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WSTEP

Organizm cztowieka sklada si¢ w wigkszosci z wody, ktéra u kobiet stanowi
okoto 52% masy ciata, a u m¢zczyzn okoto 63% masy ciala. Woda w organizmie wy-
stepuje w postaci ptyndéw ustrojowych. Plyny ustrojowe dzielg si¢ na trzy grupy ze
wzgledu na przestrzen, ktéra wypelniaja. Pierwsza grupa to plyn przestrzeni wewnatrz-
komorkowej, druga to plyny przestrzeni zewnatrzkomorkowej, do ktérych miedzy in-
nymi mozemy zaliczy¢ osocze krwi czy ptyn tkankowy [1] oraz trzecia grupa zwigzana
z przestrzenia transkomorkowa, do ktérej zaliczamy plyn modzgowo-rdzeniowy

(tac.:liqguor cerebrospinalis; ang.:cerebrospinal fluid) [2].

Pierwsze wzmianki dotyczace plynu moézgowo-rdzeniowego pochodzg z XVIII
wieku, kiedy to wtoski lekarz Domenico Cotugno podczas sekcji zaobserwowal ptyn
otaczajacy mozg i rdzen kregowy [3.4]. Odkrycie to zapoczatkowato badania nad ply-
nem moézgowo-rdzeniowym. Przelomowy okazuje sie wiek XIX, kiedy w roku 1827
francuski lekarz Francois Magendie potwierdza swoimi badaniami tagczno$¢ migdzy
komorami mdzgu, przestrzenia wokét moézgu i rdzenia kreggowego a przestrzenia podpa-
jeczyndéwkowa [5]. Kolejng wazng datq jest rok 1853, w ktorym Luschka stawia hipote-
zg, 1z sploty naczynidwkowe wytwarzaja plyn mézgowo-rdzeniowy [6]. Rok 1876
przynosi informacje, ze ptyn mézgowo-rdzeniowy wchianiany jest do uktadu zylnego w
ziarnistosciach pajeczynowki [7]. Kolejne lata dostarczaja nowych informacji na temat

pltynu mézgowo-rdzeniowego.

Ciagly postgp w dziedzinie nowych technologii umozliwia powstawanie dosko-
nalszych narzgdzi pomiarowych, za pomoca ktérych badamy plyn mozgowo-
rdzeniowy. W zwiazku z powyzszym, wiedza dotyczaca plynu, jaka na przestrzeni wie-
lu lat uzyskano w wyniku prowadzonych badan naukowych jest nieustannie weryfiko-

wana lub uzupetniana o nowe fakty.

Plyn mézgowo-rdzeniowy powstaje w mozgu, w sposob ciagly. Dobowa pro-
dukcja u dorostego cztowieka szacowana jest na okoto 500-600ml [8-11]. Za produkcje
pltynu mdzgowo-rdzeniowego odpowiadajg gldwnie sploty naczynidwkowe mozgu [12]
(Ryc.1), ktére wytwarzaja go z osocza krwi [13] oraz wysciotka uktadu komorowego

[14]. Sploty naczyniowkowe znajduja si¢ w komorach mézgu (Ryc.2).



Ryc.1. Fragment splotu naczyniéwkowego [15].
1 - nabfonek ztozony z komérek
2 - drobne naczynia krwionosne

Ryc.2. Sploty naczyniéwkowe komér mézgowych [15].

1 - splot naczyniéwkowy komory bocznej

2 - splot naczynidwkowy komory trzeciej

3 - splot naczyniéwkowy komory czwartej
Komory mézgu sa ze soba potaczone (Ryc.3). Ptyn mézgowo-rdzeniowy wytwarzany
przez sploty naczyniowkowe komor bocznych przeptywa do komory trzeciej, dalej
przez wodociag mézgu dostaje si¢ do komory czwartej. Z ostatniej komory ptyn wy-
ptywa przez dwa boczne otwory Luschki i srodkowy Magendiego. Po wyplynigciu z

czwarte] komory plyn rozptywa sig, czes¢ plynie w kierunku kanatu kregowego, a czes$¢

kieruje si¢ do przestrzeni podpajeczynéwkowej na podstawie mozgu [8,10].



Widok z boku — lewa strona. Widok z przodu.

N

Ryc.3. Potgczenia komdér mézgowych [15].
| - pierwsza komora boczna mézgu,
I - druga komora boczna mézgu,

1l - trzecia komora mozgu
IV - czwarta komora mézgu

Przemieszczanie si¢ ptynu mézgowo-rdzeniowego jest procesem bardzo skomplikowa-
nym, na ktéry wptyw ma praca serca oraz proces oddychania [16]. W przypadku gdy
serce kurczy sie, krew plynie do przestrzeni podpajeczyndéwkowej i uciska mozgowie,
w wyniku czego zmniejsza si¢ objetos¢ uktadu komorowego. Plyn jest wypychany z ko-
mor i plynie w dot rdzenia kregowego. Gdy serce rozkurcza sie, proces jest odwrotny.
Uwzgledniajac ruch ptynu w trakcie wydechu w kierunku glowy, a przy wdechu w
strong rdzenia [17], ustalenie jednego chwilowego kierunku przeptywu jest bardzo trud-
ne. Trzeba jeszcze uwzgledni¢ wymuszony kierunek ruchu ptynu w miejsca, gdzie jest
wchlaniany do krwioobiegu — ziarnistosci i kosmki pajeczynowki, wynikajacy z dobo-
wej nadprodukcji ptynu w stosunku do objgtosci przestrzeni, ktdorg moze zajmowac
(okoto 100-150ml) [8,9,11,16,18].

Ryc.4. Cyrkulacja ptynu mézgowo-rdzeniowego wokdt mézgu i rdzenia kregowego [15].



Biorac pod uwage wyzej wymienione informacje stwierdzono, ze ptyn médzgo-
wo-rdzeniowy po opuszczeniu komoér moézgowych oplywa rdzen kregowy i1 mozg
(Ryc.4), kierujac si¢ w wigkszosci do przestrzeni podpajeczynowkowej mozgu, gdzie
jest wechtaniany do krwi.

Plyn mozgowo-rdzeniowy, ze wzgledu na swoje umiejscowienie w organizmie
cztowieka, otaczajac mdzg i rdzen kregowy, w sposob naturalny pelni rolg amortyzato-
ra, chroni mozg i rdzen kregowy przed urazami mechanicznymi [8].

Mozg jest ,,zawieszony” w cieczy, dziata wigc na niego sita wyporu - zgodnie z prawem
Archimedesa. W efekcie dzialania sily wyporu zmniejsza si¢ cigzar mozgu, a ptyn za-
chowuje sie jak poduszka amortyzacyjna.

Plyn mozgowo-rdzeniowy pelni rolg kompensacyjna wobec cis$nienia wewnatrz-
czaszkowego. W przypadku, gdy wzrasta ci$nienie krwi wewnatrz czaszki, ptyn moz-
gowo-rdzeniowy dzigki swojemu krazeniu, posiada mozliwos$¢ cofnigcia si¢ do kanatu
rdzenia kregowego i w efekcie wyrdwnuje wzrost ci$nienia [14].

Plyn moézgowo-rdzeniowy nieustannie przemieszcza si¢ wzdtuz rdzenia krego-
wego oraz mdzgu, a wraz z nim ptyng sktadniki odzywcze do tkanek uktadu nerwowe-
go. Tym samym ptyn pelni rol¢ transportowa [19].

Plyn odpowiedzialny jest réwniez za usuwanie produktéw przemiany metabolizmu

mozgu, co wiaze si¢ z transportowaniem tych produktéw do krwioobiegu [8].

Przebieg procesow zwigzanych z krazeniem oraz wchianianiem ptynu moézgo-
wo-rdzeniowego zalezy od wilasciwosci ptynu. W tabeli I zamieszczono wartosci wy-

branych parametréw fizyko-chemicznych prawidlowego plynu mézgowo-rdzeniowego.

-Il/-vaa?til.?ci IWybranych parametrow charakteryzujgcych prawidfowy ptyn mézgowo-rdzeniowy

Parametr Warto$é parametru

Barwa wodojasny [20]
Ciepto wtasciwe 4178 J/kgK [21]
Gestos¢ 1004 - 1007 kg/m®>  [22,23]
Konduktywnos¢ 1,79 S/m [24]
Lepkos¢ 0,7-1,0 mPa's [25]
Odczyn pH 7,33-7,35 [23]
Przewodno$&¢ cieplna 0,623 W/mK [21]
Rezystywnos¢ 0,80 Om —dla 50 kHz [26]
Zapach bezwonny [27]




Wiasciwosci ptynu zaleza od jego budowy i sktadu. Ptyn mézgowo-rdzeniowy zbudo-
wany jest w 99% z wody, w ktorej znajduja sie miedzy innymi jony chlorkowe (CI'),
magnezowe (Mg2+), potasowe (K "), sodowe (Na") czy wapniowe (Ca2+) [28], odpowia-
dajace za procesy elektrolityczne w plynie mézgowo-rdzeniowym.

Pozostata czg$¢ plynu, to obiekty w nim zawieszone, do ktorych zaliczymy gléwnie

elementy komoérkowe i biatka [29-31].

Stwierdzono szczegdlng istotng zalezno$¢ miedzy wihasciwosciami ptynu mozgo-
wo-rdzeniowego, a stanem chorobowym pacjenta w przypadku 6 parametréw charakte-
ryzujacych plyn. Zaliczono do nich: barwe/mgtnosé, stezenie chlorkow, stezenie biatka
catkowitego i immunoglobulin, st¢zenie glukozy oraz liczbe komdrek wystepujacych
w plynie. Dla wymienionych parametréw ustalono normy (Tabela II), w oparciu, o ktd-

re stwierdzamy czy ptyn mézgowo-rdzeniowy jest prawidlowy czy patologiczny.

-lll-lzl:t?)l.?ci Irleferencyjne podstawowych parametréw dla prawidtowego ptynu mézgowo-rdzeniowego
Parametr Norma
Barwa/Metnos¢ wodojasny, przejrzysty [32]
Stezenie biatka catkowitego i immunoglobulin 0,2-0,4 49/ [32]
Stezenie chlorkow 110 - 129 mmol/l [33]
Stezenie glukozy 2,2 - 3,8 mmol/l [32]
Stezenie komorek 0-2 komérkih (najezesce mfocyty) 132

Stan chorobowy pacjenta wptywa na zmiane wartosci parametrow wymienio-
nych w tabeli II. Zaleznie od rodzaju stanu chorobowego obserwuje sie rézne wartosci
parametrow. W tabeli Il przedstawiono normatywne wartosci parametrow ptynu pato-
logicznego, opisujace dwa wybrane, przykladowe stany chorobowe: ropne zapalenie

opon mézgowo-rdzeniowych oraz wirusowe zapalenie opon mézgowo-rdzeniowych.

Tabela lll
Wartosci parametréw ptynu mézgowo-rdzeniowego w zaleznosci od rozpoznania klinicznego [32]
Rozpboznanie Wvalad Biatka Glukoza Elementy komoérkowe
p yola gll mmol/l liczba/ul
Ptyn prawidtowy Przejrzysty 0,2-0,4 22-38 0-2
. >1000
Ropne zapalenie Metny >1 <1 leukocyty

opon mézgowo-rdzeniowych wielojadrzaste

Wirusowe zapalenie . 0-100
opon mézgowo-rdzeniowych Przejrzysty <08 25 limfocyty




Stwierdzono, ze niektore wartosci parametréw w réznych stanach chorobowych sa po-
dobne, a nawet takie same, np. wyglad ptynu patologicznego w przypadku wirusowego
zapalenia opon mdzgowo-rdzeniowych jest taki sam jak plynu prawidtowego (Tabela
III). Dlatego rozpoznanie stanu chorobowego opiera si¢ na jednoczesnej analizie warto-

$ci wszystkich badanych parametrow.

Im wigcej znamy parametrow opisujacych ptyn, tym doktadniejszy opis ptynu

mozna przedstawi¢, dlatego kazdy nowy parametr przyczynia si¢ w konsekwencji do
doktadniejszego rozpoznania stanu chorobowego pacjenta.
Jednakze we wstepnej fazie diagnozowania stanu chorobowego pacjenta, w przypadku
podstawowych badan diagnostycznych, zbyt duza ilo$¢ okreslanych i analizowanych
parametrow, powoduje wydluzanie si¢ czasu trwania przeprowadzanych badan oraz
moze prowadzi¢ do tego, ze wyniki badan staja sie nieczytelne i utrudniaja postawienie
poprawnej diagnozy.

Opracowujac nowg metode pomiarowa lub ulepszajac istniejaca np. przez okre-
$lanie dodatkowych parametréw, powinni§my mie¢ na uwadze dobro pacjenta oraz ce-
chy charakteryzujace dobra metode - prostota, szybkos¢ i skutecznos¢.

Jednym z parametréw uzywanych w diagnostyce plynu mézgowo-rdzeniowego jest,
okreslana metoda mikroskopowa, liczba komorek w nim wystepujacych [32]. Metoda ta
wymaga odpowiedniego przygotowania preparatu, na ktére sktada si¢ miedzy innymi
barwienie wptywajace na calkowity czas pomiaru.

W pracy przedstawiono metod¢ pomiarowa umozliwiajaca skrocenie czasu okreslenia
liczby obiektow wystepujacych w plynie mézgowo-rdzeniowym oraz pozwalajaca uzy-
ska¢ dodatkowe informacje na temat ich parametrow geometrycznych, ktére to maja

wplyw na wlasciwoscei plynu.

Plyn mézgowo-rdzeniowy, ktorego gtdéwnym sktadnikiem jest woda wraz z za-
wieszonymi w nim obiektami tworzy osrodek dyspersyjny, ktorego wlasciwosci zalezg

od parametrow obiektow.
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1. PLYN MOZGOWO-RDZENIOWY - OSRODEK DYSPERSYJNY

Uktadem dyspersyjnym nazywamy uklad dwoch faz, w ktorym jedna jest faza
ciagla (rozpraszajaca) a druga faza rozproszona [34], np.: kosmetyki — thuszcze w wo-
dzie, lekarstwa — czynnik aktywny w obojetnym czy krew — leukocyty w osoczu.

W przypadku ptynu moézgowo-rdzeniowego faze rozproszona tworzg obiekty w nim
zawieszone. Zaliczymy do nich gldwnie biatka np. transferyna, hemopeksyna [30] czy
albumina [35] oraz komorki, wsrdd ktérych mozemy wymieni¢ komoérki jednojadrzaste,
wielojadrzaste czy nowotworowe [8]. Faze ciagla stanowi 99% wody, bedacej sktadowa
ptynu mézgowo-rdzeniowego.

Uktady dyspersyjne posiadajg rozne wlasciwosci, ktére zaleza od stopnia rozdrobnienia
i jednorodnosci obiektéw (wielkos¢, ksztalt) fazy rozproszonej oraz od samego stanu
fazy rozproszonej i rozpraszajacej. Roznorodnosé uktadéw dyspersyjnych wystepuja-
cych w przyrodzie wymusila stosowanie wielu rodzajow podziatéw uktadow dyspersyj-

nych.

Klasyfikacja osrodkow dyspersyjnych
Uktady dyspersyjne mozemy podzieli¢, ze wzgledu na jednorodno$¢ rozmiardw
obiektow fazy rozproszonej na:
- monodyspersyjne (jednorodne), obiekty rozproszone maja takie same rozmiary,
- polidyspersyjne (niejednorodne), obiekty rozproszone maja rézne rozmiary (Ryc.5)

Ptyn mozgowo-rdzeniowy zaliczamy do grupy ukladéw polidyspersyjnych.

Uktad monodyspersyjny Uktad palidyspersyjny

@

O
——  Faza rozpraszajaca

—
o © e D

O F |,
{:} 7 dZd roZproszona §£D o O
-

o

Ryc.5. Podziat uktadéw dyspersyjnych ze wzgledu na jednorodno$c fazy rozproszonej [36].

Inny podziat uktadéw dyspersyjnych zwigzany jest z rozmiarami obiektéw fazy

r0Zproszone;.
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W tym przypadku uktady dyspersyjne podzielono na trzy rodzaje uktadéw: roztwory
rzeczywiste, koloidy i zawiesiny (uktady mechaniczne) [37].

Obiekty o rozmiarach ponizej 1nm tworza roztwory rzeczywiste. Obiekty majq
rozmiary zblizone do rozmiarow pojedynczych czasteczek zwiazku fazy rozpraszajace;j,
uktad dwoéch faz stwarza wrazenie jednorodnego pod wzgledem wielkosci czasteczek
tworzacych ten uktad.

Obiekty w zakresie od Inm do 100nm [38] (zaleznie od Zrdédia: do 500nm a na-
wet 1000nm) tworza uklady koloidalne [38-40]. Koloidy sa wszechobecne w naszym
srodowisku, zaczynajac od atmosfery, w ktdérej wystepuja mgly, chmury czy kurz po-
przez wode - zanieczyszczenia, dalej zywnos¢ - mleko, farmaceutyka - antybiotyki [41],
czy konczac na organizmie czlowieka, gdzie koloidami sa migdzy innymi paznokcie,
wlosy, 261¢, osocze krwi czy ptyn mézgowo-rdzeniowy. W przypadku ptynu moézgowo-
rdzeniowego faza rozproszona sq biatka w nim wystepujace, ktoérych rozmiary wahaja
si¢ od 1,5nm do 12,4nm, np. prealbumina — 3,28nm, aldolaza — 4,.81nm czy beta-
lipoproteina — 12,4nm [30].

7, wyzej wymienionych przykladow wynika, ze roztwory koloidalne wystepuja w rdz-
nych stanach skupienia. W tabeli IV przedstawiono przykladowe koloidy dla r6znych

stanow skupienia.

Tabela IV
Przyktady koloidéw w zalezno$ci od stanu skupienia faz [38]
Osrodek rozpraszajacy Osrodek rozpraszany Przyktad
Gaz Gaz
Ciecz Mgta, Chmury
Ciato state Dym, Kurz
Ciecz Gaz
Ciecz Emulsje
Ciato state Zole
Ciato state Gaz Piany
Ciecz Piany
Ciato state Zole state

Zawiesiny (uktady mechaniczne) powstaja wtedy, gdy rozmiary obiektow fazy

rozproszonej przyjmuja wartosci z zakresu 107 - 107m [42].

Faza rozproszong w uktadach dyspersyjnych moga by¢ obiekty o roznych roz-
miarach oraz rdznej budowie chemicznej i fizycznej. Obiekty te moga znajdowac si¢ w
réznych stanach skupienia. Ta réznorodnosé powoduje, ze procesy fizyko-chemiczne

zachodzace w uktadach dyspersyjnych sa skomplikowane i przebiegajq zaleznie od wia-
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Sciwosci obiektow rozproszonych. Jednak podstawowe prawa fizyko-chemiczne i za-
chodzace zgodnie z nimi procesy sa takie same, niezaleznie od rodzaju uktadu dysper-
syjnego. Nalezy tylko pamieta¢ o indywidualnym podejsciu do kazdego przypadku.

Wsréd wielu proceséw zachodzacych w uktadach dyspersyjnych mozemy wymienié:

Ruchy Browna

Obiekty zawieszone w plynie moézgowo-rdzeniowym sq w ciaglym chaotycznym ruchu,
na ktéry sktadajq si¢ ruch postepowy, obrotowy i oscylacyjny. Pierwszy raz taki ruch
zaobserwowal w 1827 roku Brown [38]. Na poczatku wieku XX w latach 1905 - 1906
teorie ruchéw Browna niezaleznie od siebie stworzyli Einstein i Smoluchowski [43].
Ruchy Browna maja charakter molekularno-kinetyczny. Obiekty koloidalne nieustannie
zderzaja si¢ z czasteczkami osrodka dyspersyjnego. Jezeli wypadkowy moment pedu
jest rézny od zera, to obiekt doznaje przesuniecia. Srednie kwadratowe przesuniecie

mozna wyliczy¢ ze wzoru (1) [38]:

gz_ﬂ f
N, 3znr

(1)

gdzie:
x2 - kwadrat $redniego rzutu drogi obiektu na wybrang o$
R - stala gazowa
T - temperatura bezwzgledna
N4 - liczba Avogadra
t - czas obserwacji
n - wspdtczynnik lepkosci osrodka dyspersyjnego
r - promien obiektu

Obiekt, ktory wykonuje ruch posiada energi¢, w przypadku ruchu postepowego opisana

ona jest wyrazeniem (2):

1 mi’ = 3 kT (2)
2 2
gdzie:
m - masa obiektu
u - $rednia predkosé
k - stala Boltzmanna
T - temperatura bezwzgledna
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Obiekty oprécz ruchu postgpowego wykonuja jeszcze ruch rotacyjny i oscylacyjny,
wigc istnieje energia kinetyczna tych ruchow. Catkowitg energi¢ kinetyczng ruchu zapi-

sujemy wzorem [44]:

E = EkP + EkR + Ek() 3)
gdzie:
E,. - energiakinetyczna catkowita
E,, - energiaXkinetyczna ruchu postepowego
E,, - energiakinetyczna ruchu rotacyjnego
E,, -energia kinetyczna ruchu oscylacyjnego
Dyfuzja

Dyfuzja jest zwigzana z ruchami Browna. Obiekty bedace w ciaglym ruchu tworza lo-
kalne nieciagtosci. Efektem tego sa réznice stezen obiektow wewnatrz uktadu dysper-
syjnego. Zjawisko przeplywu obiektow wywotane gradientem stezenia nazywamy dy-
fuzja stezeniowa [38]. Ruch dyfuzyjny odbywa si¢ od stezen wiekszych do mniejszych

az do stanu rownowagi [45] pod wptywem sity dyfuzji F)p - rOwnanie 4.

Fo==y ©

gdzie:

Fp - sita dyfuzyjna

R - stala gazowa

T - temperatura bezwzgledna
N, -liczba Avogadra

¢; - stezenie roztworu

x -droga na jakiej dziala sila

Dyfuzja moze by¢ stata lub zmienna w czasie. Jezeli strumien dyfuzji objg¢tosciowej jest
staly w czasie to do opisu procesu dyfuzji stosuje si¢ I prawo Ficka, ktore wyraza si¢

wzorem [34]:

J=-DVc, (5)
gdzie:

J - przeptyw obiektow przez jednostkowa powierzchni¢ w jednostce czasu
D - wspdtczynnik dyfuzji
¢; - stezenie roztworu

V - operator nabla: V= i}i)i
Ox 0Oy

oz
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Wektor strumienia dyfuzji pokazuje, w ktora strone poruszaja si¢ obiekty [46]. W przy-
padku gdy strumien dyfuzji obj¢tosciowej zmienia si¢ w czasie, to stosujemy Il prawo

Ficka [34]:

—L=DV’c (6)

gdzie:

t -czas
D - wspdtczynnik dyfuzji
¢; - stezenie roztworu

V -operator nabla: V= i,i,i

Ox 0y Oz
Jezeli strumien dyfuzyjny wywotany jest gradientem temperatury, to wspotczynnik dy-
fuzji D nalezy przemnozy¢ przez bezwymiarowa wielkos$¢ k7 (stosunek termodyfuzyj-

ny). lloczyn k7D nazywamy wspotczynnikiem termodyfuzji [47].

