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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 Zea|and
rabbits. These damages were manifested in numerous
intranuclear inclusions (membranous i^-lclusions, 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 granu|ar con-
tent, or they are translucent.

Another type of intranuclear inclusions was of a
different character. These inclusions were composed
of a bundle of c|osely 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.

Winkrystyn\ poza korzystnym działaniem tera-
peutycznym w leczeniu chorób nowotworowych
układu krwiotwórczego, limfatycznego i siateczko-
wo-śródbłonkowego a także w chemioterapii nowo-
tworów ośrodkowego układu nerwowego (1, 8, 31,
58), wywołuje u pacjenta szereg objawów ntepożą-
danych, Naj częstszymi efektami uboczneg o działa-
nia winkrystyny są objawy ze strony układu ner-
wowego (I1, 39). Dominują uszkodzenia nerwów
obwodowych pod postacią polineuropatii czuciowo-
-ruchowych (1, 6, 20, 39, 5ż). Częste są równiez
uszkodzenia układu autonomicznego (17, ż5, 39,
52) t porażenta nerwów czaszkowych (1, 13, 39,
52) oraz objawy ze strony ośrodkowego układu ner-
wowego (39). Obserwacje kliniczne wykanlją, że
neurotoksyczne efekty uboczne działanta winkry-
styny mogą wystąpić bezpośrednio po jednorazo-
wym podaniu leku (zatrucie ostre) (ż,2J, 3I,3ż)

lub stopniowo narastać w czasie trwania Ieczenta
(zatrucie proste lub przewlekłe) (1 , 6, J).

Molekularny mechanizm odpowiedzialny za neu-
rotoksyczne (cytotoks y czne)t przeciwnowotworowe
działanie winkrystyny nie jest jasne i wydaje się
być zwtązane z hamowaniem przez ten lek polime-
ryzacji tubuliny (białka wchodzącego w skład mi-
krotobul) (14).

Uszkodzentę zaś mikrotobul w szybko dzielących
się komórkach (nowotworowych) zaburza funkcję
wrzecionka podziałowego, zatrzymując mitozę na
etapie metafazy. W efekcie powstają komórki wie-
lojądrzaste, które następnie ulegają zwyrodnieniu
(5, 58). Ponadto winkrystyna może uszkadzać ko-
mórki poprzez wywieranie wpływu na: syntezę kwa-
sów nukleinowych (DNA, RNA) (9, 10), metabolizm
cyklicznych nukleotydów (2ż, 48), biosyntezę lipi-
dów (10) i metabolizm glutationu (3).

Jak wynika z przeglądu piśmiennictwa, do usz-
kodzenia tkanki nerwowej dochodziło w wyniku
bezpośredniego podania winkrystyny do płynu móz-
gowo-rdzeniowego (4I, 46) lub poprzez zmlanę
ptzeplszczalności bariery krew-mózg dla tego leku
za pomocą mannitolu (53). Stosunkowo niewiele
prac dotyczy opisu zmianultrastrukturalnych w móz-
gu, po parenteralnym podaniu winkrystyny.

Celem podjętych badań było prześledzenie zmlan
ultrastrukturalnych pojawiających się w jądrach ko-
mórek pre- i postmitotycznych w OUN w warunkach
ostrego i podostrego zatrucia winkrystyną.

Materiał i metody

B adania przeprowadzono na królika ch razy nowozelan-
dzkiej w dwóch układach doświadczalnych.

W pierwszym, badano wczesną reakcje tkanki nerwo-
wej na jednorazowo podany lek.Zwierzętom 7 i 90 dnio-
wym podawano dootrzewnowo 0,25 miligrama winkry-
styny na kilogram masy ciała (mg/kg). Króliki z grup
kontrolnych otrzymywały w tym samym czasie odpo-
wiednią objętość fizjologtcznego roztworu chlorku sodu
(0,9Vo). Po upływie 2,4,6 i24 godzin oraz po 7 dniach
od wstrzyknięcia winkrystyny króliki usypiano (pento-
barbital-Vetbutal W ż5-35 mgkg dootrzewnowo).

