwiono réwniez zna-
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czenie tego mechanizmu dla bezpoSredniego po-
wstawania wtretéw $rodjadrowych po kilkuminuto-
wym niedokrwieniu mézgu (38). Natomiast identy-
czne wirety wystepujace w mézgach zwierzat, ktore
przezyly kilkanascie miesigcy po niedokrwieniu wig-
zano przede wszystkim z uszkodzeniem struktury
szkieletu jadra (56). Po zatruciu winkrystyna wszy-
stkie komorki zawierajace wtrety Srddjadrowe miaty
jadra wieloptatowe lub wyraznie zmieniony ksztatt,
mozna wiec sadzié, ze niezaleznie od typu czynnika
wywolujacego te zmiany istnieje wspolny mecha-
nizm prowadzacy do powstawania wirgtow $rodja-
drowych i zmian w budowie szkieletu jadra. Wirety
$rédjadrowe sa prawdopodobnie morfologicznym
wyktadnikiem nasilenia zmian powstajacych w ka-
rioplazmie pod wplywem winkrystyny lub innego
czynnika zmieniajacego metabolizm komorki.

Dazgc do wyjasnienia mechanizmu powstawania
wiretéw Srédjadrowych rozwazano réwniez mozli-
wos$é, ze wirety te charakteryzuja komorki, w kto-
rych trwa intensywna synteza biatka (11). Nalezy
jednak podkreslié, ze najwigcej wirgtéw pecherzo-
watych znajdowano po zadziataniu czynnikéw za-
burzajacych metabolizm i homeostaze mézgu (12,
26, 38, 56).

Drugim typem zmian pojawiajacych si¢ w komor-
kach mézgu krélika po parenteralnym podaniu win-
krystyny byly wtrety widkienkowe. Wystgpowaly
w jadrze w postaci pojedynczych tworéw zbudo-
wanych z licznych, ulozonych réwnolegle i Scisle
do siebie przylegajacych widkienek (ryc. 2). Wtrety
te przybieraly ksztait pateczek, ktérych korce ule-
galy zwezeniu. Niektére wirgty pateczkowate utwo-
rzone byly z widkienek réznej diugosci, o dos¢
luznym utozeniu wzgledem siebie em

Ryc. 2. Wtret widkienkowy typu pateczkowatego (groty strzatek) w jadrze
komérki nerwowej. Kora mézgu, krolik 8-dniowy, 24 godziny po podaniu
jednorazowej dawki winkrystyny.

Pow. 4000 x

Ryc. 3. Wirety wickienkowe (groty strzatek) w jadrze komérki glejowej.
Pied mézgu. Krélik dorosly, 7 dani po podaniu jednorazowej dawki winkry-
styny. Pow. 6000 X

podobne widkienka wystepowaty nie tylko w jadrze
ale i w sasiadujacej z jadrem cytoplazmie (ryc. 4).
Innym rodzajem skojarzonego wystgpowania wirg-
téw byla obecno$é w tym samym jadrze zmian pe-
cherzowatych i wiékienkowych. Te ostatnie zbudo-
wane byty z krétkich wiékienek utozonych luzno
lub przecinajacych si¢ pod katem prostym tworzac
uktad siatek i kratownic. Ten typ zmian spotykano
gtéwnie po wielokrotnym podaniu winkrystyny za-
réwno po uplywie 7 dni jak i trzech miesigcy od
podania pigtej dawki leku. W moézgach zwierzat
kontrolnych podobne zmiany spotykano sporadycz-
nie. Widkienkowe wtrety §rédjadrowe znane sg od
1894 r. (28). Ultrastrukturg ich opisat poraz pierwszy
Siegesmund i wsp. (49). W hodowli komérek zwo-
jowych Masurovsky i wsp. (29) zauwazyli, Ze two-
rzenie si¢ wiretéw Srédjadrowych poprzedzone byto
pojawieniem sig ciat ziarnisto-wi6knistych. W petni
zorganizowane wtrety obserwowano po okoto trzech
tygodniach prowadzenia hodowli a gromadzenie sig
tych zmian w jadrze towarzyszylo réznicowaniu si¢
komérki. W mézgach ludzi i réznych gatunkéw
zwierzat wirety widkienkowe znajdowano wytacznie
w komoérkach nerwowych. Opisywano je jako wtrgty
o ksztalcie pateczek, mikrotobul lub delikatnych
wioknistych siateczek (11). Wirety pateczkowate
byly zgrupowaniem prostych, dtugich, scisle do sie-
bie przylegajacych widkienek. Mikrotubule obser-
wowane w jadrach byty cylindrami o §rednicy okoto
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Ryc. 4. Wirgty widkienkowe (groty strzatek) w jadrze komérki nerwowej.
Podobne zmiany wiékienkowe (strzatka) zlokalizowane w cytoplazmie
w poblizu jadra. Kora mézgu. Krélik 42-dniowy, 7 dni po podaniu piatej
dawki winkrystyny. Pow. 3000 x