Wspdtezynnik dyfuzji D wigze sie $cisle z wspdtczynnikiem lepkosci:

RT 1
D= )
N, 6xnr
gdzie:
D - wspdtezynnik dyfuzji
R - stala gazowa
T - temperatura bezwzgledna
N4 -liczba Avogadra
n - wspolczynnik lepkosci
r - promien obiektu
oraz z przesuni¢ciem obiektu w ruchach Browna, opisanym wzorem (8) [38]:
X’ =2Dt (8)
gdzie:
x? - kwadrat $redniego rzutu drogi obiektu na wybrang o$
D - wspotczynnik dyfuzji
{ -czas
Koalescencja

Migdzy obiektami w uktadach dyspersyjnych wystepuja oddzialywania, ktore charakte-

ryzuja si¢ przyciaganiem lub odpychaniem, w zaleznosci od rodzaju oddziatywania.
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Efektem dzialania tych sit jest wypadkowa sita, o okreslonej wartosci, zwrocie i kierun-
ku dziatania. Jezeli w oddziatywaniach przewazajq sily przyciagajace to obiekty daza do
polaczenia si¢. Proces, w ktorym obiekty tacza si¢ i wypychaja przylegajaca do nich
faze rozpraszajacq nazywamy koalescencja [38].

Flokulacja

Laczenie si¢ obiektéw w agregaty (skupiska obiektéw) przy zachowaniu swojej odreb-
nosci nazywamy flokulacja [38]. Jest to proces nietrwaty. Mozemy go odwrdci¢ np.
przez mieszanie [48]. Obiekty tacza si¢ i rozpadaja. Liczba agregatéw oraz liczebnosé
obiektéw w skupiskach zmienia si¢ w czasie.

Proces flokulacji opisuje rownanie kinetyczne (9) [38]:
n-1
8
ANV (9)

gdzie:

cn - stezenie n-obiektowych agregatow

¢, - stezenie poczatkowe pojedynczych obiektow
t -czas

r - czas polowicznej koagulacji

Flokulacja przebiega w ukladach z r6zng szybkoscia. Rozrézniamy dwa rodzaje floku-
lacji: powolng i1 szybka. Czas flokulacji zalezy od wspdtczynnika dyfuzji, promienia
obiektu 1 stezenia w jednostce objetosci, i dla flokulacji szybkiej wyraza sie wzorem
[38]:

1

= (10)

1
t=—
B 4nDrV,

gdzie:

t -czas

[ - stala szybkosci flokulacji
D - wspdtezynnik dyfuzji

r - promien obiektu

Vo - stezenie w objetosci Vy

Natomiast dla flokulacji powolnej ma postaé [38]:
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1 1
[=— = ——
ZB  AxZDrV, an
gdzie:

{ -czas

Z - ulamek liczby zderzen obiektéw prowadzacych do polaczenia sig
[ - stala szybkosci flokulacji

D - wspotczynnik dyfuzji

r - promien obiektu

Vy - stezenie w objetoscei V)

Koagulacja
Flokulacja moze przejs¢ w koagulacje. Proces nieodwracalnego laczenia si¢ matych
obiektéw w duze nazywamy koagulacja [39]. Efektem tego jest wytracenie si¢ zwartej
fazy obiektow [48].

Przebieg wyzej wymienionych procesow zalezy gléwnie od struktury fazy roz-
proszonej, stezenia ilosciowego i objetosciowego obiektéw oraz ich rozmiaréw.

Doktadne poznanie struktury fazy rozproszonej pozwala przesledzi¢ procesy za-
chodzace w uktadzie dyspersyjnym, a w konsekwencji doktadniej opisa¢ whasciwosci
samego ukladu.

Faz¢ rozproszona w przypadku plynéw ustrojowych mozna scharakteryzowac
morfometrycznymi parametrami, opisujacymi geometrie poszczegolnych obiektow.

Parametry morfometryczne dzielg si¢ na dwie grupy:

- parametry pojedynczych obiektow, zwiazane z osobniczymi geometrycznymi
wlasciwosciami obiektu, na przyktad: pole powierzchni obiektu, dtugos¢ obwo-
du obiektu, srednica Fereta, srednica zastgpcza czy szerokos$¢ lub dlugosé obiek-

tu [49],

- parametry zbiorcze obiektow, ktore okreslajq wlasciwosci fazy rozproszonej, na
przyktad: sumaryczne wzgledne i bezwzgledne pole powierzchni obiektow, su-
maryczna dhugos¢ wzgledna i bezwzgledna obwoddéw obiektéw, gestosé liczbo-

wa obiektéw oraz liczba obiektow [49].

Do opisu pojedynczych obiektdw stosuje si¢ rdwniez geometryczne wspdtczyn-
niki ksztattu, do ktérych zalicza si¢ migdzy innymi: wspdtezynnik kolistosci, eliptycz-

nosci, pofatdowania czy Sredniej grubosci obiektu [49].
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W celu pordwnywania obiektoéw o réznych ksztattach, a tak jest w przypadku

pltynu mozgowo-rdzeniowego, stosuje sie srednice zastepcza obiektu (srednica okregu o

polu powierzchni rownym polu obiektu — Ryc.6).

Ryc.6. Srednica zastepcza obiektu - $rednica okregu o polu powierzchni réwnym polu obiektu [36].

Kolejnym parametrem, ktory wykorzystuje si¢ przy poréwnywaniu osrodkow

dyspersyjnych jest prawdopodobienstwo wystegpowania obiektu o okreslonej srednicy

zastepczej. W oparciu o prawdopodobienstwo wystepowania obiektéw o okreslonych

wiasciwosciach tworzy si¢ wykresy rozkladow prawdopodobienstwa wystepowania

obiektéw (Ryc.7), ktéore umozliwiaja w przejrzysty sposob porownywanie roéznych

osrodkow.
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Ryc.7. Procentowy rozkiad Srednic zastepczych obiektéw wystepujgcych w osrodku dla dwdch réznych stezen obiek-
téw [50].

Istnieje wiele réznych parametréw charakteryzujacych osrodek dyspersyjny.

Jednakze kazdy nowy okreslony parametr przyczynia si¢ do pelniejszego opisu

wiasciwosei osrodka. W przypadku ptynu mozgowo-rdzeniowego stanowi to dodatko-

wa informacjg, ktorag mozna wykorzystac przy opisie stanu chorobowego pacjenta.
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2. PODSTAWOWE PARAMETRY CHARAKTERYZUJACE PLYN
MOZGOWO-RDZENIOWY

Plyn mézgowo-rdzeniowy jest ptynem ustrojowym Scisle zwiazanym z osrod-
kowym ukltadem nerwowym (OUN). Zmiany ilosciowe w skladzie prawidtowego ptynu
moézgowo-rdzeniowego sq wskaznikiem wielu standw chorobowych. Ze wzgledu na
miejsce wytwarzania plynu oraz funkcje pelnione w organizmie cztowieka, gtdéwnie sa
to choroby zwiazane z uktadem nerwowym, np. zapalenie opon moézgowo-rdzeniowych,

guz mozgu czy zatory mdzgowe [8].

W celu okreslenia zmian wartosci parametrow charakteryzujacych plyn mézgo-
wo-rdzeniowy przeprowadza si¢ badania analityczne, mikrobiologiczne oraz cytolo-
giczne [51]. Material do badan uzyskuje si¢ od pacjentow poprzez dokonanie punkcji,
stosujac naklucie podpotyliczne, naklucie komory bocznej mozgu (u niemowlat) lub
najczescie] stosowane naktucie ledzwiowe [52]. Pacjent, w tym ostatnim przypadku,
jest w postawie ,,wygigtych plecow” — przyjmuje pozycj¢ siedzaca z opuszczong glowa
i regkami opartymi o st6l ewentualnie o podudzie lub lezaca na boku, z podkurczonymi
nogami i rekami oraz przyciagnigta gtowa do klatki piersiowe;.

Naktucie kanalu krggowego nastepuje w miejscu, ktore pozwala zminimalizowaé
uszkodzenie rdzenia kreggowego, miedzy trzecim a czwartym kregiem ledzwiowym [53]
lub czwartym a pigtym [54].

Jednorazowo, jezeli jest to mozliwe, pobiera si¢ okoto 5 - 10ml [54] plynu moézgowo-
rdzeniowego, dzielac go na trzy prébki [51] przeznaczone do réznych badan laborato-
ryjnych.

Pobrany ptyn mézgowo-rdzeniowy wstepnie bada si¢ pod katem szesciu podstawowych
parametréw: barwy, metnosci, stezenia chlorkow, stezenia glukozy, stezenia bialka cat-
kowitego i immunoglobulin oraz cytozy. Na podstawie wartosci referencyjnych tych

parametrow (Tabela II) okresla si¢ czy ptyn jest prawidlowy czy patologiczny.

Barwa
Barwe plynu mézgowo-rdzeniowego okreslamy organoleptycznie, wykorzystujac skale
barw wynikajacaq z witasciwosci ptynu mézgowo-rdzeniowego oraz proceséw fizyko-

chemicznych zachodzacych w plynie. Stosujac barwy - odcienie zblci, czerwieni oraz
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barwy taczonej mleczno-zétte] opisujemy zabarwienie probki ptynu [55]. Prawidlowy
ptyn mézgowo-rdzeniowy jest bezbarwny, podobny barwa do czystej wody [56]. Barwa
odbiegajaca od normy jest rezultatem obecnosci innych obiektow w plynie np. elemen-
tow morfotycznych krwi lub zwigkszonego stgzenia sktadnikoéw, z ktorych zbudowany
jest plyn.
Stan chorobowy pacjenta ma wptyw na sktad ptynu mézgowo-rdzeniowego, a to wigze
si¢ z okreslona barwa ptynu:
- Zabarwienie czerwone, od jasnej czerwieni po ciemna
Barwa taka §wiadczy o obecnosci krwi w ptynie mozgowo-rdzeniowym, natomiast
intensywnos$¢ barwy o jej ilosci w plynie. Krew dostaje si¢ do ptynu na dwa sposo-
by; w wyniku krwawienia podpajeczynowkowego lub zostata wprowadzona do nie-
go podczas punkcji, w wyniku uszkodzenia naczyn oponowych [57]. Roznica mig-
dzy plynem z krwia, ktora dostata sie do niego w wyniku punkcji a ptynem z krwia,
ktéra dostaje si¢ do niego w przypadku stanow patologicznych polega na tym, ze
ptyn z krwia wprowadzong podczas punkcji podczas pobierania do kolejnych pro-
béwek oczyszcza sig, a po odwirowaniu jest bezbarwny, natomiast ptyn patologicz-
ny ma stalgq barwg, a po odwirowaniu barwa zmienia si¢ na z6lta.
- Zabarwienie mleczno-zolte
Barwa taka wskazuje na duza ilo$¢ komdrek w ptynie (powyzej 1000/ul) [53]
- Zabarwienie zo6tte
Barwa taka powstaje w wyniku rozpadu krwinek, ktére dostaty si¢ do ptynu w wy-
niku krwawienia podpajeczynowkowego lub moze mieé to zwiazek z zoéltaczka, kto-
ra w zaleznos$ci od przebiegu moze spowodowaé zabarwienie ptynu [58].
Oprocz metody organoleptycznej, ktora jest obarczona ,,btedem™ subiektywnosci, od
kilku lat zaleca si¢ stosowanie réwniez metody spektrofotometrycznej, opartej na po-
chlanianiu $§wiatla o okreslonej dtugosci fali [59]. Pozwala ona uzyska¢ doktadniejsze
wyniki, szczegdlnie w przypadku plynu mézgowo-rdzeniowego z krwia [59,60].

Barwa plynu mozgowo-rdzeniowego wiaze si¢ z metnoseig ptynu.

Metnosé

Metno$¢ jest wlasciwoscig cieczy, polegajaca na oddziatywaniu promieniowania elek-
tromagnetycznego z obiektami znajdujacymi si¢ w cieczy. Zalezy od tego ile $wiatta, w
zakresie widzialnym, padajacego na ciecz ulegnie rozproszeniu i pochlonigeciu. Proces

przechodzenia $§wiatla przez osrodek, w ktorym znajduja sie zawieszone obiekty opisuja
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teorie Mie i1 Rayleigha, z ktorych wynika, ze im wigksze stezenie obiektow w cieczy i
wigksze ich rozmiary, tym metnos¢ wigksza [61].

Metno$¢ ptynu okreslamy organoleptycznie, podobnie jak barwe, stosujac skale od (0) —
ptyn przejrzysty do (4+) - kiedy przez warstwg ptynu nie da si¢ przeczyta¢ druku gaze-
towego [62]. Prawidlowy ptyn mézgowo-rdzeniowy jest przejrzysty [53]. Odchylenie
od normy wskazuje na zwiekszong liczb¢ komodrek (powyzej 300/ul) [58]. Moze to
$wiadczy¢ np. o gruzliczym zapaleniu opon [63] lub ostrym bakteryjnym zapaleniu
opon mézgowo-rdzeniowych [64].

Oprocz metody organoleptycznej, ktorg prosto i tatwo okresla sie metnos¢, stosowane
sq jeszcze turbidymetria i nefelometria. Jednakze, ze wzgledu na warunki, jakie musza

spelniaé¢ probki badawcze, sa bardzo rzadko stosowane [65].

Stezenie chlorkow

Stezenie chlorkow w prawidtowym plynie mozgowo-rdzeniowym wynosi od okoto 110
do 130mmol/l (110-129mmol/1 [33], 112-130mmol/l [58], 120-130mmol/l [56]).
Pomiaru chlorkéw dokonujemy metoda potencjometryczng uzywajac elektrod jonose-
lektywnych [58]. Metoda ta polega na oznaczaniu st¢zenia chlorkéw poprzez pomiar
sity elektromotorycznej (SEM) ogniwa, ktoére powstaje w wyniku zanurzenia w badanej
cieczy elektrody poréwnawczej i jonoselektywnej — chlorkowej. Wartos¢ SEM zalezy
od potencjatu elektrody wskaznikowej, na ktory ma wpltyw stezenie badanych jonow
[66].

Obecnie panuje poglad, ze chlorki nie maja duzego znaczenia klinicznego [62] i powoli
odchodzi si¢ od ich badania na rzecz dokladniejszej analizy pozostalych parametrow
plynu. Jednakze sq widoczne pewne zwiazki miedzy stezeniem chlorkow, a stanem cho-
robowym, np. obnizony poziom st¢zenia chlorkéw wiaze sie¢ z wystgpowaniem bakte-
ryjnego zapalenia opon moézgowych, a zwigkszony poziom obserwuje si¢ w ostrych

chorobach zakaznych [67].

Stezenie glukozy

Stezenie glukozy w plynie mozgowo-rdzeniowym jest $cisle zwigzane z jej stezeniem w
osoczu krwi. Uwarunkowane to jest procesem powstawania plynu, ktory traktuje si¢
jako wybiorcze wydzielanie sktadnikoéw osocza [62]. Stosunek glukozy w ptynie do
glukozy w osoczu szacuje si¢ jako 2:3 [58]. Wartosci referencyjne glukozy dla prawi-

dlowego plynu mézgowo-rdzeniowego wynosza — od 2,22 do 4,40 mmol/l [58,62]. W
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przypadku duzego stezenia glukozy mamy do czynienia z hiperglikemia, natomiast stg-
zenie ponizej normy moze by¢ np. skutkiem hipoglikemii lub zapalenia opon mézgowo-
rdzeniowych [62].

Pomiaru glukozy w plynie moézgowo-rdzeniowym dokonuje si¢ podobnie jak w osoczu,

wykorzystujac metody enzymatyczne [32].

Stezenie biatka catkowitego i immunoglobulin

Jednym z podstawowych parametrow ptynu mozgowo-rdzeniowego jest stezenie biatka
catkowitego, ktore okreslamy metoda turbidymetryczng Extona [58,62]. Biatko wytra-
ca si¢ zwigzkami chemicznymi, a nast¢pnie mierzy metnosé.

W prawidlowym plynie mézgowo-rdzeniowym na jeden litr przypada od 0,2 do 0.4
grama biatka [32]. Jezeli st¢zenie biatka wykracza poza dopuszczalne granice, mamy do
czynienia z plynem patologicznym. Przyktadowo, gdy stg¢zenie bialka jest znacznie
wigksze od normy (wigeksze od 1g/1), to taki ptyn moze pochodzi¢ od pacjenta z ropnym
zapaleniem opon [32], a jezeli biatko jest ponizej dopuszczalnej normy moze pochodzié¢
od pacjenta z rozerwang opona twarda [62].

Okreslenie tylko samego catkowitego stgzenia bialka jest niewystarczajace, poniewaz
prawidtowe stezenie biatka nie wyklucza stanu chorobowego [58]. Przy prawidlowym
stezeniu biatka catkowitego moga wystapi¢ rézne stany chorobowe. Zwiazane jest to ze
zmianami ilo$ciowymi poszczegdlnych frakcji biatkowych skladajacych si¢ na bialtko
catkowite. Procentowy udziat frakcji biatkowych, do ktorych zaliczymy transtyretyne
(prealbumina), albuming, a;-globuline, o,-globuling, B-globuling oraz y-globuling, w
catkowitym stgzeniu biatka prawidlowego pltynu moézgowo-rdzeniowego (Tabela V)
okresla si¢ metoda elektroforezy. Polega ona na analizie predkosci poruszajacych sie
obiektéw, posiadajacych tadunek elektryczny, w zewnetrznym polu elektrycznym

[45,66].

;?o?:ilrio;//y sktad biatka catkowitego w prawidtowym ptynie mézgowo-rdzeniowym [62,68]

Rodzaj biatka Procentowa zawartos¢ w biatku catkowitym
transtyretyna 2-7%

albumina 56 — 76%

a1-globulina 2-7%

ao-globulina 4-12%

-globulina 8-18%

y-globulina 3-12%
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W oparciu o wyniki elektroforezy okresla si¢ stosunek ilosciowy albuminy do globu-

liny. W prawidlowym plynie mézgowo-rdzeniowym wynosi on 2:1 [58].

Cytoza

W plynie mézgowo-rdzeniowym moga znajdowac si¢ réznego rodzaju komoérki. Wsrdod
nich mozemy wymienié: erytrocyty, leukocyty, limfocyty, monocyty, granulocyty czy
komorki nowotworowe. Ich liczba i rodzaj zaleza od stanu chorobowego pacjenta np.
zwigkszona liczba limfocytow wystepuje w gruzliczym zapaleniu opon mézgowych,
granulocyty pojawiaja si¢ przy chorobach pasozytniczych uktadu nerwowego [58], ko-
morki nowotworowe moga Swiadczy¢ o biataczce lub guzie osrodkowego uktadu ner-
wowego [62].

W prawidlowym plynie mézgowo-rdzeniowym jest mato komorek, norma wynosi od 0
do 2 komorek na pl (najczesciej limfocyty) [32], inne zrédto 0 - 5/ul [33].

Oszacowanie liczby komdrek dokonuje sie za pomoca hemacytometru stosujac mikro-
skopi¢ optyczng. Wymaga to specjalnego przygotowania preparatu, w zaleznosci od
potrzeby, ptyn moézgowo-rdzeniowy jest rozcienczany, zageszczany czy barwiony, co

powoduje znaczne wydluzenie czasu pomiaru.

Zmiana jednego z wyzej wymienionych parametréw nie oznacza automatycznie
zmian chorobowych, dlatego w ocenie stanu chorobowego pacjenta rozpatruje si¢ rela-
cje miedzy wszystkimi parametrami.

Jako ze, okoto 80% plynu mézgowo-rdzeniowego pochodzi z krwi, nalezy w tym sa-
mym czasie przeprowadzi¢ réwniez badania krwi. Poréwnanie wartosci parametru w

ptynie i krwi pozwala uzyska¢ wiecej informacji na temat plynu mozgowo-

rdzeniowego.

Tabela VI

Poréwnanie wybranych parametréw ptynu mézgowo-rdzeniowego z surowicg [58,69]
Parametr Ptyn m6zgowo-rdzeniowy Surowica
sod 137-145 mmol/l 136-145 mmol/l
potas 2,7-3,9 mmol/l 3,5-5,0 mmol/l
wapn 1-1,5 mmol/l 2,2-2,6 mmol/l
chlorki 116-122 mmol/l 98-106 mmol/l
pH 7,31-7,34 7.38-7,44
glukoza 2,2-3,9 mmol/l 4,2-6,4 mmol/l
biatko catkowite 0,2-0,5 g/l 55-80 g/l
albuminy 56-75% 50-60%
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3. METODA MIKROSKOPOWA OKRESLANIA CYTOZY

Podstawowym parametrem opisujacym ptyn mdzgowo-rdzeniowy, oznaczanym
w trakcie jego analizy, jest rodzaj komorek i ich stezenie przypadajace na jednostke
objetosci pltynu (1pl). Wartosé tego parametru wyznacza si¢ metodq mikroskopowa.

Badania przeprowadza si¢ korzystajac z mikroskopu optycznego o powigkszeniu
x1000 [70] (zaleca si¢ stosowanie mikroskopii kontrastowo-fazowej) i hemacytometru
(komora pomiarowa), w ktorym umieszczane sq probki ptynu poddawane analizie mi-
kroskopowe;.
Istnieje wiele rodzajow komor, ktore roznig si¢ wielkoscia 1 ksztaltem siatki pomiaro-
wej oraz glgbokoscia. Dla plynéw o duzej cytozie najczesciej stosuje si¢ komorg
Fuchsa-Rosenthala, ktora posiada glgbokosé 0,2mm i siatk¢ pomiarowa sktadajaca sie z
16 duzych kwadratow o boku Imm, z ktérych kazdy podzielony jest na szesnascie
mniejszych kwadratow o boku 0,25mm (Ryc.8) [71]. Natomiast dla ptynéw o malej
cytozie stosuje si¢ komore Neubauera (Ryc.9) o glgbokosci 0,1mm. Siatka pomiarowa
sktada si¢ z 9 duzych kwadratow o boku 1mm. Kazdy z czterech naroznych kwadratow
jest podzielony na 16 mniejszych o boku 0,25mm, a centralny kwadrat na 25 mniej-
szych o boku 0,2mm [71].
W przypadku komory Fuchsa-Rosenthala obserwowane obiekty zlicza si¢ z powierzch-
ni calej siatki - 16 duzych kwadratéw o tacznym polu powierzchni 16mm?. Jezeli ko-
rzysta sie z komory Neubauera zliczaniu podlegaja obiekty znajdujace si¢ w duzych

kwadratach, czterech naroznych i centralnym [72] o lacznej powierzchni 5Smm?.