W drugim układzie doświadczalnym winkrystynę po-
dawano dootrzewnowo I taz w tygodniu, Pierwsza dawka
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wynosiła 0,05 mglkg masy ciała. Rozpoczynano podawa-
nie leku w ] i 90 dniu życia. Każda następna dawka
winkrystyny byławyższa o 0,05 mg/kg masy ciała. Kró-
liki otrzymywały winkrystynę przez 5 kolejnych tygodni
a ostatnia dawka wynosiła 0,ż5 mglkg. Zwierzęta kon-
trolne w tych samych dniach otrzymywały odpowiednią
objętość fizjologicznego roztworu chlorku sodu. Zwierzę-
ta usypiano po 7 dniach lub po przeżycitl3 miesięcy po
podaniu ostatniej dawki leku.

W głębokiej narkozie otwierano klatkę piersiową,
wprowadzano kaniulę do części wstępującej aorty i roz-
poczynano perfuzję podając początkowo 20-100 ml roz-
tworu fizjologicznego soli w zależności od masy zwie-
rzęcia, a następnie płyn utrwalający tkankę, zawierający
roztwór ż,5Va paraformaldehydu i I,57a glutaraldehydu w
buforze kakodylowym o pH '7,4.Dla zapewnienia odpły-
wu płynu perfuzyjnego z łozyska naczyniowego, nacina-
no prawe uszko serca. Perfundowano po 7 zwierząt w
każdej z badanych grup. Po wydobyciu z czaszki mózgl
krojono w płaszczyźnie czołowej na poziomie skrzyżo-
wania nerwów wzrokowych oraz odejścia korzonków
nerwu językowo-gardłowego (IX). Pobierano fragmenty
tkanki zkory mózgu, podwzgórza i rdzenia przedłuzone-
go.Przez następne dwie godziny pobraną tkankę przecho-
wywano w płynie, którym uprzednio perfundowano zwie-
rzęta. Następnie płukano tkankę dwukrotnie w 0,1M
buforze kakodylowym o pH 7 ,4 przez 30 minut. Przeno-
szono do roztworu Zvo czterotlenku osmu w buforze ka-
kodylowym. Po odwodnieniu tkanki w szeregu rozcień-
czeń (30,40, 50, 60,70,80, 90, 96 i 1007o) alkoholu
etylowego i tlenku propylenu zatapiano ją w Eponie,
krojono na ultramikrotomie LKB i kontrastowano octa-
nem uranylu i cytrynianem ołowiu. Wybarwione skrawki
oglądano i fotografowano w mikroskopie elektronowym
JEOL 1200 Ex.

Wyniki i omówienie

Z wcześniejszych badań własnych wynika, że po
parenteralnym podaniu winkrystyny w ośrodkowym
układzie nerwowym królików obserwuje się zwy-
rodnienie komórek nefwowych (,,ciemne neurony")
(36) oraz nasilenie procesu apoptozy w komórkach
premitotycznych mózgu tych zwierząt (34, 35).

W obecnej pracy po podaniu winkrystyny, w ją-
drach wielu komórek występowały wtręty. Obecność
ich w komórkach nie wiązała się wyraźnie z wiekiem
zwierzęcia, ilością podanego leku lub badaną okolicą
mózgu. Obserwowano dwa podstawowe typy tych
zmian,. wtręty pęcherzowate i włókienkowe. Wtręty
pęcherzowate były to twory różnej wielkości o wy-
bitnie nieregularnym kształcie, odgraniczone od re-
szty jądra błoną zbudowaną z jednej lub dwóch
blaszek. Zawartość wtrętów stanowiła delikatnie
ziarnista lub kłaczkowata substancja, ale spotykano
także elektronowo puste wtręty pęcherzowatę. Cza-
sami jądra komórkowe zawierały kilka takich wtrę-
tów. Pojedynczo występujące wtręty były znacznych
rozmiarów , częściejjednak spotykano w jądrze kilka

małych wtrętów (ryc. I). Zlokalizowane były w
różnych okolicach jądra, ale nigdy nie wchodziły
w bezpośredni kontakt z błonąjądrową.

