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Skroéty i najwazniejsze terminy stosowane w pracy

H+E — w badaniu histologicznym, metoda barwieniaa®ksyliry i eozyry

Ipsilateralna — tzstronna, w badaniach MEP dotyczy strony, z ktorgjkamywano
rejestragt, zgodnej ze stranstymulowan bodzcami na poziomie nadrdzeniowym lub stfon
okluzji tetnicy szyjnej zewstrznej

Kontraletaralna — drugostronna, w badaniach MEBR/azgt strony, z ktérej wykonywano
rejestrac, przeciwnej do strony stymulowanej @odmi na poziomie nadrdzeniowym lub
strorg okluzji tetnicy szyjnej zewetrznej

L-strona lewa

LKD — lewa kaiczyna tylna

P-strona prawa

PKD - prawa kaczyna tylna

n. — nerw

nn. - nerwy

MEP — ruchowe potencjaty wywotane indukowane polemagnetycznym (ang. ,motor
evoked potentials”) - badanie przewodnictwa eferegd, polegace na wywotaniu
potencjalu ruchowego w g#niu lub w nerwie na skutek pobudzeniaamka pola
magnetycznego struktur nerwowych na poziondireakéw nadrdzeniowych

SEP - somatosensoryczne potencjaty wywotane (&agngtosensory evoked potentials”)

TMS - przezczaszkowa stymulacja polem magnetyczrigng. ,transcranial magnetic

stimulation”)



1. Wstep

Udar mozgu natey do chorob XXI wieku, ktérego skutki wptywgjznacaco na
relacje spoteczne i ekonomiczne. Jest tezgmizyczyry zgondw w krajach rozwigtych
ekonomicznie, a drug w krajach rozwijajcych s¢ jak i gtdbwm przyczym
niepetnosprawniei w populacji oséb dorostych. Jest najedej spotykan chorola uktadu
nerwowego i najpowaniejszym problemem medycznym ze wgll na swoje nagpstwa jak
i skomplikowarn terape (114). Obecnie jest drago do czstasci chorola w skali swiatowej
(78), a 1/6 ludzi z globalnej populacji @aadczyta jej skutkow (103). Rocznie w Europie na
udar choruje jeden milion ludzi, a w Stanach Zjethomych pét miliona (17, 65, 83). W
Polsce cgstas¢ wyskpowania udardow jest podobna, ale wspoétczynnik uminebci jest
znacznie wyszy ni w Stanach Zjednoczonych, Japonii i waBtvach Europy Zachodniej
(102, 114).Swiatowy budet pochtania 6% dochodu na leczenie ¢astiv oraz profilaktyk
udaréw zaréwno krwotocznych jak i niedokrwienny8B,(25).

W Polsce przewajaca czs¢ udarOw ma swaj przyczyr w procesach
niedokrwiennych (87%) a rzadziej w krwotocznych ¥®5 Mezczyzni zapadaj na udar
niedokrwienny cgsciej anieli kobiety (nezczyzni - 177/100000, kobiety — 125/100000).
Umieralng¢ z powodu udaru niedokrwiennego dotyczy rowngtownie ngzczyzn, ale
wspotczynnik niepetnosprawsa jest w obu piciach podobny (121).