Tmm

+ 0,25mm
T

Ryc. 8. Komora Fuchsa-Rosenthala [71].
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Ryc. 9. Komora Neubauera [71].

Plyn potrzebny do analizy pobiera si¢, dokonujac punkcji ledzwiowej migdzy 3
a 4 kregiem lub 4 a 5 [73], w ilosci okoto 10ml [54,74] do trzech probéwek po 3-4ml w
kazdej [75]. Ptyn z pierwsze] probowki przeznaczony jest do badan biochemicznych, z
drugiej do mikrobiologicznych, a z trzeciej do oceny liczby komoérek i badan cyto-
logicznych [51]. Kolejnos$¢ ta ma zwiazek z krwawieniem, ktdre moze wystgpowacé cza-
sami podczas punkcji, a ptyn z krwia nie nadaje si¢ do wielu badan. W przypadku
krwawienia, najwigcej krwi znajduje si¢ w pierwszej probowce, a w kolejnych mnie;j,
niekiedy wcale.

Obecnie stosowana metoda mikroskopowego badania plynu moézgowo-
rdzeniowego sktada sie z dwdch etapow.
Pierwszy etap to okreslanie liczby komorek przypadajacych na jednostke objetosci pty-
nu. Wykorzystuje sie do tego zawartos¢ trzeciej probéwki. Na wstepie, ptyn ocenia sig¢
wizualnie pod katem mgtnosci. Jezeli ptyn jest przezroczysty, za pomoca pipety
umieszcza si¢ go w komorze pomiarowej (hemacytometr). W przypadku, gdy ptyn jest
metny rozciencza si¢ go sola fizjologiczng [72], miesza i dopiero przenosi do komory
pomiarowej. Nastepnie umieszcza si¢ komore z ptynem na stoliku mikroskopu i zlicza
obiekty z okreslonych pdl siatki pomiarowej, zaleznych od rodzaju uzytej komory. W
dalszej kolejnosci wyznacza sie stezenie komorek w 1ul, wedtug ogdlnej zasady opisa-

nej wzorem [71]:

S-h-k (12)
gdzie:

L - stezenie komdrek w 1 pl ptynu

N - liczba zliczonych komorek

S - pole powierzchni, z jakiej zliczano komorki

h - glebokos¢ komory pomiarowej

k, - wspolczynnik rozcienczenia
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Drugi etap to okreslanie rodzaju obiektow wystepujacych w ptynie. Korzysta sie z pty-
nu znajdujacego sie w 2 lub 3 probowce. Wstepnie, organoleptycznie, okresla si¢ przej-
rzysto$¢ plynu. Jezeli ptyn jest metny, to nadaje si¢ do pomiarow. Umieszcza si¢ go
wtedy w komorze pomiarowej. Jezeli ptyn jest przezroczysty, to zageszcza si¢ go meto-
da grawitacyjng lub przy uzyciu wirowki [76]. Czas trwania zageszczania zalezy od
wybranej metody, a w przypadku wirowki, od predkosci wirowania. Moze to trwa¢ na-
wet okoto 15 minut przy predkosci 1000 obrotow/minute [S1]. Zaggszczony plyn (osad)
przenosi si¢ do komory pomiarowej i suszy. Potem nastepuje utrwalenie preparatu po-
przez kilkukrotne przesuwanie komory pomiarowej nad palnikiem. W dalszej kolejno-
$ci barwi si¢ preparat metoda Maya-Grunwalda-Giemsy’a [76]. Wybarwiony preparat
umieszcza si¢ na stoliku mikroskopu i dokonuje réoznicowania komorek.

Analizujac obecnie stosowang metod¢ mikroskopowego badania plynu mézgo-
wo-rdzeniowego mozna stwierdzié¢, ze jest ona zmudna i czasochtonna, zwlaszcza przy-
gotowanie preparatu mikroskopowego pochtania duzo czasu. Na czas trwania pomiaru
wptywa rowniez ilos¢ elementarnych pdl siatki, z jakich zliczamy obiekty. W komorze
Fuscha-Rosenthala jest to 256 pol, a w komorze Neubauera - 89. [71].

W przypadku gdy szybkosé postawienia poprawnej diagnozy ma istotne znaczenie w
podjeciu odpowiedniej i skutecznej metody leczenia, czas oczekiwania na wyniki badan
ptynu ma duze znaczenie w procesie powrotu pacjenta do zdrowia.

Metoda mikroskopowa stosowana obecnie posiada pewne wady. Jest czasochlonna i nie
wnosi informacji na temat wartosci parametréw geometrycznych obiektow wystepuja-
cych w plynie, ktore maja wptyw na wlasciwosci osrodka dyspersyjnego jakim jest ptyn

moézgowo-rdzeniowy.
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4. CEL PRACY

Metoda mikroskopowa stosowana obecnie jest czasochlonna i nie wnosi infor-
macji na temat wartosci parametrow geometrycznych obiektéw wystepujacych w pty-
nie, ktore maja wplyw na wlasciwosci osrodka dyspersyjnego, jakim jest ptyn médzgo-
wo-rdzeniowy.

W zwiazku z powyzszym nasuwajq si¢ dwa pytania:

- Czy istnieje mozliwos¢ zmodyfikowania procedur, okreslajacych przygotowanie
oraz badanie probek ptynu, w taki sposéb, aby znaczaco skrocit si¢ czas uzyskania
wynikow?

Jakie parametry geometryczne obiektéw zawieszonych w plynie mdzgowo-
rdzeniowym beda dobrze charakteryzowaly ptyn jako osrodek dyspersyjny?
Cele pracy wynikaja bezposrednio z postawionych pytan.

Cel gtowny pracy

Opracowanie alternatywnej metodyki mikroskopowej analizy mikro-obiektow
wystepujacych w plynie mdézgowo-rdzeniowym, uwzgledniajacej dyspersje rozmiarow

obiektow.

Cele szczegdtowe pracy

Okreslenie parametréw geometrycznych mikro-obiektow pozwalajacych rézni-

cowacé probki ptynu mozgowo-rdzeniowego.

Wyznaczenie wartosci nastepujacych parametrow geometrycznych, mikro-

obiektow:

- $redniej srednicy zastepczej obiektu,

- $redniego obwodu obiektu,

- $redniego pola powierzchni obiektu,

- gestosci liczbowej obiektow,

- sumarycznej dtugosci obwoddéw obiektow,

- wzglednej sumarycznej dlugosci obwodow obiektow,

- sumarycznego pola powierzchni obiektow,

- wzglednego sumarycznego pola powierzchni obiektéw

- wspdlczynnika kolistosci obiektow,

wystepujacych w prawidlowym i niebarwionym ptynie mézgowo-rdzeniowym.
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5. MATERIAL. BADAWCZY

Material badawczy stanowity probki ptynu mozgowo-rdzeniowego pochodzace
od pacjentéw Samodzielnego Publicznego Wojewddzkiego Szpitala Zespolonego w
Szczecinie. Ptyn pobierany byl w ramach standardowych badan diagnostycznych, od
pacjentdw z podejrzeniem zaburzenia krazenia ptynu moézgowo-rdzeniowego, ktdrzy
zostali przyjeci na Oddzial Neurochirurgii i Neurotraumatologii wyzej wymienionego
szpitala.

Ptyn spelnial normy referencyjne dla ptynu prawidtowego (Tabela II).

Grupa badana liczyla 51 pacjentow a grupa kontrolna sktadala si¢ z 6 pacjentow

(Tabela VII).

Tabela VII
Poréwnanie grupy badanej z kontrolng
Grupa Liczebno$¢ Kobiety Mezczyzni | Przedziat wiekowy | Mediana
grupy (lata) (lata)
Badana 51 24 27 11 - 81 54
Kontrolna 6 1 5 11 - 61 57

Grupa kontrolna - pacjenci z wadami wrodzonymi (torbiel szyszynki), nie powoduja-
cymi zaburzen krazenia pltynu mézgowo-rdzeniowego, od ktorych

pobrany ptyn spelniat normy ptynu prawidtowego.

Grupa badana - pacjenci z zaburzeniami krazenia ptynu mdézgowo-rdzeniowego, od

ktérych pobrany ptyn spetnial normy plynu prawidlowego.

W grupie badanej ze wzgledu na rozpoznanie kliniczne wyodrgbniono dwie
podgrupy:
- Grupa A: pacjenci z poszerzonym uktadem komorowym
- Grupa B: pacjenci z wodoglowiem wewngtrznym

Badania ptynu mozgowo-rdzeniowego prowadzono w ramach programu ba-
dawczego - ,,Zjawiska fizykochemiczne zachodzace w plynie mdézgowo-rdzeniowym u
pacjentdw z zaburzeniami krazenia plynu mozgowo-rdzeniowego”, realizowanego
wspolnie z Samodzielnym Publicznym Wojewodzkim Szpitalem Zespolonym w Szcze-
cinie, na ktére otrzymano zgode Komisji Bioetycznej Okregowej Izby Lekarskiej w

Szczecinie (Zalaczniki).
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6. METODYKA BADAN

Badania mikroskopowe plynu moézgowo-rdzeniowego przeprowadzono wyko-
rzystujac ,,Zintegrowany system analizy obrazu” (Ryc.10), ktory sktada sie z:
- mikroskopu
- kamery cyfrowej
- komputera

programu komputerowego umozliwiajacego archiwizacje i analize obrazow.

Mikroskop
W badaniach uzyto mikroskopu optycznego. W mikroskopie zastosowano technike kon-
trastu fazowego, co wynika ze specyfiki obserwowanego materiatu:
- budowy (ptyn jasny, przejrzysty),
- skladu (obiekty wystepujace w ptynie),
oraz zatozonych celow (ptyn niebarwiony),

Technika kontrastu fazowego oparta jest na falowych wilasciwosciach $wiatla,
wykorzystuje nakladanie si¢ fal, przesunigtych w fazie. Mikroskopia kontrastowo-
fazowa bez barwienia ptynu moézgowo-rdzeniowego, ktére zaburza procesy w plynie
(migdzy innymi unicestwia komorki) oraz wydluza czas pomiaru, pozwala obserwowad
obiekty stabo zalamujace swiatlo oraz umozliwia obserwacje zywych obiektow (komo-
rek) [77]. Po raz pierwszy zastosowal ja w 1934 roku holenderski fizyk Frits Zernike
[78]. Na rycinie 10 przedstawiono przykladowy przebieg promieni $wietlnych w mikro-
skopie, w ktérym zastosowano kontrast fazowy.

. tytka fazowa
kondensor obiektyw oy

Zrodfo

S’W/&M ptfaszczyzna

N obrazu
w W / obiektu

ognisko obiektywu

obserwowany obiekt

Ryc.10. Bieg promieni $wietinych w mikroskopie kontrastowo-fazowym [78].

Promienie swietlne wychodzace ze Zrodia padaja na kondensor. W kondensorze znajdu-

je sie przestona (pierScien zZrenicowy) modulujagca promienie $wietlne w rownolegla
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wiazke $wietlna, ktora pada prostopadle na obserwowany preparat. Swiatlo przecho-
dzace przez badang probke napotyka na swojej drodze rozne obiekty. W efekcie czes$é
fali swietlnej, ktora napotkata na swojej drodze obiekt, ulega ugigciu (zmienia swoj kie-
runek) wzgledem fali $wietlnej, ktdra przeszta przez preparat bez zmian. Obie fale pada-
ja na obiektyw, tylko Zze pod innymi katami (posiadaja r6zne kierunki). Zgodnie z pra-
wem zalamania $wiatla, ulegaja w nim zatamaniu i wychodza z niego pod innymi kata-
mi niz weszly. Po wyjsciu z obiektywu (w dalszym ciagu posiadaja rézne kierunki) fale
padaja na plytke fazowa, ktéra znajduje sic w odleglosci ogniskowej obiektywu. Swia-
tlo nieugiete skupia si¢ w jednym punkcie dajac duze nat¢zenie, natomiast $wiatlo ugie-
te jest rozmyte i daje mniejsze natezenie [79]. Plytka fazowa zmienia faz¢ $wiatla nie-
ugigtego (fala pada na ciemne pierscienie plytki) wzgledem Swiatla ugigtego (fala pada
na przezroczyste pierscienie ptytki), powstaje fala modulowana fazowo [80] - fala
opozniona w fazie. W efekcie ptytke fazowa opuszczaja dwie fale o roznych fazach
(przesunigcie fazowe wynosi okoto % dtugosci fali swietlnej), ktore interferuja ze sobg
dajac kontrast w obrazie probki [77,81].

Analiz¢ optyczng badanych materialéw przeprowadzono za pomoca mikroskopu Eclip-

se E600 firmy Nikon (Ryc.11) o powigkszeniu 1200x.

Ryc.11. Mikroskop optyczny Nikon ,Eclipse E600” [82].

W tym przypadku, na gltowne elementy mikroskopu pozwalajacego na obserwacje
obiektéw metoda kontrastu fazowego sktadaly sig:

a) zrodlo swiatla - zarowka halogenowa o mocy 100W i napieciu znamionowym 12V
b) soczewka diafragmy polowej z pierscieniem

¢) filtr zielony - stuzacy do poprawy kontrastu obrazu fazowego
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d) kondensor z przestona pierscieniowa - specjalny kondensor Nikon: Phase Contrast
0.9 Dry - Ph2 do kontrastu fazowego
e) obiektyw do kontrastu fazowego - obiektyw Nikon: Plan 40x/0.65 Ph2

f) kamera cyfrowa

Kamera

W sklad zestawu wchodzi cyfrowa kamera mikroskopowa DXM 71200 firmy Nikon
(Ryc.12).

“"’
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Ryc.12. Kamera mikroskopowa DXM 1200 Nikon [83].

Jest to kamera wysokiej jakosci z przetwornikiem pozwalajagcym uzyskiwaé obrazy z
maksymalna rozdzielczoscia 3840 x 3072 pikseli. Obrazy mikroskopowe otrzymane za
pomoca kamery przekazywane byty z predkoscia 12 klatek na sekund¢ do kolejnego

elementu zestawu - komputera.

Komputer

Do przechwytywania obrazéw z kamery i ich przechowywania wykorzystano mikro-
komputer typu Pentium 1V, z zegarem 1,6GHz, pamigcig operacyjnga RAM 512 MB,
dyskiem twardym o pojemnosci 40GB, systemem operacyjnym MS Windows XP oraz

zainstalowanym specjalnym oprogramowaniem - ,,Lucia’.

Software
Do archiwizacji i analizy obrazow mikroskopowych wykorzystano program ,,Lucia”

wersja 4.71 czeskiej firmy Laboratory Imaging, ktory umozliwia analize iloSciowa i
jakos$ciowa obserwowanych obiektow oraz wykonywanie obliczen i tworzenie prostych

wykreséw. Program przechwytywat zdjecia z kamery z rozdzielczoscia okoto 12 milio-
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néw pixeli 1 umozliwiat zapis ich w wielu formatach, miedzy innymi w formacie: BMP,
JPEG czy TIF oraz w specjalnym formacie LIM. ,,Lucia” zapisuje dane pomiarowe w
tabeli, ktorg tworzy automatycznie w pamigci oraz umozliwia eksport tych danych do
pliku w trybie tekstowym, co pozwala na bardzo tatwa konwersje plikow z danymi do

dowolnego programu obliczeniowego, np. do arkusza kalkulacyjnego EXCEL.

Przed przystapieniem do badan wyregulowano mikroskop, ustawiajac natezenie
oswietlenia odpowiednie dla badajacego, dokonano regulacji przestony polowej oraz
aperturowej dla ustalonego obiektywu o powiekszeniu 40x, wycentrowano pierscienie
fazowe zgodnie z zaleceniami i procedurami podanymi przez producenta w instrukcjach
obstugi mikroskopu Nikon: Eclipse E600 oraz kondensora kontrastu fazowego Nikon:
Phase Contrast 0.9 Dry — Ph2 [84,85].

Wyznaczono, wedtug standardowej procedury z wykorzystaniem podziatki mi-
krometrycznej, powigkszenie mikroskopu dla uktadu optycznego z obiektywem o po-
wigkszeniu 40x oraz zamontowang kamera cyfrowa Nikon: DXM 1200 [86]. Uktad po-
miarowy powiekszal obiekty 1200x. Uwzgledniajac wspdtczynnik powigkszenia mikro-
skopu program ,,Lucia” automatycznie przeliczyt jednostki ekranowe (pixel) na rze-

czywiste (um), Ipixel rowny byt 0,173 pum.

Plyn mézgowo-rdzeniowy, wykorzystywany do analizy, uzyskiwano od pacjen-
tow Kliniki Neurochirurgii i Neurotraumatologii Samodzielnego Publicznego Woje-
wodzkiego Szpitala Zespolonego w Szczecinie w ramach rutynowych badan.

Cze$¢ ptynu z kazdej probki przeznaczono do badan mikroskopowych. Za pomoca au-
tomatycznej pipety pobierano porcje nieprzetworzonego, niebarwionego ptynu mézgo-
wo rdzeniowego i umieszczano w komorze Biirkera (Ryc.13). Nastepnie komore Biirke-
ra przykrywano szkietkiem nakrywkowym (Ryc.13) i umieszczano na stoliku mikro-

skopu.

Ryc.13. Stolik Biirkera - widok z géry oraz boczny [71].
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W dalszej kolejnosci ustalano ostros¢ obrazu, regulujac wysokos¢ polozenia stolika
mikropokrettem.

W wyniku zastosowania ptynu nie poddanego Zzadnej obrébce technicznej, czas przygo-
towania preparatu do badan stal si¢ krotszy w pordwnaniu z czasem przygotowania pre-
paratu wedtug procedur obecnie ogoélnie stosowanych.

Przy uzyciu kamery cyfrowej, DXM 1200 Nikkon, sprzgzonej z mikroskopem i kompu-
terem oraz oprogramowania Lucia firmy Laboratory Imaging (Czechy) kazdej probce
ptynu wykonywano zdjecia o rozmiarach (100 x 100)um, centralnej czesci dwudziestu

wybranych pol elementarnych, przedstawionych na rysunku 14.

X X
X X Tmm
X X l 0,1mm
X X -
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” = = 0,05mm
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Ryc. 14. Siatka komory Blirkera z zaznaczonymi wybranymi polami pomiarowymi [71].

Efektem zastosowania do badan nieprzetworzonego plynu mozgowo-
rdzeniowego oraz zmniejszenia ilo$ci analizowanych pdl elementarnych jest skrocenie
catkowitego czasu pomiaru o kilkadziesigt minut w pordwnaniu z czasem pomiaru wy-

nikajacym z zastosowania standardowej metody pomiaru.

Otrzymane obrazy plynu moézgowo-rdzeniowego analizowano pod wzgledem

trzech ponizszych, wybranych parametrow charakteryzujacych obiekty wystepujace w
ptynie [49]:

- Liczba obiektow w prébce
Obiekty zliczano z kazdego zdjecia danej probki poprzez wskazanie kursorem my-
szy komputerowej zaobserwowanego obiektu (postawienie znaku ,,+”). Wszystkie
zaznaczone obiekty program zliczal automatycznie i zapisywal dane w pliku tek-

stowym.
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- Dlugos¢ obwodu obiektu
Dlugos¢ obwodu kazdego obiektu mierzono automatycznie poprzez wskazanie kur-
sorem myszy komputerowej obszaru obiektu. Program analizowal obszar obiektu
pod wzgledem kontrastu i kreslil lini¢ graniczng — obwod obiektu (Ryc.15), jedno-
czesnie liczac catkowity ilo$¢ pixeli tworzacych lini¢ ciagla (obwod). Nastepnie za-
pisywal dtugos¢ obwodu w pliku tekstowym przeliczajac pixele, zgodnie z wspol-

czynnikiem skalowania, na pm.

Ryc.15. Obwdd obiektu [36]. Ryc.16. Pole powierzchni obiektu [36].

- Pole powierzchni obiektu
Pole powierzchni kazdego obiektu bylo mierzone automatycznie przez program, w
podobny sposéb jak dlugosé obwodu. Najpierw wskazywano mysza komputerowa
obiekt, ktory miat by¢ zmierzony, aby powstal odpowiedni obrys (obwdd), nastep-
nie akceptowano obrysowany obszar (Ryc.16). Nastepowalo automatyczne zliczanie
pixeli w zamknigtym obszarze, przeliczanie ich na um2 i zapisywanie w pliku tek-

stowym.

Wybor trzech powyzej przedstawionych parametréw geometrycznych obiektow
znajdujacych si¢ w plynie mozgowo-rdzeniowym wynika z celow pracy. Latwosé i
szybkos$¢ wyznaczenia tych parametréw pozwala skroci¢ czas pomiaru. Wigkszos¢ do-
stepnych na rynku programéw do analizy obrazéw posiada mozliwo$¢é automatycznego
zliczania obiektow oraz pomiaru obwodu i powierzchni, co pozwala w krétkim czasie

okresli¢ ich wartosé.

Drugim czynnikiem jaki zadecydowal o wyborze wymienionych parametréw do
analizy, jest mozliwos¢ wykorzystania ich do wyznaczania innych parametrow, umozli-
wiajacych pelniejszgq charakterystyke ptynu. W efekcie pozwala to na dokladniejsze

réznicowanie pltynu mozgowo-rdzeniowego, co rdwniez jest celem pracy.
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Wykorzystujac wyniki pomiaréw pol powierzchni zaobserwowanych obiektow
obliczono srednice zastepcza obiektu [49], ktora umozliwia poréwnywanie obiektéw o
réznych ksztattach. W obliczeniach wykorzystano wzor na pole powierzchni kota.