Ryc. 1. Liczne twory pęcherzowate wjądrze komórki nerwowej. Kora
mózgu. Króli k 42-dniowy,' Oł:i:roo"oa#iu p i ątej d awki winkrystyny.

Wtręty pęcherzowate są elektronowo-jasnymi
przestrzeniami jądra, różnego kształtu i wielkości,
otoczonymi jedno- lub dwublaszkową błoną. Pierwsi
opisali te zmiany Field i Peat (16) wyróżnialąc małe
pęcherzyki śródjądrowe z elektronowo-jasnym wnę-
trzem oraz rozległe wakule wypełnione kłaczkowatą
lub drobnoziarnistą substancją (białkową) . Zmtany
te występowały w korzę ciemieniowej starych szczu-
rów i autorzy lwńal1 że są one objawami starzenia
się komórki.

W kilka |at później identyczne zmiany znaleziono
w komórkach młodych szcnlrów podczas rozwoju
mózgtl co dało powód do przypuszczeń, że wtręty
pęcherzowate są wytazem aktywnego procesu róz-
nicowania się neuronów (11). Prowadząc badania
nad wpływem etylonitrozomocznika (ENU) na ośrod-
kowy ukiad nerwowy, Kroh (26) wykazała, żewtręty
pęcheruowate mogą występować w komórkach nie-
zależnie od wieku zwierzęcia. Obecne badania po-
twierdzają tę obserwację, ponieważpo podaniu win-
krystyny tego typu ztriany pojawiały się zarówno
l zwierząt młodych (7, 8 i l4-dniowych) jak i do-
rosłych (3 i 7-miesięcznych). Natomiast u zwieruąt
kontrolnych spotykano je sporady cznie.

Mechanizm powstawania wtrętów pęcherzowa-
tych w jądrach komórkowych nie jest znany. Su-
gefowano, że są one uwypukleniami wewnętrznej
blaszki błony jądrowej (54), i że tworzące się z
tych uwypukleń wakuoie (wtręty pęcherzowate)
uczestniczą w transporcie wody i elektroiitów mię-
dzy cytoplazmą a karioplazmą. Pierwszy hipotezę
tę wysunął Hinsch (21). Omówiono równteż zna-
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czenle tego mechanizmu dla bezpośredniego po-
wstawania wtrętów śródjądrowych po kilkuminuto-

jądra wielopłatowe lub wyraźnie zmieniony kształt,
"ńo"nu 

więĆ sądzić, żę nieza\eżnlę od typu czynnika

26.38, 56).

luźnym ułozeniu względem siebie (ryc. 3). Czasem

Ryc. 2. Wtręt włókienkowy typu pałeczkowatego (groty strzałek) w jłdrze

komórki nerwowej. Kora mózgu, królik 8-dniowy, ż4 godziny po podaniu
jednorazowej dawki winkrystyny.

Pow- 4000 x

Ryc, 3 Wtręty włókienkowe (groty strzałek) w jądrze komórki glejowej

pień mózgu Królik dorosły, 

ł,i;' J;_:"rd;;ł"jednorazowei 
dawki winkry-

podobne włókienka występowały nie tylko w jądrze
il" i w sąsiadującej z jądrem cytoplazmie (ryc. 4).

lub przecinających się pod kątem prostym tworząc
układ siatek i kratownic. Ten typ zmian spotykano