26 nanometréw i uktfadaty si¢ po kilka w grupie.
Natomiast wtrety siateczkowate utworzone z krét-
kich, falistych widkienek, formowaly oprécz siate-
czek luzno utkane pasma.

Wszystkie typy wtretéw widkienkowych wyste-
powaly u krélikéw, ktérym podano winkrystyne.
Nie zauwazono, aby wiek krélikéw mial wyrazny
wplyw na wystgpowanie tych zmian. Somosy i wsp.
(50) opisali gromadzenie sie wtretéw widkienko-
wych po podaniu nie tylko winkrystyny ale réwniez
winblastyny. Spotykano je poza tym w réznych sta-
nach patologicznych (4, 38, 56) i po podaniu zwie-
rzgtom réznych zwiazkéw toksycznych (26, 51).

Budowa chemiczna wtretéw widkienkowych nie
zostata ostatecznie ustalona. Kim i wsp. (24) uwazali,
ze sg one kompozycja okreslonych biatek i lipidéw.
W sktadzie aminokwasowym tych biatek wykryli:
argining, lizyng, histydyne, tyrozyne i tryptofan.
Badania autoradiograficzne Masurovskyego i wsp.
(29), a nastepnie Gourantona i wsp. (18) wykluczyty
obecno$¢ kwaséw nukleinowych (DNA i RNA) w
sktadzie chemicznym wtretéw widkienkowych.

Wystepowanie w niektérych komérkach (np. po
winkrystynie) identycznych skupieri wlékienko-
wych w jadrze i w cytoplazmie bylo podstawg do
wysunigcia hipotezy, ze powstajace w jadrze ele-
menty widkienkowe moga przenikaé przez blone
jadrowa do cytoplazmy (29, 33). Nie zdotano jednak
dowies¢ stusznosci tej hipotezy. Wielu autoréw wia-

zalo réwniez obecnosé wiretéw widkienkowych w
jadrze z aktywnos$cia metaboliczna i czynno$ciowa
komorki. Zauwazono, Ze szereg czynnikdéw egzo-
gennych (np. prad elektryczy) (19, 30, 42) wply-
wajac na wzrost poziomu cyklicznego AMP zwiek-
sza agregacje bialek wiékienkowych (tubuliny) (37,
40, 57) 1 przyczynia si¢ do powstania mikrotubul i
mikrofilamentéw w cytoplazmie oraz wtretéw wis-
kienkowych w jadrze komoérki (44, 45).