Pole powierzchni obiektu o dowolnych ksztattach przyréwnano do kotla o takiej same;j
powierzchni:
S,=S,=m-r (13)
gdzie:

S, - pole powierzchni obiektu

Sk - pole powierzchni kota

7 - stala matematyczna

r - promien kola

Nastepnie dokonujac przeksztalcen matematycznych i podstawiajac wyrazenie wyni-
kajace z wlasciwosci kota gdzie d. = 2r otrzymano wzor na Srednicg zast¢pceza obiektu.
gdzie:

d 2. | (14)

S, - pole powierzchni obiektu
d- - $rednica zastepcza obiektu
7 - statla matematyczna

Na podstawie wzoru (14) obliczono wartosci Srednic zastepczych obiektow,
nastgpnie utworzono szereg rozdzielczy rosnacy liczebnosci $rednic zastgpczych dla
ptynu kontrolnego oraz ptynu badanego. Zgodnie z kryterium o ilosci przedziatow sze-
regu rozdzielczego, méwiacym ze ilo$¢ przedzialow w szeregu nie powinna przekraczaé
wartosci pierwiastka kwadratowego z liczby analizowanych obiektéw [87], Srednice
pogrupowano w 25 przedziatlow o szerokosci 0,5um i przedstawiono w sposob graficz-
ny.

W oparciu o rozpoznanie kliniczne z grupy badanej ptynu moézgowo-rdzeniowego wy-
odrebniono dwie grupy. Grupg A: rozpoznanie kliniczne - poszerzony uktad komorowy
oraz grupe B: rozpoznanie kliniczne - wodoglowie wewngetrzne. Nastgpnie utworzono
dla obu grup szeregi rosnace liczebnosci srednic zastgpczych.

Dla powstatych szeregéw wyznaczono miary potozenia, modalng — warto$¢ najczesciej
wystepujaca w badanej grupie, mediang — warto$¢ srodkowa szeregu [88] oraz pierw-

szy, drugi 1 trzeci kwartyl (Q1, Q2, Q3) wedlug ponizszych wzorow [89]:
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gdzie:

gdzie:

2 15
QI:XQ1+—’:1-1' (15)

My,

- pierwszy kwartyl

- dolna granica przedziatu, w ktérym znajduje si¢ pierwszy kwartyl

- ogolna liczebnos¢ danej grupy

- suma liczebnosci od klasy pierwszej do tej, w ktorej znajduje si¢
odpowiednio Q1

- liczebno$¢ przedziatu, w ktorym znajduje si¢ pierwszy kwartyl

- rozpigtos¢ przedzialu, w ktorym znajduje si¢ pierwszy kwartyl

T3
- - n
i 16
Q2:XM6+2—i=1.iMe ( )

- drugi kwartyl

- dolna granica przedziatu, w ktorym znajduje si¢ mediana

- 0golna liczebnos¢ danej grupy

- suma liczebnosci od klasy pierwszej do tej, w ktorej znajduje si¢
odpowiednio 02

- liczebno$¢ przedziatu, w ktorym znajduje si¢ mediana

- rozpigtos¢ przedzialu, w ktorym znajduje si¢ mediana

JUES

—=>n
= a7
03= X, +——= i,

My

- trzeci kwartyl

- dolna granica przedziatu, w ktérym znajduje si¢ trzeci kwartyl

- ogolna liczebnos¢ danej grupy

- suma liczebnosci od klasy pierwszej do tej, w ktorej znajduje si¢
odpowiednio O3

- liczebno$¢ przedziatu, w ktorym znajduje si¢ trzeci kwartyl

- rozpigtos¢ przedzialu, w ktorym znajduje si¢ trzeci kwartyl

Wykorzystujac kwartyle, Q1 oraz Q2 wyznaczono z wyrazenia (18) procentowy

wspotczynnik zmiennosci struktury:
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—Q3_Ql-100%

0103 = 03+ 01 (18)

gdzie:
Voios - wspotczynnik zmiennosci struktury
Q1 - pierwszy kwartyl
03  -trzeci kwartyl

Analizg statystyczng rozkladow rozmiaréw Srednic zastgpczych obiektow, doty-

czacq postawionych hipotez przeprowadzono z wykorzystaniem testow:

- test zgodnos$ci Smirnova — Kotmogorowa [90]
Weryfikacje hipotez przeprowadzono na poziomie istotnosci o = 0,05, poréwnujac

tablicowy parametr A, z parametrem A wyliczonym ze wzoru (19).

11

2 = sup|Fn, (x) = Fn, (x) - |72 (19)
n, +n,
gdzie:
sup - maksymalna r6znica
Fn; - dystrybuanta pierwszego rozkladu
Fn, - dystrybuanta drugiego rozktadu
n; - liczebno$¢ pierwszej grupy
n; - liczebno$¢ drugiej grupy

- test normalnosci rozktadu Shapiro-Wilka [89]
Weryfikacje hipotez przeprowadzono podobnie jak w przypadku testu zgodnosci
Smirnova-Kolmogorowa na poziomie istotnosci o = 0,05, poréwnujac tablicowy para-

metr W, z parametrem W wyliczonym ze wzoru (20).

Salr... )|
>, -xY

J=1

W= (20)

gdzie:
w - wartos¢ statystyki
a;(n) - stale tablicowe
X, - n-ty wynik pomiarowy
XY - érednia z pomiaréw
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Uwzgledniajac miary pozycyjne (kwartyle), okreslono asymetri¢ rozktadow

rozmiardéw $rednic zastgpczych obiektéw wedlug ponizszych wzorow [89]:

rozktad asymetryczny prawostronny (Q3-02)—-(Q2-01)>0 (21)
rozktad asymetryczny lewostronny (Q3-02)—(Q2-01)<0 (22)
gdzie:

Q1 - pierwszy kwartyl
Q2 - drugi kwartyl
Q03  -trzeci kwartyl

Site asymetrii (wspotczynnik skosnosci) [89] wyznaczono korzystajac z ponizsze] za-

leznosci:
As = (Q3_Q2)_(Q2_Q1) (23)
(03-02)+(02-01)
gdzie:
As - wspotczynnik sko$nosci

0l - pierwszy kwartyl
02 - drugi kwartyl
03 - trzeci kwartyl

Podzielone rozktady na ,,mate” i ,,duze” obiekty poddano ocenie podobienstwa

struktur, wykorzystujac wzgledny wskaznik podobienstwa struktur [90]:

lz:min(w, )

=0 24)
Zmax(w,)
i=1
gdzie:
Z - wskaznik podobienstwa struktur
wi - czgstosé wystepowania obiektu o danej wartosci cechy w stosun-
ku do catej zbiorowosci
nl
w, =—
N
n; - liczebnos$¢ obiektéw posiadajacych okreslong ceche
N - liczebnos¢ catej zbiorowosci

W oparciu o wartosci bezposrednich pomiarow morfometrycznych wyliczono

kolejne parametry, podane ponizej - zdefiniowane przez Zielinskiego i Strzeleckiego w
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monografii ,,Komputerowa Analiza Obrazu Biomedycznego™ [49], pozwalajace r6zni-

cowac badane probki:

Parametry pojedynczych obiektéw

Sredni obwod obiektu.

Srednia arytmetyczna obwodéw wszystkich obiektow.

Srednie pole obiektu.

Srednia arytmetyczna p6l powierzchni wszystkich obiektow.

Srednia $rednica zastepcza obiektu.

Srednia arytmetyczna $rednic zastepczych wszystkich obiektow.

Parametry zbiorcze obiektow

Gestosc¢ liczbowa obiektow.

Liczba zaobserwowanych obiektéw przypadajacych na pole powierzchni obserwo-
wanego obszaru.

Sumaryczna dtugo$¢ obwoddow obiektow.

Suma obwodow wszystkich obiektow.

Wzgledna sumaryczna dtugo$¢ obwodow obiektow.

Sumaryczna dtugo$¢ obwoddéw obiektow wzgledem obwodu obserwowanego obsza-
ru.

Sumaryczne pole powierzchni obiektow.

Suma pol powierzchni wszystkich obiektow.

Wzgledne sumaryczne pole powierzchni obiektow.

Sumaryczne pole powierzchni obiektow wzgledem pola powierzchni obserwowa-
nego obszaru.

Wspdtczynnik kolistosci K.

Wspotczynnik kolistosci obserwowanych obiektow wyznaczono korzystajac ze wzoru:

K :42_6“ 5)
gdzie:
K - wspotczynnik kolistosci
T - stata matematyczna
So - pole powierzchni obiektu
0, - obwdd obiektu
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7. WYNIKI

Przeprowadzone badania pozwolity uzyska¢ informacje dotyczace liczby, ob-
wodow oraz pdl powierzchni obiektéw wystepujacych w prawidlowym ptynie médzgo-
wo-rdzeniowym pochodzacym od pacjentow z grupy kontrolnej i badane;.

W oparciu o pole powierzchni obiektéw wyliczono ich $rednice zastgpcze i po-
grupowano w przedziaty o szerokosci 0,5um, tworzac szereg rosnacy, odpowiednio dla

obu grup. Otrzymane wyniki przedstawiono na wykresach (Ryc.17 i Ryc.18).

Ptyn mozgowo-rdzeniowy: grupa kontrolna
(pacjenci zwadg wrodzona)

Liczebnos¢ [%]
=

o
|

0,5
1,5
2,5
3,5
45
5,5
6,5
75
85 m
9,5 |
10,5 |
11,5 m
12,5 |
13,5 |
14,5 |
15,5 |
16,5 |
17,5 |
18,5 |
19,5 |
20,5 |
21,5 |

Srednica zastepcza obiektu [um]

Ryc.17. Procentowy rozkfad $rednic zastepczych obiektow wystepujgcych w kontrolnym ptynie modzgowo-
rdzeniowym pochodzgcym od pacjentéw z wadg wrodzong (torbiel szyszynki).

Ptyn mbzgowo-rdzeniowy: grupa badana
(pacjenci z zaburzeniami krazenia ptynu)

Liczebnosc¢ [%]
(o))
l

- Milhowd 1 lis..

LI R — L T T
(e}

(5]

T
© ©v v v
N ©o o o

—

[l

45 ™

0,5
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2,5

11,5

0
e}
@

6,5
12,5
14,5
15,5
16,5
17,5
18,5
19,5
20,5
21,5

Srednica zastepcza obiektu [um]

Ryc.18. Procentowy rozktad Srednic zastepczych obiektow wystepujgcych w pfynie mdzgowo-rdzeniowym
pochodzgcym od pacjentow z zaburzeniami krazenia pfynu - grupa badana.
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Dla szeregdw rozmiaréw srednic zastgpczych wyznaczono miary pozycyjne: mediang,

modalng oraz kwartyle Q1, Q2 i Q3 (Tabela VIII).

Tabela VIII
Miary pozycyjne szeregu rozdzielczego Srednic zastepczych, wyrazone w mikrometrach, obiektéw wystepujgcych
w ptynie mézgowo-rdzeniowym pochodzgcym od pacjentow z grupy kontrolnej i badanej

Miary pozycyjne Grupa kontrolna Grupa badana
Moda 2 2
Mediana 2,64 5,82
Pierwszy kwartyl Q1 1,86 2,14
Drugi kwartyl Q2 2,70 5,81
Trzeci kwartyl Q3 4,06 7,33

Zgodnie z rozpoznaniem klinicznym z grupy badanej (ptyn pochodzacy od pa-
cjentdw z zaburzeniami krazenia plynu moézgowo-rdzeniowego) wyodrgbniono dwie
grupy,

- grupe A:
prawidtowy plyn moézgowo-rdzeniowy pochodzacy od pacjentow z rozpoznanym
klinicznie poszerzonym ukladem komorowym

- grupe B:
prawidtowy ptyn mézgowo-rdzeniowy pochodzacy od pacjentdw z rozpoznanym

klinicznie wodogltowiem wewnetrznym.

Podstawowe informacje o wyodrebnionych grupach prawidlowego plynu moézgowo-
rdzeniowego dotyczace liczebnosci grup A i B, plci pacjentdw oraz przedziatu wieko-

wego grup przedstawiono w tabeli IX.

Tabela IX
Poréwnanie struktury grup pacjentéw, grupy badanej A (pacjenci z poszerzonym uktadem komorowym) z grupg
badang B (pacjenci z wodogfowiem wewnetrznym)

Liczebno$¢ | Kobiety Mezczyzni | Przedziat wiekowy Mediana
Grupa badana grupy (lata) (lata)
Grupa A
Pacjenci z poszerzonym 9 5 4 34 - 81 56
uktadem komorowym
Grupa B
Pacjenci z wodogtowiem 17 11 6 31-79 59
wewnetrznym

Dla wyzej wymienionych grup utworzono szeregi $rednic zastgpczych zaobserwowa-
nych obiektow o szerokosci przedziatu 0,5um i przedstawiono w postaci graficznej

(Ryc.19 1 Ryc.20).
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Plyn mézgowo-rdzeniowy: grupa badana A
rozpoznanie kliniczne - poszerzony uktad komorowy
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Srednica zastepcza obiektu [um]

Ryc.19. Procentowy rozktad S$rednic zastepczych obiektéw wystepujacych w pfynie mozgowo-rdzeniowym
pochodzacym od pacjentéw z poszerzonym uktadem komorowym - grupa A pfynu badanego.

Ptyn mozgowo-rdzeniowy: grupa badana B
rozpoznanie kliniczne - wodogtowie wewnetrzne

Liczebnosc¢ [%]
oo
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Srednica zastepcza obiektu [um]

Ryc.20. Procentowy rozktad Srednic zastepczych obiektéw wystepujgcych w plynie mézgowo-rdzeniowym
pochodzgcym od pacjentéw z wodogtowiem wewnetrznym - grupa B ptynu badanego.
W wyniku testowania zgodnosci rozktadu srednic zastepczych grupy badanej A
z grupa badang B testem Smirnowa-Kolomogorowa otrzymano, w oparciu o wzor (19),
warto$¢ parametru A = 1,58. Wartos$¢ krytyczna A, odczytana z tablic na poziomie istot-
nosci a = 0,05 wynosi 1,36, wigc A > A,

Nastepnie wyznaczono dla ptyndw z podgrupy A i B mode, mediang i kwartyle
Q1, Q2 oraz Q3 (Tabela X).
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Tabela X

Miary pozycyjne szeregu Srednic zastepczych, wyrazone w mikrometrach, obiektow wystepujgcych w prawidfowym
plynie mézgowo-rdzeniowym pochodzgcym od pacjentéw z rozpoznanym poszerzonym uktadem komorowym (grupa A
plynu badanego) oraz z rozpoznanym wodogtowiem wewnetrznym (grupa B ptynu badanego)

Miary pozycyjne Ptyn A - poszerzony uktad komorowy Ptyn B - wodogtowie wewnetrzne
Moda 6,5 2

Mediana 6,15 4,91

Pierwszy kwartyl Q1 2,20 2,10

Drugi kwartyl Q2 6,11 4,91

Trzeci kwartyl Q3 7,24 7,25

Analizowane szeregi $rednic zastgpczych obiektow ograniczono do przedziatu
wielkosci od 1,0um do 12,5um, odrzucajac zgodnie z zasadami statystyki dopuszczalng

ilo$¢ wynikow odstajacych (Ryc.21).

H ptyn Kontrolny E ptyn badany A: Poszerzony uktad komorowy O ptyn badany B: Wodogtowie wewnetrzne
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Ryc.21. Poréwnanie rozkiaddw Srednic zastepczych obiektéw wystepujgcych w ptynie mézgowo-rdzeniowym: kontrol-
nym i pochodzgcym od pacjentéw z poszerzonym uktadem komorowym (grupa A ptynu badanego) i wodogto-
wiem wewnetrznym (grupa B pfynu badanego).

Ze wzgledu na rozktad dwumodalny, w celu przeprowadzenia dokladniejszej
analizy statystycznej, rozktady podzielono na dwie czgsci, - tzw. ,,male obiekty” ($red-
nica zastgpcza obiektu < 4,5um) oraz ,,duze obiekty” (Srednica zastgpcza obiektu >
5,0um). Nastepnie wyliczono parametry rozkladu srednic zastepczych obiektéw matych
i duzych dla ptynu kontrolnego oraz ptynu badanego pochodzacego od pacjentow z

poszerzonym uktadem komorowym (grupa A) i wodogtowiem wewngtrznym (grupa B).
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Tabela Xl

Miary pozycyjne szeregu Srednic zastepczych, wyrazone w mikrometrach, dla matych i duzych obiektéw wystepujgcych

w grupie kontrolnej prawidtowego ptynu mézgowo-rdzeniowego

Ptyn: kontrolny

Ptyn: kontrolny

Miary pozycyjne mate obiekty duze obiekty
Moda 2 6,5
Mediana 2,22 6,71
Pierwszy kwartyl Q1 1,70 6,13
Drugi kwartyl Q2 2,24 6,61
Trzeci kwartyl Q3 3,13 7,04

Tabela Xill

Miary pozycyjne szeregu Srednic zastepczych, wyrazone w mikrometrach, dla matych i duzych obiektéw wystepujgcych
w badanej grupie A prawidfowego pfynu mézgowo-rdzeniowego pochodzgcego od pacjentéw z poszerzonym uktadem

komorowym
Ptyn badany — grupa A Ptyn badany — grupa A
Miary pozycyjne poszerzony uktad komorowy poszerzony uktad komorowy
mate obiekty duze obiekty
Moda 1 6,5
Mediana 1,74 6,87
Pierwszy kwartyl Q1 1,19 6,18
Drugi kwartyl Q2 1,76 6,88
Trzeci kwartyl Q3 2,26 7,76

Tabela XiIlI

Miary pozycyjne szeregu Srednic zastepczych, wyrazone w mikrometrach, dla matych i duzych obiektéw wystepujgcych

w badanej grupie B ptynu mézgowo-rdzeniowego pochodzgcego od pacjentéw z wodogtowiem wewnetrznym

Ptyn badany — grupa B

Ptyn badany — grupa B

Miary pozycyjne wodogtowie wewnetrzne wodogtowie wewnetrzne
mate obiekty duze obiekty

Moda 2 7,5

Mediana 2,08 7,20

Pierwszy kwartyl Q1 1,63 6,48

Drugi kwartyl Q2 2,08 7,22

Trzeci kwartyl Q3 2,83 7,98

Podzial rozkladow srednic zastepczych obiektow wystepujacych w kontrolnym
ptynie mézgowo-rdzeniowym oraz w badanym plynie pochodzacym od pacjentow z
rozpoznanym poszerzonym uktadem komorowym (grupa A) i rozpoznanym wodoglo-
wiem wewnetrznym (grupa B) na male i duze obiekty przedstawiono na wykresach

(Ryc.22-27).
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Ptyn mézgowo-rdzeniowy - obiekty mate
ptyn kontrolny
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Srednica zastepcza obiektu [um]

Ryc.22. Procentowy rozkiad liczebnosci Srednic zastepczych dla matych obiektow wystepujgcych w kontrolnym
ptynie mézgowo-rdzeniowym.

Ptyn mézgowo-rdzeniowy - obiekty mate
ptyn badany (A) - poszerzony uktad komorowy
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Ryc.23. Procentowy rozktad liczebnosci Srednic zastepczych dla matych obiektéw wystepujgcych w badanym

plynie mézgowo-rdzeniowym pochodzgcym od pacjentéw z rozpoznanym poszerzonym uktadem ko-
morowym (grupa A badanego ptynu).

Ptyn mézgowo-rdzeniowy - obiekty mate
ptyn badany (B) - wodogtowie wewnetrzne
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Ryc.24. Procentowy rozktad liczebnosci Srednic zastepczych dla matych obiektow wystepujgcych w badanym

ptynie mézgowo-rdzeniowym pochodzgcym od pacjentéw z rozpoznanym wodogtowiem wewnetrznym
(grupa B badanego ptynu).
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Ptyn mézgowo-rdzeniowy - obiekty duze
ptyn kontrolny
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Ryc.25. Procentowy rozkiad liczebnosci Srednic zastepczych dla duzych obiektow wystepujgcych w kontrolnym
ptynie mézgowo-rdzeniowym.
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ptyn badany (A) - poszerzony uktad komorowy
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Ryc.26. Procentowy rozktad liczebnosci Srednic zastepczych dla duzych obiektéw wystepujacych w ptynie mo-

zgowo-rdzeniowym pochodzgcym od pacjentéw z rozpoznanym poszerzonym uktadem komorowym
(grupa A badanego ptynu).

Ptyn mézgowo-rdzeniowy - obiekty duze
ptyn badany (B) - wodogtowie wewnetrzne
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Ryc.27. Procentowy rozkiad liczebnosci Srednic zastepczych dla duzych obiektow wystepujgcych w ptynie mo-

zgowo-rdzeniowym pochodzgcym od pacjentéw z rozpoznanym wodogfowiem wewnetrznym (grupa B
badanego ptynu).

46



Testem Shapiro-Wilka, wzor (20), na poziomie istotnosci a = 0,05 zweryfiko-
wano hipotez¢ dotyczaca zgodnosci rozktadow rozmiaréw dla grupy matych 1 duzych
obiektéw z rozkltadem normalnym. Wyniki obliczen statystyki (W) testu przedstawiono

w tabelach, dla matych obiektow - tabela XIV, dla duzych obiektow - tabela XV.

Tabela XIV
Wartosc statystyki W dla matych obiektow wystepujgcych w grupach ptynu mézgowo - rdzeniowego
Nazwa grupy Parametr W
Grupa kontrolna 0,960
Grupa badana A: poszerzony uktad komorowy 0,855
Grupa badana B: wodogtowie wewnetrzne 0,841

Tabela XV
Wartos¢ statystyki W dla duzych obiektéw wystepujgcych w grupach ptynu mézgowo - rdzeniowego
Nazwa grupy Parametr W
Grupa kontrolna 0,652
Grupa badana A: poszerzony uktad komorowy 0,867
Grupa badana B: wodogtowie wewnetrzne 0,847

Rozktady $rednic zastgpczych obiektow, dla ktérych odrzucono hipoteze H
moéwiaea o normalnosei rozkladu, sprawdzono pod wzgledem asymetrii rozktadu korzy-

stajac ze wzoru (21). Otrzymane wyniki zestawiono w tabeli XVI.