1894r. (28). Ultrastrukturę ich opisał porazpierwszy
Si 49). W zwo-
jo i wsp. two-
tz ódjądro było

zw ler ząl w tIę ty w łóki enkow e zn aj d ow ano w y łączni e
w komórkach nerwowych. Opisywano je jako wtręty
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Ryc 4. Wtręty włókienkowe (groty strzałek) w jądrze komórki nerwowej.
Podobne zmiany włókienkowe (strzałka) zlokalizowane w cytoplazmie

w pobliźu jądra. Kora mózgu. Królik 42-dniowy, 7 dni po podaniu piątej
dawki winkystyny. Pow. 3000 x

26 nanometrów i układały się po kilka w grupie.
Natomiast wtręty siateczkowate utworzone z krót-
kich, falistych włókienek, formowały oprócz siate-
czek lvŹno utkane pasma.

Wszystkie typy wtrętów włókienkowych wystę-
powały u królików, którym podano winkrystynę.
Nie zauwazono, aby wiek królików miał wytaźny
wpływ na występowanie tych zmian. Somosy i wsp.
(50) opisali gromadzenie się wtrętów włókienko-
wych po podaniu nie tylko winkrystyny ale równiez
winblastyny. Spotykano je poza tym w róznych sta-
nach pato]ogicznych (4,38,56) i po podaniu zwię-
rzętom różnych związków toksycznych (26, 5I).

Budowa chemiczna wtrętów włókienkowych nie
zo stała ostatecznie ustalon a. Kim i w sp. (24) uw ażali,
ze są one kompozycją określonych białek i lipidów.
W składzie aminokwasowym tych białek wykryli:
argininę, lizynę, histydynę, tyrozynę i tryptofan.
Badani surovskyego i wsp.
(29),a sp. (18) wykluczyły
obecno h (DNA i RNA) w
składzie ych.
Wystę (np. po

winkrys kienko-
wych w jądrze i w cytoplazmle było podstawą do
wysunięcia hipotezy, ze powstające w jądrze e|e-
menty włókienkowe mogą przenlkać przez błonę
jądrową do cytoplazmy (29,33). Nie zdołano jednak
dowieść słuszności tej hipotezy. Wielu autorów wią-

zało równiez obecność wtrętów włókienkowych w
jądrze z aktywnością metabo|iczną i czynnościową
komórki. Zauważono, że szereg czynników egzo-
gennych (np. prąd elektryczy) (19, 30, 4ż) wpły-
wając na wzrost poziomu cyklicznego AMP zwięk-
sza agregację białek włókienkowych (tubuliny) (37,
40, 57) i przyczynia się do powstania mikrotubul i
mikrofilamentów w cytoplazmie oraz wtrętów włó-
kienkowych w jądrze komórki (44, 45).

Winkrystyna jest lekiem, który wpływając na
aktywność cyklazy adenylanowej i wzrost cykltcz-
nego AMP w komórce (22, 4], 48), może dopro-
wadzać do powstawania wtrętów śródjądrowych.
Obecność w jądrze cytoplazmatycznych białek włó-
kienkowych, a wśród nich tubuliny wykazali Douvas
i wsp. (15), a następnie potwierdzili to Huang i
wsp. (23). Tripier-Darcy i wsp. (55) uwazają, że
białka te mogą być materiałem budulcowym wtrętów
śródjądrowych. Jezeli przyjąć, zgodnie z obserwa-
cjami Schwab i Schwab-Stey (43), ze w pobudzonej
komórce po podaniu winblastyny dochodzi do zwięk-
szenla przępuszczalności błony jądrowej dla niektó-
rych białek cytoplazmatycznych, to włókienkowe
wtręty śródjądrowe mogłyby powstawać w wyniku
agregacji tych białek w jądrze (55). Przy takim
ujęciu patomechanizmu wtrętów śródjądrowych,
mozna uznać wtręty pęcherzow ate za wakuole Llcze-
stnicz ące w tran sporcie bi ałek cy toplazmaty czny ch,
natomiast wtręty włókienkowe za wynik dyfuzji tych
białek z wakuoli do karioplazmy i agregacji ich do
włókienek i mikrotubul. Występowanie w niektó-
rych jądrach komórkowych po podaniu winkrystyny
wtrętów pęcherzowatych razem z wtrętami włókien-
kowymi wydaje się potwierdzać taŁ,l przebieg zdarzeń.
Można więc sądzić , że przy n admiernym pobudzeniu
komórki przęz dowolne czynniki endogenne lub eg-
zogenne (np. winkrystynę) przemieszczanie się do
jądra zbyt duzych ilości białek cytoplazmatycznych
może prowadzić do nieodwracalnych zmian w ka-
rioplazmie i przyczyniać się do zwyrodnienia ko-
mórki.
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A. LASOTA-MOSKALEWSKA: Podstawy archeo,
zoologii. Szczątki ssaków. Wyd. Naukowe PWN,
Warszawa 1997, str. 232, Cena 30 zł. ISBN 83,01,
-12260-9