W zwiazku z wyej wymienionymi faktami, w ktorych przewija ¢siwaznosé
etiopatogenezy i przebiegu udaru, badania nad Kesgr@mi i pagrednimi ich skutkami g
przedmiotem wielu publikacji naukowych (54-56, @R, 103, 129). Przyczyna udaru jest
najczstszym celem badanaukowych zwlaszcza w odniesieniu do ludzi, jedeake
zrozumiatych wzgjdow stanowi ona rownieproblem bada podstawowych (50). Pulsinelli
(94) oraz Pulsinelli i Buchan (96) wskazalie chocia modele zwiergce udaru byty
przeprowadzane wielokrotnie, to jednak ich wynile rpozwolit na kliniczne okggenie
skutkow lekobw w testach farmakologicznych zménych =z ich wilciwoscia
neuroprotekcyja. Skutki udaru oraz czas trwania r@stw przed zgonem wydagic by¢
jeszcze niedostatecznie poznane (124), choomlery przypuszczé ze ich zrozumienie
doprowadzi do odkgy na bazie ktorych nimiwa bedzie skuteczna prewencja choroby
udarowej. Przyjte przez niektérych badaczy aksjomaty adshi@ nieodwracalnych skutkow
udaru po okrdonym czasie od samego incydentu (35), ogranicaykdzy innymi rozwoj
jak i zakres poszukiwankxodkéw farmakologicznych, ktdre mogtyby skompensowsieutki

niedokrwienia. Przyktadem tego bylo wprowadzenie walecyjnego w latach
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dziewkcdziesatych ubiegltego wieku preparatu Solu-Medrol do woeg® leczenia
nastpstw udaru, chociajak wykazaly péniejsze obserwacje, jego skutek jest zmienny w
zaleznosci od diugdci czasu trwania niedokrwienia (25, 26). Dlategmwnjej pracy poditam
préb: sprecyzowania najdiszego czasu trwania niedokrwienia mozgu w warunkach
eksperymentalnych, ktére pomimo jego wpstwania, jest odwracalne w niekorzystnych
skutkach dla czynrégi neuronéw kory ruchowej mdzgu. Wiarygodaospodziewanych
rezultatow opieram na wykorzystaniu preferowanejeaslle metody badania stanu
czynnagciowego drogi korowo-rdzeniowej w neurofizjologilikcznej, jaka jest rejestracja
ruchowych potencjatow wywotanych indukowanych poleragnetycznym (MEP) (3, 36, 45,
81, 98, 118). Dotychczasowe badania w tym zakregigje metod MEP wykorzystano,
dotyczyly gtébwnie modelu udaru niedokrwiennego wruvkkach eksperymentalnych i
obserwacji jego nagbstw po 6 godzinach (110). Rejestracje MEP wykomava mgsni lub
nerwow przewanie po okluzji ¢tnicy srodkowej mozgu lub w przypadkach obserwacii
nastpstw niedranosci tej tnicy u ludzi w okresie 3 miegsy (118).

Powodem, dla ktérego zainteresowato mnie zjawisktiemngci przewodnictwa
impulséw eferentnych w drodze korowo-rdzeniowej wastpstwie niedranosci tetnicy
szyjnej wspolnej, jest dia czstas¢ wyskpowania tego schorzenia jako powodu udaru
niedokrwiennego u ludzi. Nowacki i Bajer-Czajkows{&8) wskazu, ze miejscowe 70%
zwezenie swiatta tego naczynia wygbuje u 20% chorych, natomiast istnieje matadilo
doniesié wyjasniajacych jego skutki (82), co wskazuje naanes¢ podejmowanego tematu.

Kety (64) uwaa, ze niedr@anos¢ tetnic szyjnych nie wywotuje znageych zmian w
krazeniu mézgowym wikszaci ssakéw dcznie z cziowiekiem, natomiast Zea Longa i
wspotpracownicy nadmienigj(134), ze okluzja wewatrzczaszkowych etniczych gadzi
szyjnych nie wywotuje udaru w ogodle. Ma to miejszepowodu licznych anastomoz
tworzacych pohczenia pomgdzy gakziami zewrtrznych i wewntrznych ttnic szyjnych. Z
drugiej strony Garcia (42) jak i Dougherty i wsp@pownicy (33) stwierdzaj ze wigkszas¢
gryzoni jest idealnym modelem do obserwacji selektych skutkéw udaru po zdaigciu
tetnicy szyjnej jedno- lub obustronnie.