Tabela XVI
Warto$¢ parametru okre$lajgcego asymetryczno$¢ rozktadu $rednic duzych obiektéw wystepujgcych w grupach ptynu
madzgowo - rdzeniowego

Nazwa grupy Wynik formuty: (Qz — Q2) — (Q2— Q1)
Grupa kontrolna -0,04
Grupa badana A: poszerzony uktad komorowy +0,18
Grupa badana B: wodogtowie wewnetrzne +0,02

Wartosci sity asymetrii - As (wspotczynnik skosnoscei), rozktadu srednic duzych obiek-
tow wystepujacych w prawidlowym ptynie mdézgowo-rdzeniowym wyliczone w oparciu
o wyrazenie (23) dla ptynu kontrolnego, ptynu badanego pochodzacego od pacjentdéw z
rozpoznanym poszerzonym uktadem komorowym oraz ptynu badanego pochodzacego

od pacjentéw z wodogltowiem wewnetrznym przedstawiono w tabeli X VII.
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Tabela XVII
Wartosci wspdifczynnika skosnosci (As) rozktadu Srednic zastepczych dla duzych obiektéw wystepujgcych w grupach
ptynu mézgowo - rdzeniowego

Nazwa grupy Wspétczynnik sko$nosci - As
Grupa kontrolna -0,048
Grupa badana A: poszerzony uktad komorowy +0,110
Grupa badana B: wodogtowie wewnetrzne +0,014

Rozktady $rednic zastgpczych dla matych obiektow (Ryc.22-24) ro6znig si¢ mig-
dzy soba, podobnie jak rozktady srednic zastgpczych duzych obiektow (Ryc.25-27). W
celu okreslenia réznic migdzy rozkladami z poszczegdlnych grup pltynu mozgowo-
rdzeniowego wyznaczono wzgledne wskazniki podobienstwa struktur - wzor (24), ktére

przedstawiono w tabeli XVIII i XIX.

Tabela XVIII
Wartosci wzglednego wskaZnika podobienstwa struktur w przypadku wspdiczynnika rozkiadu Srednic zastepczych
matych obiektéw wystepujgcych w grupach ptynu mézgowo - rdzeniowego

Porownywane struktury grup

] ; Wzgledny wskaznik podobienstwa struktur
ptynu mozgowo-rdzeniowego

Grupa kontrolna ptynu

37,54%
Grupa badana A: poszerzony uktad komorowy
Grupa kontrolna ptynu
P Ply 56,81%
Grupa badana B: wodogtowie wewnetrzne
Grupa badana A: poszerzony uktad komorowy
54,14%

Grupa badana B: wodogtowie wewnetrzne

Tabela XIX
Wartosci wzglednego wskaznika podobienistwa struktur w przypadku rozktadu Srednic zastepczych duzych obiektow
wystepujgcych w grupach ptynu mézgowo - rdzeniowego

Porownywane struktury grup

i i Wzgledny wskaznik podobienstwa struktur
ptynu mézgowo-rdzeniowego

Grupa kontrolna ptynu

27,83%
Grupa badana A: poszerzony uktad komorowy
Grupa kontrolna ptynu
P Ply 32,00%
Grupa badana B: wodogtowie wewnetrzne
Grupa badana A: poszerzony uktad komorowy
60,12%

Grupa badana B: wodogtowie wewnetrzne
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Wyznaczono réwniez wartosci parametrow pojedynczych obiektow dla kazdej

grupy ptynu mézgowo-rdzeniowego (grupy kontrolnej, grupy badanej A — poszerzony

uktad komorowy, grupy badanej B — wodogltowie wewngtrzne) z podzialem na mate i

duze obiekty (Tabela XX, XXI, XXII).

Tabela XX

Wartosci parametrow pojedynczych obiektéw wystepujgcych w grupie kontrolnej ptynu mdzgowo-rdzeniowego dla

matych i duzych obiektéow

Parametry pojedynczych obiektow

Wartos¢ srednia

Odchylenie standardowe $redniej

mate obiekty

Obwad [um] 8,24 0,76

Pole powierzchni obiektu [um?] 5,28 0,39

Srednica zastepcza obiektu [um] 2,42 0,12
duze obiekty

Obwad [um] 26,7 2,7

Pole powierzchni obiektu [umz] 39,0 51

Srednica zastepcza obiektu [um] 6,90 0,38

Tabela XXI

Wartosci parametrow pojedynczych obiektéw wystepujgcych w ptynie mézgowo-rdzeniowym pochodzgcym od pacjen-
téw z poszerzonym uktadem komorowym (grupa A badanego ptynu), dla matych i duzych obiektéw

Parametry pojedynczych obiektow

Wartos¢ srednia

Odchylenie standardowe $redniej

mate obiekty

Obwod [um] 6,42 0,40

Pole powierzchni obiektu [um?] 3,59 0,46

Srednica zastepcza obiektu [pm] 1,97 0,12
duze obiekty

Obwod [um] 24,22 0,69

Pole powierzchni obiektu [um?] 41,0 1,6

Srednica zastepcza obiektu [um] 7,11 0,13

Tabela XXII

Wartosci parametréw pojedynczych obiektéw wystepujgcych w plynie mézgowo-rdzeniowym pochodzgcym od pacjen-
téw z wodogtowiem wewnetrznym (grupa B badanego ptynu), dla matych i duzych obiektow

Parametry pojedynczych obiektow

Wartos¢ srednia

Odchylenie standardowe $redniej

mate obiekty

Obwod [um] 7,86 0,22

Pole powierzchni obiektu [um?] 4,84 0,24

Srednica zastepcza obiektu [um] 2,309 0,056
duze obiekty

Obwéd [um] 23,93 0,30

Pole powierzchni obiektu [um?] 42,83 0,90

Srednica zastepcza obiektu [um] 7,129 0,075
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W oparciu o mierzone parametry pojedynczych obiektéw wystepujacych w ply-
nie mézgowo-rdzeniowym wyznaczono parametry zbiorcze: gestos¢ liczbowa obiektow
(ilos¢ obiektéw przypadajaca na jeden preparat — na powierzchnie 0,2x10°um?) dla ma-
tych i duzych obiektow (Tabela XXIII) oraz bezwzgledna i wzgledna sumaryczng dhu-
gos¢ obwodow obiektow przypadajacych na jeden preparat (Tabela XXIV).

Tabela XXIII

Gestosc¢ liczbowa matych i duzych obiektéw wystepujgcych w grupie kontrolnej ptynu mézgowo-rdzeniowego oraz w
grupie badanej A (ptyn pochodzi od pacjentéw z poszerzonym uktadem komorowym) i grupie badanej B (ptyn pochodzi
od pacjentéw z wodogtowiem wewnetrznym)

Parametry Grupa Grupa badana (A) Grupa badana (B)
zbiorcze obiektow Kontrolna | Poszerzony Uktad Komorowy | Wodogtowie wewnetrzne
mate obiekty
Gestosc liczbowa
10,2 1
[obiekt/preparat] 0. 58 5.5
(’)dch)./k'enle standardowe 12 1.2 3.2
Sredniej
duze obiekty
Gestosc liczbowa
2 10,7 1
[obiekt/preparat] 50 . 6.0
F)dchylt_ame standardowe 0,56 23 27
Sredniej
Tabela XXIV

Wartosci bezwzglednej i wzglednej sumarycznej dtugosci obwoddw matych i duzych obiektéw wystepujgcych w grupie
kontrolnej ptynu mézgowo-rdzeniowego oraz w grupie badanej A (ptyn pochodzi od pacjentéw z poszerzonym uktadem
komorowym) i grupie badanej B (pfyn pochodzi od pacjentéw z wodogtowiem wewnetrznym)

Parametry Grupa Grupa badana (A) Grupa badana (B)
zbiorcze obiektow Kontrolna Poszerzony Uktad Komorowy | Wodogtowie wewnetrzne

mate obiekty

Bezwzgledna sumaryczna
dtugo$¢ obwodow 83,8um 37,1 um 122 um
obiektéw w preparacie

Odchylenie standardowe

sredniej 7,2 um 6,5um 25 um

Wzgledna sumaryczna
diugo$¢ obwodow 1,05 % 0,46 % 1,53 %
obiektéw w preparacie

duze obiekty

Bezwzgledna sumaryczna
dtugos¢ obwodéw 67 um 258 um 381 um
obiektéw w preparacie

Odchylenie standardowe

sredniej 11 um 51um 71um

Wzgledna sumaryczna
dtugos¢ obwodow 0,83 % 3,23 % 477 %
obiektéw w preparacie
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Kolejnym parametrem zbiorczym jaki wyliczono bylo bezwzgledne i wzgledne suma-
ryczne pole powierzchni, obiektow wystepujacych w prawidlowym plynie moézgowo-

rdzeniowym, przypadajace na jeden preparat. Wyniki obliczen zawiera tabela XXV.

Tabela XXV

Wartosci bezwzglednego i wzglednego sumarycznego pola powierzchni matych i duzych obiektéw wystepujgcych w
grupie kontrolnej ptynu mézgowo-rdzeniowego oraz w grupie badanej A (ptyn pochodzi od pacjentéw z poszerzonym
uktadem komorowym) i grupie badanej B (ptyn pochodzi od pacjentéw z wodogfowiem wewnetrznym)

Parametry Grupa Grupa badana (A) Grupa badana (B)
zbiorcze obiektow Kontrolna Poszerzony Uktad Komorowy | Wodogtowie wewnetrzne

mate obiekty

Bezwzgledne sumaryczne
pole powierzchni 53,7 me 20,8 pm2 75 me
obiektéw w preparacie

Odchylenie standardowe

2 2 2
srednie; 4,9 um 4.5 um 16 um

Wzgledne sumaryczne
pole powierzchni 0,03 % 0,01 % 0,04 %
obiektéw w preparacie

duze obiekty

Bezwzgledne sumaryczne
pole powierzchni 98 um2 437 umz 680 umz
obiektéw w preparacie

Odchylenie standardowe

2 2 2
sredniej 22 ym 105 um 140 um

Wzgledne sumaryczne
pole powierzchni 0,05 % 0,22 % 0,34 %
obiektéw w preparacie

Ostatnim parametrem jaki wyliczono byl wspotczynnik kolistosci obiektu. Wartosci
wspotczynnika dla poszezegdlnych grup prawidlowego ptynu mézgowo-rdzeniowego

przedstawiono w tabeli XXVI.

Tabela XXVI

Wartosci wspdtczynnika kolistosci matych i duzych obiektéw wystepujgcych w grupie kontrolnej ptynu mdzgowo-
rdzeniowego oraz w grupie badanej A (ptyn pochodzi od pacjentow z poszerzonym uktadem komorowym) i grupie
badanej B (ptyn pochodzi od pacjentéw z wodogtowiem wewnetrznym)

Parametry Grupa Grupa badana (A) Grupa badana (B)
zbiorcze obiektow Kontrolna | Poszerzony Uktad Komorowy | Wodogtowie wewnetrzne
mate obiekty
Sredni wspétczynnik koli- 0.886 0.949 0.8980
stosci ’ ' '
Odchylenie standardowe
sredniej 0,017 0,012 0,0084
duze obiekty
Sre’dr:n wspotczynnik koli- 0,787 0,907 0.9340
stosci
Odchylenie standardowe 0.075 0.018 0.0073
$redniej ’ ' ,
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8. OMOWIENIE WYNIKOW I DYSKUSJA

Podstawowe badanie ptynu mdzgowo-rdzeniowego ma na celu okreslenie czy
badany ptyn spetnia normy ptynu prawidlowego albo czy jest ptynem patologicznym.
Dokonuje si¢ tego w oparciu o pordwnywanie wartosci szesciu wyznaczanych para-
metréw charakteryzujacych ptyn z ich z wartosciami referencyjnymi dla ptynu prawi-
dlowego.

Jednym z parametrow, ktory okreslamy w trakcie badania ptynu jest liczba ko-
morek wystepujacych w jednym mikrolitrze ptynu mézgowo-rdzeniowego. Wykorzy-
stuje si¢ do tego celu metod¢ mikroskopowa analizujac preparaty plynu mozgowo-
rdzeniowego przygotowane wedtug procedury obejmujacej [70,91,92]:

- oceng¢ makroskopowa ptynu

- wirowanie ptynu

- rozcienczanie

- barwienie preparatu

- suszenie preparatu
Przygotowanie preparatu mikroskopowego ptynu mézgowo-rdzeniowego, ze wzgledu
na ilo$¢ czynnosci jakie nalezy wykonaé w trakcie przygotowywania preparatu i czas
jaki na ich wykonanie nalezy przeznaczy¢, jest zmudne i czasochtonne. W konsekwen-
cji wydtuza sie przez to catkowity czas pomiaru, na ktory wplyw ma réwniez czas ana-
lizy mikroskopowej preparatu zalezny od wielkosci analizowanego pola powierzchni

preparatu.

Pierwszym etapem pracy bylo opracowanie sposobu przygotowania preparatu
mikroskopowego w czasie krotszym od czasu wynikajacego ze standardowej procedury,
majac jednoczesnie na uwadze, ze przygotowany preparat bedzie umozliwial analizo-
wanie parametrow geometrycznych obserwowanych obiektow.

Efekt ten uzyskano stosujac ptyn pobrany prosto od pacjenta i eliminujac z etapow
przygotowania wirowanie, rozcienczanie, barwienie oraz suszenie preparatu. Tym sa-
mym skrdcono czas przygotowania preparatu do kilku minut. Stosujac precyzyjng regu-
lacje ostrosci obrazu oraz ptynng regulacje natezenia o$wietlenia preparatu, otrzymano
obrazy pozwalajace analizowac¢ obiekty pod wzgledem ilosci i geometrii ksztattow

(Ryc.28).
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Obiekty zawarte w plynie mozgowo-rdzeniowym czyli komorki, dla ktorych
warto$¢ graniczna wynosi 5 komoérek na mikrolitr [93] (powyzej tej wartosci ptyn okre-
$lany jest jako patologiczny), biatka oraz elementy rozpadu komoérek mozna obserwo-
wac stosujac rozne metody mikroskopowe. Mikroskop stosowany w standardowej me-
todzie okreslania ilosci komorek pozwala zaobserwowac obiekty rzedu 1um. Jednak,
przy wielkosciach obiektow zblizonych do wielkosci minimalnych jakie mozemy zaob-
serwowaé, wynikajacych z rozdzielczosci mikroskopu, trudno jest jednoznacznie okre-
$li¢ rodzaj obserwowanego obiektu, gdyz ptyn nie jest jednorodny, a obiekty posiadaja

roézne ksztalty 1 wielkosci (Ryc.28).

18 gem & 'I{.ll,um '

Ryc.28. Obrazy obiektéw zaobserwowanych w niebarwionym prawidtowym ptynie mézgowo-rdzeniowym [94].

W tym przypadku, wydaje si¢, ze jedynymi wspolnymi kryteriami réznicujacymi obiek-
ty obserwowane w ptynie mozgowo-rdzeniowym sa wskazniki wynikajace z geometrii
ksztattu obiektow.

Konsekwencja powyzszego stwierdzenia jest pytanie:

Czy istniejq ksztatty lub rozmiary obiektdéw, ktore wystepuja czesciej niz inne?

W oparciu o przeprowadzone badania mikroskopowe, wykorzystujac $rednice
zastepcza obiektu wyznaczona ze wzoru (14) stwierdzono, ze istnieja roznice w czgsto-
$ci wystepowania obiektow w pltynie mézgowo-rdzeniowym w zaleznosci od ich $red-
nicy. Najczesciej, w badanym plynie mozgowo-rdzeniowym obserwowano obiekty o
$rednicy od 2 do 10,5um, sporadycznie natomiast o srednicy od 11 do 21,5um (Ryc.16,
17). Wyniki pomiaréw dotyczace wielkosci obiektow sa potwierdzeniem doniesien lite-
raturowych mowiacych o rozmiarach obiektow rzedu mikrometréw, np. 1-4um (trom-
bocyty) [95], 5-9um (limfocyty mate), 9-15um (limfocyty duze) [96] czy 15-20pum
(monocyty) [97]. Zatem, zakres obserwowanych srednic obiektow w niebarwionym

ptynie pokrywa si¢ z wartosciami pomiarow wielkosci obiektéw w przypadku plynu
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barwionego. Swiadczy to o tym, ze istnieje mozliwos¢ dokladnego okreslania (rzedu
mikrometrow) rozmiaréw obiektow wystepujacych w ptynie mézgowo-rdzeniowym bez
jego barwienia. W konsekwencji powoduje to skrocenie czasu pomiaru obiektow i jest
przyczynkiem do stworzenia alternatywnej metody pomiaru obiektéw w ptynie mdzgo-
wo-rdzeniowym, co stanowito jeden z celé6w niniejszej rozprawy.

Porownujac plyn kontrolny z badanym niebarwionym ptynem mozgowo-
rdzeniowym pod wzgledem liczebnosci wystepowania obiektéw, w zaleznosci od ich
$rednic, zauwazono miedzy nimi pewne podobienstwa, jak i roznice.

Najczescie] wystepujacymi obiektami w obu ptynach byly obiekty o srednicy
2um, przy czym w przypadku ptynu kontrolnego stanowity one okoto 20% wszystkich
zaobserwowanych obiektéw, a w badanym niebarwionym ptynie okolo 12% wszystkich
obiektéw (Ryc.17 oraz Ryc.18). Przyczyna réznicy, okoto 8%, w ilosci matych obiek-
tow sg najprawdopodobniej rozne wlasciwosci fizyko-chemiczne ptyndéw, ktore moga
mie¢ wplyw na naturalne procesy rozpadu obiektow. Inng przyczyna moze by¢ przedo-
stawanie si¢ do ptynu obiektéw duzych np. w wyniku mozliwych wewngtrznych krwa-
wien, co w konsekwencji w grupie obserwowanych obiektéw powoduje zmniejszenie
procentowego udziatu matych obiektow.

Srednica zastepcza obiektow najczesciej wystepujacych w ptynach w obu przy-
padkach znajdowala si¢ w pierwszej potowie rozktadu rozmiaréw $rednic, dla ktorych
warto$¢ mediany badanego ptynu byla 2,2 razy wigksza niz ptynu kontrolnego i wynosi-
ta odpowiednio 5,82um i 2,64pum (Tabela VIII). Warto$¢ mediany oraz kwartyli Q1, a
w szczegolnosci Q2 i Q3 $wiadczy o tym, ze rozklad rozmiarow Srednic obiektow w
ptynie badanym jest dluzszy od rozktadu srednic w plynie kontrolnym.

Rozstep rozktadu dla ptynu kontrolnego wynosit 10,5um (od 1,0 do 11,5um) i byt krot-
szy o 10um od rozktadu dla plynu badanego, dla ktérego wynosit 20,5um (od 1,0 do
21,5um), (Ryc.17 i Ryc.18). Grupe obiektéw o rozmiarach srednic zastepczych wiek-
szych od 11,5um w badanym niebarwionym ptynie mézgowo-rdzeniowym tworza mo-
nocyty oraz obiekty, najprawdopodobniej powstale w wyniku procesow koalescencji i
flokulacji. W trakcie prowadzonych badan, wykonujac zdjecia poklatkowe preparatow
ptynu zaobserwowano proces taczenia si¢ obiektéw w agregaty. Dotyczylo to zarowno
grupy matych jak i duzych obiektéw (Ryc.29). Powstawanie agregatow zalezy od wia-
Sciwosci plynu, ktore majq wpltyw na charakter proceséw fizykochemicznych w nim

zachodzacych. Roznice w przebiegu procesow sugeruja, ze ptyn kontrolny i badany
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posiadaja odmienne wlasciwosci. Najprawdopodobniej zwiazane sa one ze stanem cho-

robowym pacjenta.

Yo
(o]

Q Q Q

o o o
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Ryc.29. Obrazy wybranych etapdw tgczenia sie dwdch obiektéw, wystepujacych w badanym piynie mdézgowo-
rdzeniowym, w agregaty — dwa gorne obiekty [94].

Analizujac przebieg rozkladu statystycznego srednic zastgpczych obiektow za-
wieszonych w badanym niebarwionym plynie mézgowo-rdzeniowym stwierdzono, ze
rozktad jest dwumodalny (Ryc.18). Rozktad tego typu $wiadczy o tym, ze osrodek jest
niejednorodny [88,98]. Niejednorodnos¢ ta moze oznaczac, ze istnieje duza zmienni-
czo$¢ rozmiarow obiektow wewnatrz badanej populacji ptynu lub populacja sktada si¢ z
grup plynu o odmiennych wilasciwosciach zwigzanych z obiektami w nim wystgpuja-
cymi

Korzystajac z danych dotyczacych rozpoznania klinicznego wyodrgbniono w
badanym prawidlowym plynie mozgowo-rdzeniowym dwie grupy zwiazane ze stanem
chorobowym pacjentéw: grupe A, ktdra stanowit ptyn pochodzacy od pacjentow z roz-
poznanym klinicznie poszerzonym uktadem komorowym oraz grupe B, ktora stanowit
ptyn pochodzacy od pacjentéw z rozpoznanym klinicznie wodogltowiem wewngtrznym.

Dla obu grup wykreslono rozktady srednic zastgpczych obiektow w nich wystg-
pujacych, ktore przedstawiono na rycinach 19 i 20.

W celu sprawdzenia czy istniejq rdznice, istotne statystycznie, w dyspersji roz-
miardw obiektow migdzy grupami A i B zastosowano test zgodnosci Smirnowa — Kot-
mogorowa [89]. Postawiono dwie hipotezy:

- Hipoteze zerowa (Hj ) - rozktady $rednic obiektow w obu grupach sa takie same.
- Hipoteze alternatywna (H;) - rozktady srednic obiektow w obu grupach sa rézne.
Weryfikacje hipotez przeprowadzono na poziomie istotnosci o = 0,05, porownujac ta-
blicowy parametr A, = 1,36 z parametrem A = 1,58 wyliczonym ze wzoru (19). Para-
metr A, jest mniejszy od parametru A. Oznacza to, ze hipotez¢ Hj nalezy odrzuci¢ na

rzecz hipotezy Hj.
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Z przeprowadzonego testu wynika, ze istnieja miedzy rozkladami $rednic zastepczych
w grupie A i1 B réznice istotne statystycznie. Pozwala to przypuszczaé, ze ksztalt roz-
ktadow $rednic obiektow wystepujacych w ptynie moézgowo-rdzeniowym ma zwiazek z
rozpoznanym stanem klinicznym pacjenta.