Archeozoologia jest dyscypliną stosunkowo młodą,
zalmującą się badaniem wykopaliskowych szczątków
Zwierzęcych takich jak kości, zęby, skóry, włosy itp. Na
podstawie tych badań mozna prześledzić nie tylko skład
gatunkowy zwierząt, które wchodztły w krąg zaintereso-
wań ludzi dawnych epok, jako źródło mięsa czy skór, bądź
obiekty ofiarne, ale także zmiany morfologiczne, którym
one podlegały na przestrzeni dziejów, stopnia zaawanso-
wania procesu udomowieniaoraz stanu gospodarki i roz-
woju kulturowego człowieka. Mozna również dość pre-
cyzyjnie ustalić wiele stanów patologicznych, które były
udziałem zwierząt dawnych epok.

Badanie szczątków zwierzęcych wymaga głębokiej
wiedzy, przede wszystkim z zakresu morfologii i patolo-
gii, stąd ttdztał lekarzy weterynarii, głównie anatomów.
Pionierską dztałalność w tej dyscyplinie rozpoczął ana-
tom szwajcarski Ludwik Riitimayer (1860 r.). Nalezą do
nich takze liczni polscy badacze, spośród których warto
w ymienić : Kazimier za My c zko w sk ie go, Kazimierza
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trudu prof. dr hab. A. Lasota-Moskalewska. Jest to pier-
wSZe opracowanie tego typu w języku polskim, zktórego
autorka wywlązała się doskonale.

Ksiązka jest dziełem oryginalnym, o duzych walorach
naukowych i dydaktycznych, W treści jest charaktery-
styka róznych rodzajów szczątków zwierzęcych (szczątkt
pokonsumpcyjne, szczątk\ zwięrząt ofiarnych, wyroby z
Surowca pochodzenia ZwierzęCego), miejsca ich wystę-

powania oraz stan zachowania i wartość źródłową. W
treści zawarta jest krytyczna ocena metod stosowanych
w archeozoologii. Końcowa część podręcznlka jest po-

święcona metodom interpretacji i ocenie wartości źródłowej

wykopaliskowych szczątków zw ierzęcy ch,
Książka jest napisana językiem zwięzłym, komunika-

tywnym, bardzo dobrze ilustrowana (ż52 ryciny) oraz

dokumentowana 4ż tabelami i zestawieniami. zawiera
spis 120 pozyc;l cytowanego piśmiennictwa, z częEo 98

pozycjl to prace oryginalne. Posługiwanie się podręczni-
kiem ułatwi a zamieszczony na końcu indeks terminów.

Mimo, że książka jest przeznaczona głównie dla ar-

cheologów, studentów archeologii oraz anatomów wete-
rynaryjnych, to zawiera wiele informacji wartościowych
dla grona odbiorców, równiez o podłozu humanistycz-
nym. Podaje bowiem dane nt. przeszłości zwierzą! ich
ewolucji, zmian morfologicznych, którym podlegały, po-

chodzenia i udomowienia.
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