Winkrystyna jest lekiem, ktéry wplywajac na
aktywno$¢ cyklazy adenylanowej i wzrost cyklicz-
nego AMP w komodrece (22, 47, 48), moze dopro-
wadza¢ do powstawania wtretow Srédjadrowych.
Obecnos¢ w jadrze cytoplazmatycznych biatek wio-
kienkowych, a wéréd nich tubuliny wykazali Douvas
1 wsp. (15), a nastepnie potwierdzili to Huang i
wsp. (23). Tripier-Darcy i wsp. (55) uwazaja, ze
biatka te moga by¢ materiatem budulcowym wtretéw
srédjadrowych. Jezeli przyjaé, zgodnie z obserwa-
cjami Schwab i Schwab-Stey (43), ze w pobudzone;j
komorce po podaniu winblastyny dochodzi do zwiek-
szenia przepuszczalnosci btony jadrowej dla niekté-
rych biatek cytoplazmatycznych, to widkienkowe
wtrety Srodjadrowe moglyby powstawaé w wyniku
agregacji tych biatek w jadrze (55). Przy takim
ujeciu patomechanizmu wtretéw Srédjadrowych,
mozna uzna¢ wtrety pecherzowate za wakuole ucze-
stniczgce w transporcie biatek cytoplazmatycznych,
natomiast wtrety widkienkowe za wynik dyfuzji tych
bialek z wakuoli do karioplazmy i agregacji ich do
wiokienek i mikrotubul. Wystepowanie w niekté-
rych jadrach komérkowych po podaniu winkrystyny
witretdw pecherzowatych razem z wiretami widkien-
kowymi wydaje si¢ potwierdzaé taki przebieg zdarzefi.
Mozna wigc sadzi, ze przy nadmiernym pobudzeniu
komérki przez dowolne czynniki endogenne lub eg-
zogenne (np. winkrystyng) przemieszczanie si¢ do
jadra zbyt duzych ilosci biatek cytoplazmatycznych
moze prowadzi¢ do nieodwracalnych zmian w ka-
rioplazmie i przyczyniaé si¢ do zwyrodnienia ko-
morki.
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Archeozoologia jest dyscypling stosunkowo mtoda,
zajmujaca si¢ badaniem wykopaliskowych szczatkow
zwierzecych takich jak kosci, zeby, skéry, wlosy itp. Na
podstawie tych badari mozna prze§ledzi¢ nie tylko skiad
gatunkowy zwierzat, ktére wchodzity w krag zaintereso-
wafi ludzi dawnych epok, jako Zrédto migsa czy skor, badz
obiekty ofiarne, ale takze zmiany morfologiczne, ktérym
one podlegaly na przestrzeni dziejéw, stopnia zaawanso-
wania procesu udomowienia oraz stanu gospodarki i roz-
woju kulturowego cztowieka. Mozna réwniez do$¢ pre-
cyzyjnie ustali¢ wiele stanéw patologicznych, ktére byly
udziatem zwierzat dawnych epok.

Badanie szczatkéw zwierzgcych wymaga glebokiej
wiedzy, przede wszystkim z zakresu morfologii 1 patolo-
gii, stad udzial lekarzy weterynarii, gléwnie anatom6w.
Pionierska dziatalno$¢ w tej dyscyplinie rozpoczat ana-
tom szwajcarski Ludwik Riitimayer (1860 r.). Naleza do
nich takze liczni polscy badacze, sposréd ktérych warto
wymieni¢: Kazimierza Myczkowskiego, Kazimierza
Krysiaka, Mariana Kubasiewicza, Mariana Sobocinskie-
go, Krzysztofa Swiezyriskiego i Piotra Wyrosta.

Archeozoologia jest aktualnie dyscypling dydaktyczna
na Uniwersytecie Warszawskim. Stad tez i inicjatywa
opracowania podrecznika z tego zakresu. Podjeta sig tego

trudu prof. dr hab. A. Lasota-Moskalewska. Jest to pier-
wsze opracowanie tego typu w jezyku polskim, z ktérego
autorka wywigzata si¢ doskonale.

Ksiazka jest dzielem oryginalnym, o duzych walorach
naukowych i dydaktycznych. W tresci jest charaktery-
styka réznych rodzajéw szczatkéw zwierzecych (szczatki
pokonsumpcyjne, szczatki zwierzat ofiarnych, wyroby z
surowca pochodzenia zwierzgecego), miejsca ich wyste-
powania oraz stan zachowania i warto$é zZrodtowa. W
tre§ci zawarta jest krytyczna ocena metod stosowanych
w archeozoologii. Koficowa czg$¢ podrecznika jest po-
$wiecona metodom interpretacji i ocenie wartosci Zrédiowe;j
wykopaliskowych szczatkéw zwierzecych.

Ksiazka jest napisana jezykiem zwigztym, komunika-
tywnym, bardzo dobrze ilustrowana (252 ryciny) oraz
dokumentowana 42 tabelami i zestawieniami. Zawiera
spis 120 pozycji cytowanego piSmiennictwa, z czego 98
pozycji to prace oryginalne. Postugiwanie si¢ podreczni-
kiem ulatwia zamieszczony na koricu indeks terminéw.

Mimo, ze ksiazka jest przeznaczona gléwnie dla ar-
cheologdw, studentéw archeologii oraz anatoméw wete-
rynaryjnych, to zawiera wiele informacji wartoSciowych
dla grona odbiorcéw, réwniez o podtozu humanistycz-
nym. Podaje bowiem dane nt. przesziosci zwierzat, ich
ewolucji, zmian morfologicznych, ktérym podlegaty, po-
chodzenia i udomowienia.

Henryk Kobryn, Warszawa