Réznice migedzy ptynem pochodzacym od pacjentdéw z rozpoznanym poszerzo-

nym uktadem komorowym a ptynem pochodzacym od pacjentéw z wodogltowiem we-
wnetrznym potwierdzaja miary pozycyjne szeregdw Srednic zastepczych wyznaczone
dla obu plynow przedstawione w tabeli X. Wynika z nich, ze Srodek szeregu s$rednic
zastepczych w przypadku plynu pochodzacego od pacjentéw z poszerzonym ukladem
komorowym przypada na 6,15um, a w ptynie pochodzacym od pacjentow z wodoglo-
wiem wewngtrznym na 4,91um. Oznacza to, ze szeregi maja inaczej roztozone maksi-
ma (Ryc.21), ktére przypadaja na obiekty o rozmiarach 6,5um w pierwszym przypadku
i 2um w drugim przypadku.
W celu doktadniejszej analizy dyspersji srednic zastgpczych obiektow ograniczono roz-
step szeregdw do zakresu od 1,0um do 12,5um, odrzucajac, zgodnie z zasadami staty-
styki, odstajace wartosci wynikow pomiarowych (w grupie badanej A warto$¢ —
21,5um, a w grupie badanej B — 15,0um) i wykreslono przebieg dystrybuant $rednic
zastgpezych obiektow (Ryc.30).

—i— ptyn: Kontrolny —o— ptyn: Poszerzony uktad komorow y ptyn: Wodogtow ie w ew netrzne
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Srednica zastepcza obiektu [um]

Ryc.30. Przebiegi dystrybuant Srednic zastepczych obiektéw wystepujgcych w kontrolnym pfynie mdézgowo-
rdzeniowym oraz ptynie badanym (A) — poszerzony uktad komorowy i ptynie badanym (B) — wodogfowie
wewnetrzne.

Ksztalty przebiegu krzywych dystrybuant rowniez potwierdzaja odmienny charakter

badanych grup ptynu. Szczegélnie widoczna jest réznica w ilosci wystepujacych obiek-
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tow w zakresie Srednic od 2,0um do 5,0um. W wymienionym zakresie, najwigkszy
wzgledny przyrost obiektow zaobserwowano w przypadku ptynu kontrolnego. Pozosta-
te dwa pltyny wykazywaly zdecydowanie mniejszy wzgledny przyrost obiektéw, ktory
dla plynu badanego A (poszerzony uktad komorowy) wynosit 0,12, a dla ptynu badane-
go B (wodoglowie wewnetrzne) - 0,22. Oznacza to, ze w ptynie pochodzacym od pa-
cjentdw z rozpoznanym wodoglowiem wewnetrznym przewazaja obiekty wystepujace
w pierwszej polowie rozktadu $rednic (mate obiekty), odwrotnie niz w ptynie pocho-
dzacym od pacjentéw z poszerzonym uktadem komorowym.

Mimo rozdziatu badanego niebarwionego ptynu mézgowo-rdzeniowego na gru-

py ptynu powiazane z rozpoznaniem klinicznym: grupa A (poszerzony uktad komoro-
wy) 1 grupa B (wodoglowie wewngtrzne), przebiegi rozkladow s$rednic zastepczych
obiektéw zawieszonych w ptynie wykazuja dalej rozktad dwumodalny (Ryc.19 oraz
Ryc.20). Najprawdopodobniej zwigzane jest to z r6znorodng struktura wewnetrzng pty-
nu. Mozna przypuszczaé, ze wystgpuja w nim dwie populacje obiektéw o roznych wia-
Sciwosciach tworzace swoje rozktady rozmiaréw Srednic. Jedna z nich to male obiekty,
do ktorych zaliczymy miedzy innymi elementy rozpadu komorek, a druga to wigksze
obiekty, wsrod ktorych mozemy wymieni¢ réznego rodzaju komorki np. limfocyty, mo-
nocyty, makrofagi, granulocyty, erytrocyty czy komoérki nablonka wysciotki drog ptynu
moézgowo-rdzeniowego [99].
Wartosci wspolczynnika zmiennosci struktury obiektow, wyznaczone ze wzoru (18),
ktére odpowiednio wynosza, dla grupy plynu kontrolnego - 37,16%, dla grupy ptynu
badanego A: poszerzony uktad komorowy - 53,39% oraz dla grupy plynu badanego B:
wodoglowie wewngtrzne - 55,08%, $wiadcza o duzej zmiennosci wewnatrz struktury
obiektéw wystepujacych w wymienionych grupach ptynu. Zblizone wartosci wspot-
czynnika zmiennosci struktury dla grupy ptynu A i B wskazuja na podobne zr6znico-
wanie obiektow wystepujacych (umownie nazwanych - matymi i duzymi obiektami) w
obu grupach badanego ptynu mozgowo-rdzeniowego. Nie informuja nas jednakze o
réznicach, jakie ewentualnie, istnieja miedzy tymi grupami dla rozktadow $rednic za-
stepczych matych i duzych obiektow.

Nastepstwem tego stwierdzenia oraz tego, ze rozktady sa dwumodalne, a warto-
$ci wspolczynnika zmiennosci struktury w poszczegolnych grupach sa duze, jest podziat
kazdego z rozktadéw na dwa. Wartos$cia graniczng rozdziatu rozktadéw dla wyzej wy-
mienionych grup ptynu moézgowo-rdzeniowego ustalong w oparciu o analize przebiegu

rozktadéw $rednic zastepczych obiektow jest warto$¢ 4,5um (Ryc.21). W zwiazku z
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tym szeregi rozktadow srednic dla poszczegdlnych grup plynu podzielono na szeregi
matych obiektéw - szereg o Srednicach obiektow < 4,5um (Ryc.22-24) oraz szeregi du-
zych obiektow - szereg o $rednicach obiektow > Sum (Ryc.25-27).

Majac na uwadze, ze rozklad dwumodalny czgsto jest ztozeniem dwoch rozkta-
déw normalnych [100], otrzymane szeregi dla grupy matych i duzych obiektéw podda-
no testowaniu statystycznemu w celu sprawdzenia normalnosci rozkladow srednic
obiektéw. Do tego celu wykorzystano test normalnosci rozktadu Shapiro-Wilka [88].
Postawiono dwie hipotezy:

- (Ho ) rozklady $rednic obiektéw majq rozktad normalny

- (H;) rozktady s$rednic obiektow nie maja rozktadu normalnego

W oparciu o statystyke W na poziomie istotnosci o = 0,05, dla matych obiektéw, wyli-
czong ze wzoru (20), ktora odpowiednio wynosita dla plynu kontrolnego - 0,96, dla
ptynu A: poszerzony uktad komorowy - 0,8548 i dla ptynu B: wodoglowie wewnetrzne
- 0,8408 oraz o statystyke W, = 0,818 odczytana z tablic rozktadu [101] stwierdzono, ze
nie ma podstaw do odrzucenia hipotezy Hy. Mozna twierdzi¢ z 95% prawdopodobien-
stwem, ze rozktady $rednic matych obiektéw spelniaja warunki rozktadu normalnego.
W przypadku duzych obiektéw, pordwnujac wartos¢ statystyki W i W, na poziomie
istotnosci a = 0,05 hipotezg Hy odrzucono.

Z analizy rozkladoéw $rednic zastepczych duzych obiektéw (Ryc.25-27) wynika,
ze sg one asymetryczne. Jednakze w oparciu o wartosci zawarte w tabeli XVI mozemy
stwierdzié, ze dla duzych obiektow trudno jest okresli¢ sko$nos¢, szczegolnie w przy-
padku plynu kontrolnego i ptynu pochodzacego od pacjentow z wodoglowiem we-
wnetrznym, poniewaz wartosci wspotczynnikéw sa bliskie zeru i wynosza odpowiednio
0,04 i 0,02. Potwierdzaja to rowniez wyniki obliczen wspolczynnika skosnosci (sita
asymetrii) przedstawione w tabeli XVII.

Wydaje sig, ze skosnos¢ rozktadéw duzych obiektow jako wskaznik réznicowania roz-
ktadow s$rednic zastgpczych obiektéw wystepujacych w ptynie jest obarczona zbyt du-
zym btedem aby wykorzystywaé ja w porownywaniu ptynow.

Poréwnujac rozklady s$rednic obiektow wystepujacych w grupach ptynu mo-
zgowo-rdzeniowego wyznaczono wskaznik podobienstwa struktur obiektéw w plynie
pochodzacym od pacjentéw z rozpoznanym poszerzonym uktadem komorowym (ptyn
badany A) i w ptynie pochodzacym od pacjentéw z wodoglowiem wewngtrznym (ptyn

badany B) dla matych (Tabela XVIII) i duzych obiektow (Tabela XIX). Wynika z nie-
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go, ze struktury matych obiektéw w ptynie pochodzacym od pacjentoéw z poszerzonym
uktadem komorowym r6znia si¢ w 46% od struktury obiektow w plynie pochodzacym
od pacjentdw z rozpoznanym wodoglowiem. Dla duzych obiektow roznica migdzy ply-
nami wynosi okoto 40%. Wartos¢ wskaznika réznic struktur obiektow ponizej 50%
$wiadczy o istotnym podobienstwie struktur, co jest oczywiste, poniewaz sa to podgru-
py wyodrebnione z grupy plynu prawidlowego, ale jednoczes$nie wartosci te sg na tyle
znaczace, ze mozna powiedzieé, iz plyny pochodzace od pacjentdéw z poszerzonym
uktadem komorowym i wodoglowiem wewnetrznym rdznia si¢ migdzy sobg struktura
obiektow.

Analizujac wartosci wskaznikéw podobienstwa struktur obiektow zawarte w tabeli
XVIII i XIX mozna stwierdzi¢, ze w przypadku matych obiektéw ich struktura w ptynie
B (wodoglowie wewnetrzne) jest bardziej podobna do ptynu referencyjnego niz struktu-
ra ptynu A (poszerzony uktad komorowy). Réznica w podobienstwie wynosi okoto 20%
na korzys¢ ptynu z grupy B. Dla obiektow duzych réznica ta wynosi okoto 4%. Gene-
ralnie w calej swojej rozciaglosci rozmiardw obiektow plyn z grupy B jest bardziej po-
dobny do kontrolnego niz ptyn z grupy A.

Majac na uwadze to, ze przebiegi rozktadow srednic zastepczych obiektow wy-
stepujacych w plynie mézgowo-rdzeniowym majq ksztaltt dwumodalny oraz to, ze kaz-
da moda tworzy oddzielny rozktad o okreslonych parametrach mozna przypuszczaé, ze
dla danej grupy plynu stosunek parametrow matych i duzych obiektéw ( Ii Il moda) jest
wielko$cig charakterystyczna.

Analizujac wartosci wzgledne zawarte w tabeli XXVII mozemy stwierdzié, ze wartos¢
stosunku $redniej $rednicy zastepczej obiektow duzych i matych w przypadku ptynu
kontrolnego i ptynu B (wodoglowie wewnetrzne) jest zblizona i wynosi odpowiednio
2,86 i 3,09. Swiadczy to o tym, ze $rednia $rednica duzych obiektéw w obu ptynach jest
wigksza od sredniej Srednicy matych obiektow o k razy ( k = 3 ). W przypadku ptynu A
(poszerzony uktad komorowy) k wynosi okoto 3,6.

Wydaje si¢, ze dobrym wskaznikiem réznicujacym niebarwiony pltyn moézgowo-
rdzeniowy jest wzgledna warto$¢é catkowitego pola powierzchni duzych i matych obiek-
tow wystepujacych w plynie. Jezeli ptyn mézgowo-rdzeniowy dazy do pewnej stabili-
zacji w okreslonym stanie chorobowym, to stosunek parametréw opisujacych ten stan
(np. pole powierzchni duzych i matych obiektow) powinien by¢ staty dla danego stanu

chorobowego i1 przypuszczalnie powinna istnie¢ wyrazna rdznica wartosci stosunku
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parametréw migdzy poszczegdlnymi grupami ptynu powiazanymi z okreslonymi sta-

nami chorobowymi.

Tabela XXVII

Wzgledne warto$ci $redniej Srednicy obiektu, catkowitego pola powierzchni obiektéw oraz catkowitego obwodu obiektow

w poszczegoinych grupach ptynu mézgowo - rdzeniowego

Wzgledna Wzgledna Wzgledna
Poréwnywane obiektéw wartosé wartos¢ wartosc
ptynu mézgowo-rdzeniowego Sredniej catkowitego catkowitego
Srednicy obiektu | pola powierzchni obwodu
Ptyn: kontrolny - obiekty duze
2,86 1,82 0,79
Ptyn: kontrolny - obiekty mate
Ptyn A: poszerzony uktad komorowy - obiekty duze
3,61 21,06 6,96
Ptyn A: poszerzony uktad komorowy - obiekty mate
Ptyn B: wodogtowie wewnetrzne - obiekty duze
3,09 9,08 3,12
Ptyn B: wodogtowie wewnetrzne - obiekty mate

Potwierdzaja to wartosci tego wskaznika przedstawione w tabeli XXVII. W plynie A
(poszerzony uklad komorowy) jest on wyraznie wigkszy niz w plynie kontrolnym. W
przypadku ptynu B (wodoglowie wewnetrzne) rowniez jest wigkszy niz w ptynie kon-
trolnym, ale juz nie tak znacznie. W pierwszym przypadku wartos¢ wzglednego catko-
witego pola powierzchni obiektow jest wigksza o 19,24, a w drugim o 7,26.

W oparciu o przeprowadzona analize statystyczng rozkladow srednic zastep-

czych obiektow wystepujacych w grupach badanego prawidlowego ptynu moézgowo-
rdzeniowego oraz w plynie kontrolnym mozemy stwierdzi¢, ze zaobserwowane roznice
miedzy grupami A i B zwigzanymi z okreslonym stanem chorobowym oraz ptynem
kontrolnym sa na tyle istotne, iz przy zwigkszonej liczbie pomiarow, ksztatty przebie-
gow rozkladow s$rednic zastepczych moglyby sta¢ si¢ wzorcami ptynu dla poszczegol-
nych grup.
Podsumowujac, standardowa metoda mikroskopowa z wykorzystaniem preparatu przy-
gotowanego z plynu moézgowo-rdzeniowego nie poddanego zadnej obrdbcee technicznej
pozwala uzyska¢ wyniki dotyczace geometrii obiektéw w nim wystepujacych, umozli-
wiajace roznicowac¢ ptyn mozgowo-rdzeniowy w powigzaniu z rozpoznaniem stanu
chorobowego oraz znacznie skroci¢ czas pomiaru.

Drugim etapem niniejszej pracy bylo wyznaczenie wartosci 9 wybranych para-

metréw (3 pojedynczych, 5 zbiorczych i jednego wspotczynnika ksztattu [49]), charak-
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teryzujacych obiekty znajdujace si¢ w ptynie mézgowo-rdzeniowym pod wzgledem ich
ilosci 1 geometrii ksztattu. W oparciu o wyzej przedstawiong analize, dotyczaca rozkla-
dow srednic zastepczych obiektéw wystepujacych w ptynie i ich struktur oraz o obrazy
obiektéw (Ryc.28, 29) mozna przypuszczaé, ze warto$ci parametrow geometrycznych
obiektow sa charakterystyczne dla poszczegdlnych grup ptynu.

W pierwszej kolejnosci wyznaczono pojedyncze parametry obiektow: sredni
obwod, $rednie pole powierzchni oraz $rednig Srednice zastgpcza matych i duzych
obiektéw dla ptynu kontrolnego (Tabela XX). Nastgpnie wyznaczono wartosci tych
samych parametréw dla ptynu badanego A - pochodzacego od pacjentow z poszerzo-
nym uktadem komorowym (Tabela XXI) i plynu badanego B - pochodzacego od pa-
cjentdw z wodoglowiem wewngtrznym (Tabela XXII).

Poréwnujac ze sobg wartosci $rednich obwoddw obiektow wystepujacych w plynie
kontrolnym oraz w grupach badanego ptynu: poszerzony uklad komorowy (A) 1 wodo-
glowie wewnetrzne (B) mozemy zauwazy¢, ze w przypadku malych obiektow
(Ryc.31), najwigksza $rednia warto$¢ obwodu obiektu jest w ptynie kontrolnym i

wynosi 8,24um. Krotszy o 1,82um jest sredni obwod obiektu w ptynie pochodzacym od

Plyn mézgowo-rdzeniowy - obiekty mate

H ptyn: Kontrolny Optyn A: Poszerzony uktad komorowy Optyn B: Wodogtowie wewnetrzne
\ \ \ \ \
0 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10

Sredni obwaéd obiektu [um]

Ryc.31. Srednie warto$ci obwoddw, matych obiektéw wystepujgcych w grupie kontrolnej plynu mézgowo-rdzeniowego
i grupach badanych: A — poszerzony uktfad komorowy, B — wodogfowie wewnetrzne.

pacjentow z poszerzonym uktadem komorowym. W ptynie pochodzacym od pacjentow
z wodogltowiem wewnetrznym, wartos¢ sredniego obwodu obiektu jest zblizona do war-
tosci Sredniego obwodu obiektu z plynu kontrolnego i wynosi 7,86pum. Roznica migdzy
grupami ptynu A (poszerzony uklad komorowy) a B (wodoglowie wewngtrzne) w war-
tosciach sredniego obwodu obiektu jest na tyle duza, ze parametr ten mdglby by¢ do-

brym parametrem réznicujacym plyn mozgowo-rdzeniowy.
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Niestety, w przypadku duzych obiektoéw parametr ten nie spetnia swojej roli. Wartosci
$redniego obwodu obiektu w obu wymienionych wyzej grupach sgq niemal identyczne i
wynosza odpowiednio w grupie A - 24,22um i B — 23,93um. Réznig si¢ od wartosci

ptynu kontrolnego, ale wszystkie wartosci mieszcza si¢ w granicach btedu (Ryc.32).

Ptyn mézgowo-rdzeniowy - obiekty duze

Eptyn: Kontrolny Optyn A: Poszerzony ukfad komorowy Optyn B: Wodogtowie wewnetrzne
\
——
20 21 22 23 24 25 26 27 28 29 30

Sredni obwdd obiektu [um]

Ryc.32. Srednie wartosci obwodéw duzych obiektéw wystepujgcych w grupie kontrolnej ptynu mézgowo-rdzeniowego i
grupach badanych: A — poszerzony uktad komorowy, B — wodogfowie wewnetrzne.

Ryciny 33 i 34 przedstawiaja, odpowiednio dla malych i duzych obiektow, war-
tosci kolejnego wyznaczonego parametru jakim byla warto$¢ $redniego pola po-

wierzchni obiektu.

Plyn mézgowo-rdzeniowy - obiekty mate

H ptyn: Kontrolny Optyn A: Poszerzony ukfad komorowy Optyn B: Wodogtowie wewnetrzne
| | |
—
0 1 2 3 4 5 6

Srednie pole powierzchni obiektu [um?]

Ryc.33. Srednie wartosci pél powierzchni mafych obiektéw wystepujacych w grupie kontrolnej ptynu mézgowo-
rdzeniowego i grupach badanych: A — poszerzony uktad komorowy, B — wodogfowie wewnetrzne.

W przypadku matych obiektéw najwigksza warto$¢ sredniego pola powierzchni przypa-
da na plyn kontrolny, najmniejsza na plyn - poszerzony uklad komorowy. Roznice w
wartos$ciach srednich pdl obiektéw migdzy ptynem kontrolnym a plynem pochodzacych
od pacjentéw z poszerzonym ukladem komorowym oraz mig¢dzy ptynem kontrolnym a
ptynem pochodzacym od pacjentow z wodogltowiem wewnetrznym wynosity odpo-

wiednio: 1,69um? i 0,44pm?, natomiast miedzy ptynami: poszerzony uktad komorowy i
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wodoglowie wewnetrzne roznica wynosita 1,25 umz. Réznice migdzy ptynami sg na tyle
duze, iz parametr sredniego pola obiektu moze by¢ uzyty w réznicowaniu ptyndw.
Biorac pod uwage duze obiekty wykorzystywanie tego parametru do réznicowania pty-
néw nie jest tak oczywiste. Co prawda ptyny A (poszerzony uktad komorowy) i B (wo-
doglowie wewngtrzne) réznia si¢ migdzy sobg wartoscig S$rednich pol obiektow
(Ryc.34), ale réznice migdzy plynem kontrolnym a plynem grupy A czy B sq w grani-
cach bledu statystycznego.

Plyn mdzgowo-rdzeniowy - obiekty "duze"
E ptyn: Kontrolny Optyn A: Poszerzony uktad komorowy Optyn B: Wodogtowie wewnetrzne
\ \ \ \ \

|_|_|

—1—

30 A 32 33 34 35 36 37 38 39 40 M 42 43 44 45 46

Srednie pole powierzchni obiektu [um?]

Ryc.34. Srednie wartoéci pél powierzchni duzych obiektéw wystepujacych w grupie kontrolnej ptynu mézgowo-
rdzeniowego i grupach badanych: A — poszerzony uktad komorowy, B — wodogfowie wewnetrzne.

Podobnie jak poprzednie dwa parametry, tak i trzeci - $rednia $rednica zastepcza
obiektu dobrze réznicuje tylko mate obiekty (Ryc.35). Wartosci w tym przypadku dla
plynu kontrolnego, plynu A (poszerzony uktad komorowy) i B (wodoglowie wew-

netrzne) wynosza odpowiednio: 2,42um, 1,97um, 2,31um.

Ptyn mbzgowo-rdzeniowy - obiekty mate
Eptyn: Referencyjny Optyn A: Poszerzony ukfad komorowy O ptyn B: Wodogtowie wewnetrzne
\ \
0 0,5 1 1,5 2 25 3
Srednia $rednica zastepcza obiektu [pm]

Ryc.35. Srednie wartosci $rednic zastepczych matych obiektéw wystepujgcych w grupie kontrolnej plynu mézgowo-
rdzeniowego i grupach badanych: A — poszerzony uktad komorowy, B — wodogfowie wewnetrzne.
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Natomiast dla duzych obiektéw (Ryc.36) wszystkie wartosci mieszcza si¢ w granicach
bledu statystycznego i wynosza odpowiednio dla ptynu kontrolnego - 6,9um, dla A -
7,11umidla B - 7,13um.

Ptyn mézgowo-rdzeniowy - obiekty duze

H ptyn: Kontrolny O ptyn A: Poszerzony uktad komorowy Optyn B: Wodogtowie wewnetrzne

0 1 2 3 4 5 6 7 8
Srednia $rednica zastepcza obiektu [pm]

Ryc.36. Srednie warto$ci $rednic zastepczych duzych obiektéw wystepujgcych w grupie kontrolnej ptynu mézgowo-
rdzeniowego i grupach badanych: A — poszerzony ukfad komorowy, B — wodogfowie wewnetrzne.

Z trzech wyznaczonych pojedynczych geometrycznych parametrow obiektow
zaden nie réznicuje plyndw w calej rozciaglosci rozmiarow (mate i duze obiekty). Za-
réwno $redni obwod obiektu, jak i sSrednie pole powierzchni obiektu czy Srednia $redni-
ca zastepcza obiektu sprawdzaja si¢ dobrze tylko dla matych obiektow.

Wymienione parametry, dla duzych obiektéw posiadaja zblizone wartosci w po-
szczegolnych grupach ptynu. Na podstawie tego mozemy wysnué dwa wnioski.

Jeden, skoro wartosci parametrow duzych obiektow dla grup ptynu sa zblizone, mimo
znacznej roznicy miedzy nimi w podobienstwie struktur obiektow (wskaznik podobien-
stwa struktur), prawdopodobnie proporcje poszczeg6lnych rozmiaréw obiektow w sto-
sunku do catkowitej ilosci obiektow w grupie sa state.

Drugi, ze analizowane pojedyncze parametry geometryczne obiektow w przypadku du-
zych obiektow nie sa dobrymi wskaznikami réznicujacymi ptyn.

Istnieje zatem potrzeba znalezienia innych parametrow, ktore moglyby réznicowac roz-

ktady duzych obiektow.

Kolejnymi parametrami jakie poddano analizie byly parametry zbiorcze obiek-
tow [49]. Okreslono wartosci pieciu parametrow.

Pierwszym parametrem zbiorczym, dotyczacym obiektow wystepujacych w
ptynie mézgowo-rdzeniowym, ktdry wyznaczono, byla gestosé liczbowa obiektow.
Wartosci liczbowe ilosci obiektow przypadajacych na pole powierzchni (0,2x10°um?)

obserwowanego preparatu przedstawiono w tabeli XXIII. Ggstos¢ liczbowa matych
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obiektow w przypadku ptynu kontrolnego wynosi 10,2 obiektu na pole obserwacji, a
duzych obiektow - 2,5 obiektu na pole obserwacji. Poréwnanie ggstosci liczbowej ptynu
kontrolnego z plynami A (poszerzony uklad komorowy) i B (wodoglowie wewngtrzne)

przedstawiono na rycinie 37.

Ptyn mézgowo-rdzeniowy: gesto$é liczbowa obiektow

W ptyn: Referencyjny Eptyn A: Poszerzony uktad komorowy [ ptyn B: Wodogtow ie w ew netrzne

20
5 s T r
© 16
8 14 1L
2 |
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mate obiekty duze obiekty

Ryc.37. Gestosé liczbowa matych i duzych obiektow wystgpujacych w grupie kontrolnej ptynu mézgowo-
rdzeniowego i grupach: A — poszerzony uktad komorowy, B — wodogfowie wewnetrzne.

7 wykresu wynika, ze gestos¢ liczbowa obiektéw w badanym ptynie pochodzacym od
pacjentow z rozpoznanym wodogltowiem wewngetrznym (ptyn B) jest wieksza od gesto-
Sci liczbowej obiektéw w badanym plynie pochodzacym od pacjentow z rozpoznanym
poszerzonym uktadem komorowym (plyn A), zaréwno dla malych jak i duzych obiek-
tow. W celu poréwnania ptynéw pod wzgledem gestosei liczbowej obiektow, korzysta-
jac z danych tabelarycznych (Tabela XXIII), wyznaczono dla matych obiektow stosu-
nek gestosci liczbowej obiektéw ptynu A (poszerzony uklad komorowy) i obiektow
ptynu kontrolnego, ktéry wynosit 0,57 oraz stosunek gestosci liczbowej obiektow plynu
B (wodoglowie wewngtrzne) i obiektow plynu referencyjnego - 1,52, a dla duzych
obiektéw stosunek ten odpowiednio wynosit - 4,28 1 6,4. W przypadku ptynu B (wodo-
glowie wewngtrzne) gesto$é liczbowa malych i duzych obiektow jest wigksza niz w
ptynie kontrolnym, natomiast w ptynie A (poszerzony uktadu komorowy) gestosé licz-
bowa jest wigksza tylko dla duzych obiektdw. Roéznice gestosei liczbowej w poszeze-
gblnych grupach ptynu znacznie sie r6znia, co umozliwia wykorzystanie tego parametru
do poréwnywania ptynow.

Nastepnymi parametrami wyznaczonymi w niniejszej pracy byty: bezwzgledna i
wzgledna sumaryczna dlugo$¢ obwoddéw obiektéw wystepujacych w ptynie moézgowo-

rdzeniowym kontrolnym i badanym. W oparciu o tabele XXIV, w ktorej przedstawiono
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wyniki obliczen wyzej wymienionych parametréw mozemy stwierdzi¢, ze bezwzglgdna
sumaryczna dlugo$¢ obwodow obiektéw w ptynie B (wodoglowie wewngetrzne) wynosi
odpowiednio dla matych obiektéw 122um, a dla duzych obiektéw 381um i jest w obu
przypadkach wigksza od wartosci tego parametru dla plynu A (poszerzony uktad komo-
rowy), ktory dla matych obiektow wynosit 37,1um, a dla duzych 258 um. Poréwnujac
ptyny A i B z ptynem kontrolnym mozemy zauwazyé, ze wartos¢ bezwzglednej suma-
rycznej dtugosci obwodéw matych obiektow w plynie A jest mniejsza o 46,7um od
wartosci w ptynie kontrolnym, a dla ptynu B jest wigksza o 38,2um. Dla duzych obiek-
tow warto$¢ bezwzglednej sumarycznej dtugosci obwoddéw obiektow w plynie A (po-
szerzony uklad komorowy) jest wigksza o 191um, a w pltynie B (wodoglowie we-
wnetrzne) wigksza o 314um od wartosci tego parametru w plynie kontrolnym.

Wartosci wzglednej sumarycznej dtugosci obwodéw obiektow dla ptynu kontrolnego
oraz badanego A i B w przypadku matych obiektow nie przekraczajg 2% i wynosza
odpowiednio: ptyn kontrolny - 1,05%, ptyn badany A - 0,46% i ptyn badany B - 1,53%.
Dla duzych obiektéw wartosci parametru nie przekraczaja 5% i wynosza: ptyn kontrol-
ny - 0,83%, ptyn badany A - 3,23% i ptyn badany B - 4,77%. Warto$¢ parametru w pty-
nie B, zaréwno dla matych jak i duzych obiektow jest wicksza niz w ptynie A. Swiad-
czy to o tym, ze w plynie badanym B pochodzacym od pacjentéw z wodoglowiem we-
wnetrznym jest wiecej obiektow i sa wieksze niz w ptynie badanym A pochodzacym od
pacjentow z poszerzonym uktadem komorowym.

Wzgledna sumaryczna dlugosé¢ obwodu obiektéw wystepujacych w ptynie mézgowo-
rdzeniowym wydaje si¢ by¢ bardziej przejrzystym parametrem i tatwiejszym do wyko-
rzystania w dalszych analizach niz bezwzgledna sumaryczna dlugos¢ obwodow obiek-
tow.

Ostatnimi dwoma wyznaczanymi zbiorczymi parametrami obiektow byly bez-
wzgledne 1 wzgledne sumaryczne pole powierzchni obiektéw zawieszonych w plynie
moézgowo-rdzeniowym. Wartosci wyznaczonych parametréw przedstawiono w tabeli
XXV. Dla malych obiektow bezwzgledne sumaryczne pole powierzchni w ptynie A
(poszerzony uktad komorowy) wynosito 20,8um? i bylo o 32,9um? mniejsze od warto-
$ci w ptynie kontrolnym, natomiast w ptynie B (wodogltowie wewnetrzne) stwierdzono
wartosé o 21,3um” wicksza od wartosei plynu referencyjnego, wynoszaca 75um?. War-
tos¢ parametru w plynie A byla okoto 3,6 razy mniejsza niz w ptynie B. W przypadku

duzych obiektow, wartosci bezwzglednego sumarycznego pola powierzchni obiektow
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wystepujacych w plynie, byly zar6wno w badanym ptynie A jak i B wigksze od warto-
$ci ptynu kontrolnego. Dla ptynu A (poszerzony uklad komorowy) wartos¢ ta byta oko-
to 4.5 razy wigksza od wartosci dla ptynu kontrolnego a dla plynu B (wodogltowie we-
wnetrzne) okoto 7 razy wigksza. W plynie grupy B wartos$¢ bezwzglednego sumarycz-
nego pola powierzchni duzych obiektéw byla wigksza o 243um od wartosci tego para-
metru w plynie grupy A.

Wartos$¢ wzglednego sumarycznego pola powierzchni matych obiektow dla ptynu kon-
trolnego oraz plynu badanego grup A i B nie przekracza 0,1%, natomiast dla duzych
obiektéw wartos$¢ ta nie przekracza 0,4%. Pokrycie pola powierzchni analizowanego
obszaru preparatu ptynu mézgowo-rdzeniowego przez duze obiekty dla plynu kontrol-
nego jest 1,6 razy wieksze niz pokrycie tego obszaru przez male obiekty. W przypadku
ptynu A (poszerzony uktad komorowy) pokrycie to dla duzych obiektow jest 22-krotnie
wigksze niz dla matych obiektow, natomiast w ptynie B (wodoglowie wewngtrzne) jest
ono 8,5 razy wigksze.

Wydaje si¢, ze wzgledny parametr sumarycznego pola obiektow, podobnie jak wzgled-
na sumaryczna dlugos¢ obwodow obiektow jest lepszym parametrem od bezwzgledne-
go. Informacja procentowa, np. o pokryciu przez obiekty obserwowanej powierzchni
jest bardziej czytelna niz podanie tylko wartosci liczbowej w okreslonej jednostce po-

miarowej.

Parametry zbiorcze sa ze soba Scisle powiazane. Jesli zwigkszy si¢ gestos¢ licz-
bowa obiektow, to zwigkszy si¢ bezwzgledny sumaryczny obwod, bezwzgledne suma-
ryczne pole powierzchni jak i wzgledne ich wartosci. Jednak jezeli zwigkszy si¢ gestosé
o kilka matych obiektéw, to nie spowoduje takiej samej zmiany pozostalych parame-
trow jak zwigkszenie gestosci o taka sama ilos¢ duzych obiektéw. Dlatego nalezy pa-
migtac, aby nie analizowaé ptynu moézgowo-rdzeniowego pod katem jednego parametru
zbiorczego. W celu uniknigcia btednych wnioskow nalezy bra¢ pod oceng kilka parame-

trow jednoczesnie.

Zaobserwowane w trakcie badan obiekty wystgpujace w plynie mozgowo-
rdzeniowym posiadaja rozne ksztalty np. ksztalt kota czy elipsy o réznym stopniu
sptaszczenia. W zwigzku z powyzszym, przy pomocy wzoru (25), wyznaczono wspol-
czynnik kolistosci obiektow (Tabela XXVI), dla ktérego warto$¢é rowna jeden swiadczy

o ksztalcie idealnego kota.
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Wystepujace réznice miedzy warto$ciami wspolczynnika kolistosci malych obiektow
znajdujacych si¢ w plynie kontrolnym a wartosciami wspolczynnika kolistosci obiek-
tow plynu A (poszerzony uklad komorowy) i B (wodogltowie wewngtrzne) sa niewiel-
kie. Wskazujg na to stosunki wspotczynnikdéw kolistosci, ktdrych wartosci odpowiednio
wynosza: wspdtczynnik kolistosci obiektéw plynu A do wspotczynnika kolistosci
obiektow w ptynu kontrolnego - 1,0714 oraz wspotczynnik kolistosci obiektow ptynu B
do wspotczynnika kolistosci obiektow ptynu kontrolnego - 1,0133. Jednakze przy do-
ktadnym wyznaczeniu wartosci wspotczynnikow kolistosci, dla ktorych niepewnosci
procentowe wynosza odpowiednio: plyn kontrolny - 1,97%, plyn grupy A (poszerzony
uktad komorowy) - 1,27% i dla plynu grupy B (wodogltowie wewnetrzne) - 0,93%, mo-
g3 miec istotne znaczenie.

W przypadku duzych obiektow, réznice migdzy wspodlczynnikami kolistosci poszcze-
golnych ptynéw sa wigksze niz dla malych obiektow. Jezeli jednak weZzmiemy pod
uwagge niepewnos¢ z jakq wyznaczono wspolczynnik kolistosci obiektow plynu referen-
cyjnego, wynoszaca - 7,5%, to uwzgledniajac ten fakt, stosunki wspotczynnikow
zmniejszajg swojq wartos¢ 1 wynosza wtedy: wspotczynnik kolistosci obiektow ptynu A
do wspdtczynnika kolistosci obiektéw ptynu kontrolnego - 1,0524 oraz wspdtczynnik
kolistosci obiektéw ptynu B do wspdtczynnika kolistosci obiektéw ptynu kontrolnego -
1,0834.

Wspdtczynniki kolistosci obiektow ptyndw A (poszerzony uktad komorowy) i B (wo-
dogtowie wewnetrzne) sa wigksze od wspdtezynnika kolistosci ptynu kontrolnego za-
réwno dla matych jak i duzych obiektéw o okoto 10% (uwzgledniajac niepewnos¢ du-
zych obiektow).

Réznice wartosci migdzy wspdtczynnikami kolistosci obiektdéw w poszczegodlnych pty-
nach umozliwiaja roznicowanie ptynu mézgowo-rdzeniowego.

W oparciu o dane zawarte w tabeli XXVI mozna stwierdzi¢, ze male i duze obiekty
plynu kontrolnego oraz badanego A i B maja ksztatty zblizone do kota. W przypadku
ptynu kontrolnego, wspétezynnik kolistosci dla duzych obiektow wynosi 0,787. Swiad-
czy to o tym, ze w plynie najprawdopodobniej wystepuja produkty rozpadu komorek,
ktore maja ksztatty owalne lub istniejg komorki zdeformowane czasowo. Skoro warto-
$ci wspotczynnika kolistosci obiektéw dla ptynu A (poszerzony uklad komorowy) i B
(wodoglowie wewngtrzne) sq wigksze w niektorych przypadkach od odpowiedniego

wspotczynnik ptynu kontrolnego, to nasuwa si¢ w konsekwencji powyzszego rozumo-
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wania, pytanie. Dlaczego w tych ptynach jest wigcej obiektow zblizonych ksztattem do
kota, a mniej sptaszczonych w poréwnaniu z obiektami ptynu kontrolnego?
Przeprowadzona analiza parametréw geometrycznych, charakteryzujacych
obiekty wystepujace w niebarwionym plynie mézgowo-rdzeniowym wskazuje, ze ana-
lizowane parametry posiadaja r6zng ,,istotno$¢” charakteryzowania ptynu, co rzutuje na
ich ewentualng przydatno$¢ w roznicowaniu ptynu. W tabeli XXVIII przedstawiono
parametry oraz zaznaczono sugesti¢ o ich ewentualnej przydatnosci do réznicowania
ptynéw. Okreslenie ,,+” oznacza, ze parametr dobrze réznicuje niebarwiony ptyn mo-

zgowo-rdzeniowy (wyrazna rdznica wartosci parametru miedzy grupami ptynu).

Tabela XXVIII
Istotno$¢ parametrow geometrycznych charakteryzujgcych obiekty wystepujgce w pfynie mdézgowo-rdzeniowym, do
réznicowania ptynu

Nazwa parametru Istotno$¢ parametru do oceny ptynu
mate obiekty duze obiekty
Sredni obwod obiektu + watpliwa
Srednie pole powierzchni obiektu + watpliwa
Srednia $rednica zastepcza obiektu + watpliwa
Gestos¢ liczbowa obiektow + +
Bezwzgledna sumaryczna dtugo$¢ obwodow obiektéw watpliwa watpliwa
Wzgledna sumaryczna dtugo$¢ obwodéw obiektow + +
Bezwzgledne sumaryczne pole powierzchni obiektéw watpliwa watpliwa
Wzgledne sumaryczne pole powierzchni obiektéw + +
Sredni wspétczynnik kolistosci obiektow + +

Metoda mikroskopowa okreslania liczby komorek w plynie mozgowo-
rdzeniowym jest znana od bardzo wielu lat i istnieje wiele doniesien literaturowych do-
kumentujacych badania naukowe z wykorzystaniem tej metody.

Jednakze wykorzystanie metody mikroskopowej do badan rozktadéw dyspersyjnych
rozmiaro6w obiektow wystepujacych w plynie oraz ich zwiazkéw z okreslonym stanem
chorobowym jest zagadnieniem mato rozpoznanym i brak jest dostgpnej informacji na
ten temat. W pracy podjeto prébe opracowania alternatywnej metodyki badan mikro-
skopowych obiektéw wystepujacych w ptynie mdézgowo-rdzeniowym, uwzgledniajacej
ich rozmiary. Uzyskane wyniki pozwolitly na wyznaczenie parametréw geometrycznych
obiektéw, ktore charakteryzuja ptyn mézgowo-rdzeniowy pochodzacy od pacjentow o

okreslonym stanie chorobowym.
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9. WNIOSKI

1. Stosowanie do analizy niebarwionego, nieprzetworzonego plynu mozgowo-
rdzeniowego, umozliwia jego mikroskopowa analiz¢ pod wzgledem liczby
obiektéw w nim zawieszonych oraz ich rozmiaréw. W efekcie przyczynia si¢ to

do skrdcenia czasu przygotowania preparatu i catkowitego czasu pomiaru.

2. Analiza szeregdéw rozdzielczych $rednic zastepczych obiektow wystepujacych w
plynie mézgowo-rdzeniowym wskazuje, ze rozktady rozmiarow sSrednic obiek-
tow w poszczegdlnych grupach ptynu sa dwumodalnymi, ztozonymi z rozktadu
matych obiektéw oraz z rozktadu duzych obiektéw. Rozktady matych obiektow
sa rozkltadami normalnymi, natomiast rozktady duzych obiektéw sa rozktadami

asymetrycznymi, o stabej sko$nosci, zblizonymi do normalnego.

3. Wyznaczone warto$ci wybranych parametréw geometrycznych obiektow wy-
stepujacych w plynie oraz wartosci wielkosci charakteryzujacych szeregi srednic
zastepczych obiektow sa na tyle istotne statystycznie, iz mogq postuzy¢ jako
wskazniki réznicowania ptynu, dostarczajac jednoczesnie dodatkowych infor-

macji na temat ptynu zwigzanego z okreslonym stanem chorobowym.

4. Opracowana metoda mikroskopowej analizy obiektow wystepujacych w plynie
moézgowo-rdzeniowym moze stanowi¢ alternatywna, w stosunku do standardo-

wej, badz uzupelniajacq metod¢ badania tego ptynu.
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Procentowy rozklad s$rednic zastepczych obiektow wystepujacych
w plynie mozgowo-rdzeniowym pochodzacym od pacjentow z po-
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Procentowy rozklad s$rednic zastepczych obiektow wystepujacych
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Poréwnanie rozktadéw $rednic zastepczych obiektéw wystepuja-
cych w plynie mézgowo-rdzeniowym: kontrolnym i pochodzacym
od pacjentéw z poszerzonym uktadem komorowym (grupa A pltynu
badanego) i wodoglowiem wewngtrznym (grupa B plynu badanego).

Procentowy rozktad liczebnosci $rednic zastgpczych dla matych
obiektow  wystepujacych w  kontrolnym plynie mozgowo-
rdzeniowym.

Procentowy rozktad liczebnosci $rednic zastgpczych dla matych
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pochodzacym od pacjentdw z rozpoznanym poszerzonym ukladem
komorowym (grupa A plynu badanego).
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Srednie wartosci obwodéw, matych obiektow wystepujacych w gru-
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— poszerzony uktad komorowy, B - wodogtowie wewngtrzne.
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Srednie wartosci $rednic zastepczych, matych obiektéw wystepuja-
cych w grupie kontrolnej plynu mézgowo-rdzeniowego i grupach
badanych: A - poszerzony uktad komorowy, B - wodogtowie we-
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Gestos¢ liczbowa matych i duzych obiektow wystepujacych w gru-
pie kontrolnej plynu mézgowo-rdzeniowego i grupach badanych: A
- poszerzony uktad komorowy, B - wodoglowie wewnetrzne.
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Miary pozycyjne szeregu Srednic zastgpczych, wyrazone w
mikrometrach, dla malych i duzych obiektow wystepujacych w
badanej grupie B pltynu mdzgowo-rdzeniowego pochodzacego
od pacjentéw z wodoglowiem wewnetrznym. ............cccceeeeeeee.

Wartos¢ statystyki W dla matych obiektow wystepujacych w
grupach plynu moézgowo - rdzeniowego. ........ccccceveeevvieeneeennee.
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Tabela XV

Tabela XVI

Tabela XVII

Tabela XVIII

Tabela XIX

Tabela XX

Tabela XXI

Tabela XXII

Tabela XXIII

Tabela XXIV

Tabela XXV

Wartos¢ statystyki W dla duzych obiektow wystepujacych w
grupach ptynu mézgowo - rdzeniowego.

Wartos¢ parametru okreslajacego asymetrycznos¢ rozktadu
$rednic duzych obiektow wystepujacych w grupach plynu mo-
Zgowo - rdzeniowego.

Wartosci wspotczynnika skosnosci (As) rozktadu srednic za-
stegpczych dla duzych obiektéw wystepujacych w grupach pty-
nu mozgowo - rdzeniowego.

Wartosci wzglednego wskaznika podobienstwa struktur w
przypadku wspotczynnika rozkladu srednic zastgpczych matych
obiektéw wystepujacych w grupach ptynu moézgowo - rdzenio-
wego.

Wartosci wzglednego wskaznika podobienstwa struktur w
przypadku rozkladu $rednic zastgpczych duzych obiektow wy-
stepujacych w grupach ptynu moézgowo - rdzeniowego.

Wartosci parametréw pojedynczych obiektow wystepujacych w
grupie kontrolnej pltynu mézgowo-rdzeniowego dla matych i
duzych obiektow.

Wartosci parametréw pojedynczych obiektow wystepujacych w
ptynie mézgowo-rdzeniowym pochodzacym od pacjentow z
poszerzonym uktadem komorowym (grupa A badanego plynu),
dla matych i duzych obiektow.

Wartosci parametréw pojedynczych obiektow wystepujacych
ptynie moézgowo-rdzeniowym pochodzacym od pacjentéw z
wodoglowiem wewngtrznym (grupa B badanego plynu), dla
matych i duzych obiektow.

Gestosé liczbowa matych 1 duzych obiektow wystepujacych w
grupie kontrolnej ptynu mdézgowo-rdzeniowego oraz w grupie
badanej A (ptyn pochodzi od pacjentéw z poszerzonym ukla-
dem komorowym) i grupie badanej B (ptyn pochodzi od pa-
cjentdw z wodoglowiem wewngtrznym).

Wartosci bezwzglednej i wzglednej sumarycznej dhugosci ob-
wodow malych i duzych obiektow wystepujacych w grupie
kontrolnej ptynu mozgowo-rdzeniowego oraz grupie badanej A
(ptyn pochodzi od pacjentoéw z poszerzonym uktadem komo-
rowym) i grupie badanej B (plyn pochodzi od pacjentéw z wo-
doglowiem wewngtrznym).

Wartosci bezwzglednego i wzglednego sumarycznego pola
powierzchni matych i duzych obiektow wystepujacych w gru-
pie kontrolnej plynu mézgowo-rdzeniowego oraz grupie bada-
nej A (plyn pochodzi od pacjentow z poszerzonym ukltadem
komorowym) i grupie badanej B (plyn pochodzi od pacjentow z
wodoglowiem wewnetrznym).
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Tabela XXVI

Tabela XXVII

Tabela XXVIII

Wartosci wspdtezynnika kolistosci matych i duzych obiektow
wystepujacych w  grupie kontrolnej plynu mdzgowo-
rdzeniowego oraz grupie badanej A (ptyn pochodzi od pacjen-
tow z poszerzonym ukladem komorowym) i grupie badanej B
(ptyn pochodzi od pacjentow z wodoglowiem wewngtrznym). .

Wzgledne wartosci $redniej Srednicy obiektu, catkowitego pola
powierzchni obiektow oraz catkowitego obwodu obiektéow w
poszczegolnych grupach plynu mézgowo-rdzeniowego. .........

LIstotno$¢” parametrow geometrycznych charakteryzujacych
obiekty wystepujace w pltynie mozgowo-rdzeniowym, do roz-
nicowania plynu.  ....cooociviiiiicie e
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STRESZCZENIE

Organizm dorostego cztowieka sklada si¢ w okoto 60-70% z wody, ktéra wyste-

puje w ciele cztowieka migdzy innymi pod postacig ptynéw ustrojowych. Jednym z nich
jest plyn mézgowo-rdzeniowy, wytwarzany przez sploty naczynidwkowe, ktére znajdu-
ja si¢ w komorach mozgu. Ptyn mézgowo-rdzeniowy zbudowany jest w 99% z wody.
Pozostala czgs$¢ stanowig elementy komodrkowe i biatka, ktdore mozemy obserwowac
przy uzyciu roznych rodzajow mikroskopii. Liczba komorek, oceniana mikroskopowo,
wystepujacych w pltynie moézgowo-rdzeniowym, jest jednym z szesciu podstawowych
parametréw, w oparciu o wartosci ktorych okreslamy prawidtowosé ptynu.
Standardowe mikroskopowe badanie ptynu sklada si¢ z dwoch etapdéw. Pierwszy to
przygotowanie preparatu mikroskopowego, gdzie jedna z czynnosci jest jego barwienie,
wydtuzajace czas przygotowania preparatu. Drugi etap to analiza preparatu pod wzgle-
dem liczby komorek (bez analizy geometrii ksztattu).

Celem pracy bylo opracowanie alternatywnej metodyki mikroskopowego bada-

nia obiektow wystepujacych w ptynie moézgowo-rdzeniowym, w stosunku do metody
standardowe;j.
Gltowny cel pracy osiagnigto poprzez opracowanie metody pomiarowej uwzgledniajacej
rozmiary obiektéw oraz analize ich ksztaltéw. Majac na uwadze, ze dobra metoda po-
winna by¢ skuteczna, w miar¢ mozliwosci szybka - opracowano sposob pozwalajacy
skrocié¢ czas przygotowania preparatu mikroskopowego oraz jego analizy.

Material badawczy pozyskiwano od pacjentéw z zaburzeniami krazenia ptynu
moézgowo-rdzeniowego. Badaniu poddawano, niebarwiony plyn mézgowo-rdzeniowy,
ktéry spetnial normy referencyjne ptynu prawidtowego w przypadku szesciu podsta-
wowych parametrow ptynu. Badano ptyn pochodzacy od pacjentéw z grupy kontrolnej
oraz grup badanych: A — pacjenci z poszerzonym ukladem komorowym i B — pacjenci
z wodoglowiem wewngetrznym.

Po przygotowaniu preparatu plynu mozgowo-rdzeniowego przeprowadzano jego
analize pod katem liczby obiektow wystepujacych w ptynie oraz ich obwoddéw i pol
powierzchni. Do analizy wykorzystano ,,Zintegrowany system analizy obrazu” sktadaja-
cy si¢ z mikroskopu optycznego Nikon Eclipse E600 z kontrastem fazowym, kamery

cyfrowej Nikon DXM 1200 oraz komputera z oprogramowaniem ,,Lucia’.
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Otrzymane wyniki pomiarowe wykorzystano do osiagnigcia celow szczegotowych pra-
cy. Wyznaczono dla grup kontrolnej oraz badanych A i B wartosci nastgpujacych para-
metréw geometrycznych mikro-obiektow wystepujacych w  plynie mozgowo-
rdzeniowym: $redniej $rednicy zastepczej obiektu, sredniego obwodu obiektu, srednie-
go pola powierzchni obiektu, gestosci liczbowej obiektow, sumarycznej dtugosci obwo-
doéw obiektéw, wzglednej sumarycznej dtugosci obwoddéw obiektow, sumarycznego
pola powierzchni obiektow, wzglednego sumarycznego pola powierzchni obiektow i
$redniego wspotczynnika kolistosci obiektow.

Wykorzystujac wyznaczone wartosci Srednicy zastepcze] poszczegdlnych obiektow
utworzono szeregi rozdzielcze $rednic zastepczych o szerokosci przedziatu 0,5um. Po-
wstate szeregi matych ($rednica < 4,5um) i duzych (Srednica > Sum) obiektéw w gru-
pie kontrolnej oraz w grupie badanej A (poszerzony uktad komorowy) i B (wodoglowie
wewngtrzne) poddano analizie statystyczne;.

Uzyskane wyniki pozwalaja stwierdzi¢, ze zastosowanie do analizy niebarwio-
nego, nie przetworzonego ptynu moézgowo-rdzeniowego umozliwia jego mikroskopowa
analiz¢ pod wzgledem liczby obiektdow w nim zawieszonych oraz ich rozmiaréw. W
efekcie przyczynia si¢ to do skrdcenia czasu przygotowania preparatu i catkowitego
czasu pomiaru.

Analiza szeregow rozdzielczych $rednic zastgpczych obiektow wystepujacych w
plynie mézgowo-rdzeniowym wskazuje, ze rozklady rozmiarow Srednic obiektow w
poszczegdlnych grupach plynu s dwumodalnymi, ztozonymi z rozktadu matych obiek-
tow oraz z rozktadu duzych obiektéw. Rozklady matych obiektéw sg rozktadami nor-
malnymi, natomiast rozktady duzych obiektow sg rozkltadami asymetrycznymi, o stabej
sko$nosci, zblizonymi do normalnego.

Wyznaczone wartosci wybranych parametrow geometrycznych obiektow wyste-
pujacych w plynie oraz wartosci wielkosci charakteryzujacych szeregi Srednic zastep-
czych obiektdw sa na tyle istotne statystycznie, iz moga postuzy¢ jako wskazniki rdzni-
cowania ptynu.

Na obecnym etapie badan metoda ta mozne by¢ zastosowana jako badanie uzu-

pelniajace w diagnostyce plynu moézgowo-rdzeniowego.
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ABSTRACT

Adult human body consists of about 60-70% water which occurs, inter alia, in the form
of body fluids. One of them is cerebrospinal fluid (CSF), produced by the choroid
pleuses within the ventricles of the brain. CSF consists of water in 99 % with some cells
and proteins which may be observed with the use of various microscopic methods. The
count of cells, assessed microscopically, present in CSF is one of the six basic parame-
ters which are used to determine the CSF is normal or not. The microscopic examina-
tion of CSF consists of two stages. The first stage includes the preparation of a micro-
scopic section involving staining of the examined fluid. The staining significantly ex-
tends the time of making a section. Then the section is analyzed in terms of a number of

cells (without analysis of their shapes).

The goal of the study was to develop an alternative methodology of microscopic analy-

sis of objects present in CSF in comparison to the standard method.

The overriding goal of the dissertation was obtained developing the method of meas-
urements which takes into account sizes of the objects suspended in CSF and analyzing
their shapes. Bearing in mind that a good method should be effective and at the same
time, as far as possible, fast, a method which allows one to shorten the measurement

time of the sample was developed.

The material was taken from the patients diagnosed with the disorders of cerebrospinal
fluid circulation. For the examinations one used unstained CSF which meets the refer-
ence standards in six basic parameters of the fluid. The CSF subjected to examinations
comes from two groups of patients — the reference group and the test group divided
according to clinical diagnosis into subgroup A — patients diagnosed with ventricular
hydrocephalic enlargement and subgroup B - patients diagnosed with internal hydro-

cephalus.

After preparation of the studied material, there were determined the count of objects in
CSF. Next, their profile specific perimeters and the object specific surface area were
measured. The studied CSF was tested with Infegrated System of Picture Analysis con-
sisting of the Nikon Eclipse E 600 microscope with phase contrast, Nikon DXM 1200

digital camera and computer software “Lucia”.
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The obtained results were used to gain detailed aims of the study which were to deter-
mine the following parameters describing the micro-objects suspended in the CSF: di-
ameter of the area equivalent circle, the mean object boundary specific perimeter, the
mean total object specific area, numerical density, relative and absolute boundary spe-
cific perimeter, relative and absolute field area and circular shape factor. All the pa-

rameters were determined for reference group and the tested subgroups A and B.

The determined values of these parameters were assigned to the reference group and the
tested grup devided according to clinical diagnosis into subgroup A — patients
diagnosed with ventricular hydrocephalic enlargement and subgroup B - patients

diagnosed with internal hydrocephalus.

Based on the equivalent diameters, the counted objects were classified according to
their sizes every 0,5um. The statistical analysis was performed for the resulting series
for “small” ( with a diameter < 4,5um) and “large” ( with a diameter > Sum) objects in

all groups.

The examinations showed that unstained unprocessed CSF may be analyzed micro-
scopically in terms of sizes of suspended objects in the fluid. As a result the time essen-
tial for preparation of the material is much shorter that means less time to complete the

measurements.

The analysis of the series of distribution of equivalent diameters of objects present in
the CSF indicate that the diameter size distributions of objects in each group are bi-
modal that means they are composed of both distributions of “small” and “large” ob-
jects. The “small” object size distributions are normal distributions but ,,large” object

size distributions are asymmetrical distributions with low skew close to normal.

The determined values of geometric parameters of the object present in CSF and the
values of parameters characterizing the distributions of equivalent diameters are statis-
tically significant so enough that they can be used as indicators in the differentiation of
CSF.

However, at this stage of research the method can be considered as complementary ex-

amination in the diagnosis of CSF.
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ZALACZNIKI

Zatacznik A:
Zgloszenie badania do Komisji Bioetycznej przy Okregowej Izbie Lekarskiej w

Szczecinie.

Temat badania
wZjawiska fizyko-chemiczne zachodzqce w plynie mozgowo-rdzeniowym u pa-

cjentow z zaburzeniami krqzenia plynu moézgowo-rdzeniowego”

Zatacznik B:
Recenzja wykonana na zlecenie Komisji Bioetycznej Okregowej Izby Lekar-

skiej w Szczecinie dotyczaca wyzej wymienionego tematu badan.

Zatacznik C:
Zgoda Komisji Bioetycznej przy Okregowej Izbie Lekarskiej w Szczecinie na
badania prowadzone, przez grup¢ w skladzie: dr n.med. Leszek Herbowski,

mgr Waldemar Staron , prof. US dr hab. Henryk Gurgul, w ramach tematu ba-

dawczego: ,,Zjawiska fizyko-chemiczne zachodzqce w plynie mozgowo-
rdzeniowym u pacjentow z zaburzeniami krqzenia plynu mozgowo-rdzeniowego”

podjeta uchwalg nr 04/KB/I1/2006 z dnia 05 lipca 2006 roku.

Zatacznik D:
Oswiadczenie promotora o zgodnosci prowadzonych badan z otrzymana zgoda

Komisji Bioetycznej przy Okregowej Izbie Lekarskiej w Szczecinie.
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Zalacznik A

ZGLOSZENIE BADANIA
DO KOMISJI BIOETYCZNEJ OKREGOWEJ IZBY LEKARSKIEJ W SZCZECINIE

1. DATA WYSLANIA ZGLOSZENIA — 06.CZERWCA 2006 ROK

2. KIEROWNIK SAMODZIELNEJ JEDNOSTKI ORGANIZACYJNEJ —
DYREKTOR SAMODZIELNEGO PUBLICZNEGO WOJEWODZKIEGO
SZPITALA ZESPOLONEGO W SZCZECINIE DR N.MED. ZENON
CZAJKOWSKI

3. KIEROWNIK TEMATU BADAWCZEGO : DR N. MED. LESZEK
HERBOWSKI
4. CZLONKOWIE ZESPOLU BADAWCZEGO :
e MGR WALDEMAR STARON — ASYSTENT

UNIWERSYTETU SZCZECINSKIEGO
e  PROF. US DR HAB. HENRYK GURGUL

5. TEMAT BADANIA:
ZJAWISKA FIZYKOCHEMICZNE ZACHODZACE W PLYNIE

MOZGOWO-RDZENIOWYM U PACJENTOW Z ZABURZENIAMI
KRAZENIA PLYNU MOZGOWO-RDZENIOWEGO

Kierownik samodzielnej jednostki organizacyjngj Kierownik tematu
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Zalacznik B

RECENZJA

projektu badawczego dr med. Leszka HERBOWSKIEGO i wspélpracownikow pt.: Zjawiska
fizykochemiczne zachodzace w plynie mozgowo-rdzeniowym u pacjentow z
zaburzeniami krgzenia plynu mézgowo-rdzeniowego. Recenzja wykonana na zlecenie
Komisji Bioetycznej Okregowej Izby Lekarskiej w Szczecinie.

Celem pracy jest analiza poroOwnawcza warto$ci: ci$nienia wewnatrzczaszkowego,
cis$nienia tetniczego krwi, ciénienia atmosferycznego, temperatury ciata pacjenta i temperatury
otoczenia, ktora to analiza pozwoli okresli¢ wplyw ci$nienia atmosferycznego i temperatury
otoczenia na pozostale wyzej wymienione parametry. Materialem badawczym bedzie rowniez
plyn mézgowo-rdzeniowy w ktdrym autorzy beda ocenia¢ ilo$é, rozmiary i ruchy zawartych
w plynie czastek, strukturg ich powierzchni , oraz zjawiska elektrostatyczne i spr¢zysto-
elastyczne zachodzace pomigdzy czgstkami.

Proponowane badania sa bardzo obiecujace zaréwno pod wzglgdem praktycznym jak i
poznawezym. Niewatpliwy, ale mato poznany, wplyw otaczajacego nas cisnienia i
temperatury, oraz charakterystyka czastek ptynu moézgowo-rdzeniowego pozwoli nam lepiej
zrozumie¢ mechnizmy metabolizmu tkanek mézgu w réznych stanach patologicznych
zachodzacych wewnatrz czaszki.

Badania bgdg przeprowadzone w oparciu o pacjentdw z zaburzeniami krgzenia ptynu
mozgowo-rdzeniowego roéznego pochodzenia, u ktorych rutynowo implantuje sie czujnik do
‘ciagtego pomiaru ci$nienia wewnatrzczaszkowego, wykonuje si¢ testy infuzyjne oraz drenaz
zewngtrzny pltynu mozgowo-rdzeniowego. Wymienione badania wykonuje si¢ poprzez
naktucie przestrzeni podpajgczynéwkowej kanatu kregowego lub naktucie komér mozgu.
Zabiegi te tacza si¢ z obligatoryjnym, leczniczo diagnostycznym, upustem ptynu mézgowo-
rdzeniowego. Jednym stowem, wszystkie wymienione wyzej zabiegi sa wlaczone w proces
diagnostyczno leczniczy, zaden z nich nie jest zabiegiem dodatkowym, niekoniecznym dla
pacjenta w calej procedurze postgpowania.

Na koniec pragne doda¢, ze projekt jest przedstawiony jasno, zrozumiale i rokuje uzyskanie
wynikow, ktére moga w sposéb znaczacy wplynaé na lepsze poznanie patologii krazenia
plynu mézgowo-rdzeniowego i metabolizmu tkanek mézgu w przypadkach ich uszkodzenia.
Osobidcie jestem zadowolony, Ze znaczna cze$¢ projektu bylaby realizowana w Oddziale
Neurochirurgii ktérego jestem kierownikiem, dlatego z cala odpowiedzielnascia prosze
Wysoka Komisj¢ o akceptacjg prezentowanego projektu.

ZRgMpasieny 4 1

1ziatn N::_{ch;-i'}ﬂ:jlq'.'-.ta’;?‘- ) B
AP TSEIS S, Ef

Prof. dr hab, . med. Jan Slgsareq
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Zalacznik C

KOMISJA BIOETYCZNA

przy Okregowej Izbie Lekarskiej w Szczecinie
ul. Marii Sktodowskiej-Curie 11
71-332 Szczecin

. Sekretariat (091) 48 74 936, tel/fax (091) 48 74 960
Konto: Bank Slqski 5.A. Oddziat Regionalny w Szczecinie 98 1050 1559 1000 0022 1716 8034

Uchwala Nr 04/KB/11/2006
Komisji Bioetycznej Okregowej Izby Lekarskiej w Szezecinie
z dnia 05 lipca 2006 roku

w  sprawie wniosku dr n.med. Leszka Herbowskiego — Oddzial Neurochirurgii
i Neurotraumatologii Samodzielnego Publicznego Wojewddzkiego Szpitala
Zespolonego w Szezecinie o akceptacje projekiu badania klinicznego:
W Zjawiska fizvkochemiczne zachodzqee w  plynie  mdzgowao-rdzeniowym
u pacjentow z zaburzeniami krqzenia plyny mozgowo-rdzeniowego ™

Na podstawie art.29 ust. 2 ustawy z dnia 5 grudnia 1996 r. o zawodach lekarza i lekarza
dentysty (tekst jednolity Dz.U.z 2005 r. Nr 226, poz.1943), ustawy z dnia 6 wrzesnia 2001 r. Prawo
farmaceutyezne (tekst jednolity Dz.U. z 2004r. Nr 53, poz.533, z pdzn.zm.) oraz rozporzadzenia
Ministra Zdrowia i Opieki Spoleeznej z dnia 11 maja 1999 r. w sprawie szezegdtowych zasad
powolywania i finansowania oraz trybu dzialania komisji bioetycznych (Dz.U. Nr 47. poz.480)
uchwala sig, co nastgpuje:

§1
Komisja Bioetyczna Okregowej Izby Lekarskiej w Szczecinie stwierdza, ze do wniosku
zglaszajacego wyzej wskazany program badawczy dofgezono nastepujgce dokumenty:
1. Protokol badania.

2. Informacje Dla Pacjenta.

3. Formularz tzw. .,.Swiadomej Zgody Pacjenta”™

4. Polise Ubezpicczenia Odpowiedzialnosci Cywilnej Seria AA nr 0502913, na okres od
16.10.2005 do 15.10.2006, wystawiong przez Towarzystwo Ubezpieczen INTER
Polska S.A. w dniu 14.10.2005.

5. Kserokopie zgody Komisji Nadzoru nad Dokonywaniem Badan na Ludziach z dnia

31 marca 1988r. w temacie:
JBadanie i zastosowanie leczenicze  posturalnych  mechanizmoéw  cisnienia
wewngtrzezaszkowego u chorych z clasnotq wewnatrzezaszkowe ™

6. Curriculum Vitae gléwnego badacza — dr nmed. Leszka Herbowskiego

§2
Komisja Bioetyczna Okrggowej lzby Lekarskiej w Szczecinie, po zapoznaniu si¢ z W/w
dokumentacjg oraz opinig sporzadzong przez prof. dr hab.n.med. Jana Slosarka, postanawia
zaopiniowa¢ przedstawiony projekt badania klinicznegopozytywnie.
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§3
Sklad i dzialanie Komisji Bioetyezne] Okregowe] lzby Lekarskie] w Szezecinie sq zgodne
7 zasadami Good Clinical Practice (GCP) oraz obowigzujacymi przepisami,

§4
Podmiotom wymienionym w § 8 ust. | w/w rozporzadzenia Ministra Zdrowia 1 Opieki
Spolecznej przystuguje prawo odwolania do Odwolawczej Komisji Bioetycznej przy
Ministerstwie Zdrowia za posrednictwem Komisji Bioetycznej OIL w Szczecinie w terminie
14 dni od dnia otrzymania niniejsze] uchwaty.

§5
Komisja Bioetyczna OIL w Szcezecinie przypomina o obowigzku zglaszania badan do
Centralne) FEwidencji Badan Klinicznych majacej siedzibe w  Warszawie, przy
ul. Chetmskiej 30/34.

§6
[ista osOb uczestniczgeych w obradach Komisji Bioetycznej Okregowej lzby Lekarskiej
w Szezecinie w dniu 05 lipca 2006 roku stanowi zalgeznik do niniejszej uchwaty.

§7
Tekst uchwaly sporzadzono w dwoéch jednobrzmiacych egzemplarzach, po jednym dla
whnioskodawcey i Komisji Bioetyeznej OIL w Szezecinie.

§8
Niniejsza uchwala obejmuje swym zasiggiem wszystkie osrodki biorgce udzial w badaniu,
zgodnie z zatacznikiem do uchwaty.
§9
Uchwata wechodzi w zycie z dniem podjecia.
PR W 0 2 10 A 5%
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Zalacznik D

OSWIADCZENIE

Os$wiadczam, ze Zgoda Komisji Bioetycznej przy Okregowej Izbie Lekarskiej w Szcze-
cinie na badania w ramach tematu: ,,Zjawiska fizyko-chemiczne zachodzqce w plynie
mozgowo-rdzeniowym u pacjentow z zaburzeniami krqzenia plynu mozgowo-
rdzeniowego” podjeta uchwata nr 04/KB/II/2006 z dnia 05 lipca 2006 roku obejmuje

zakres badan przedstawionych w niniejszej rozprawie doktorskie;j.
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