W dostpnej literaturze nie znalaztam opiséw ba&daad przebiegiem udaru
niedokrwiennego u szczuréw po okluzirticy szyjnej wspolnej z wykorzystaniem oceny
skutkow niedokrwienia neuronéw kory ruchowej, pgnatlacji polem magnetycznym i
rejestracji potencjatow ruchowych z nerwéw, a niesm konczyny tylnej.



1.1 Definicja, podziat oraz czynniki ryzyka udaru niedokrwiennego

Udar mézgu jest to (cyt. z&wiatowa Organizacja Zdrowia — WHO) ...,nagte
wystapienie ogniskowych lub uogdlnionych zaburazynndci mézgu trwajce dizej niz 24
godziny, spowodowanych przez przyczyny naczyniowe(52). Maze by wywotany
réznymi przyczynami takimi jak choroba #zych naczy (20%), choroba matych naazy
(20%), jako naspstwo zawatbw mobzgu spowodowanych zatorésiep pochodzenia
sercowego (22-30%), natomiast 2-3% ludzi chorujgowodu udaru o innej etiologii (29,
114).

W praktyce klinicznej istnigj rézne klasyfikacje udarow mézgu, ktére uwadiiaja
zarOwno ich typ jak i etiologi Najczsciej stosowany jest podziat na udary niedokrwienne,
ktére stanowq 80% ogotu lub krwotoczne stanawe 15% oraz udary nieskalsyfikowane
stanowice 5%. Bardzo esto stosowana klasyfikacjw badaniach Kklinicznych jest
klasyfikacja TOAST, ktora podobnie jak wgsj wymieniona definicja, dzieli udary na
spowodowane zmianami w zigch naczyniach ktére doprowadzakrew do mébzgu, w
matych naczyniachsrodmoézgowych Iub zatorem pochodzenia sercowego By
klasyfikacji udarbw ména te wyrdGznic zaproponowan przez Bamforda i
wspotpracownikéw (10), ktéra odnostgio obrazu klinicznego i wedtug niej udary ramy
podziel¢ na:

- udary obejmujce obszar unaczynienia przetnice przednie mozgu (ang. Total Anterior
Circulation Syndrome) — TACS,

- cz$¢ obszaru unaczynienia przegnice przednie mozgu (ang. Partial Anterior Cirtiola
Syndrome) - PACS,

- udary lakunarne — zatokowe (ang. Lacunar SyndyerhACS,

- udary kedace wynikiem niedrénosci z kregu unaczynienia tylniego (ang. Posterior
Circulation Syndrome) - POCS.

Wséréd neurologbw rozpowszechniony jest podziat egapny, w ktorym na
pierwszym miejscu pod wzglem cazstaésci wymieniane § udary miadzycowo-
zakrzepowe, nagbnie zatorowe pochodzenia sercowego, krwotoczikenkrne oraz o innej
etiologii (68, 93).

Zaburzenia kgzenia o charakterze niedokrwiennym wsradkowym uktadzie
nerwowym mana podziek dodatkowo w zalenosci od:

- mechanizmu patogenetycznego na: zakrzepowo-zayoratorowy, zatokowy (lakunarny,

ktory najczsciej jest skutkiem uszkodzenia matych nagzyhemodynamiczny zwzany ze
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spadkiem dienia systemowego (ktérego konsekwenggst zaburzenie perfuzji w
osrodkowym uktadzie nerwowym),
- umiejscowienia: zespoty objawowe potkulowy, koggwodkorowy, pniowy, midzkowy.

Podziat udaréw niedokrwiennych moézgu w zalaci od dynamiki objawow dotyczy:
-przemijagcych napaddéw ischemicznych,

-odwracalnych udaréw niedokrwiennych,
-postpujacych udaréw niedokrwiennych oraz,
-udaréw mézgu dokonanych (68, 93).

Pod wzgtdem lokalizacji niedokrwienia wyidiia st objawy zamknjcia lub
zZwezenia ttnicy szyjnej wewatrznej, ttnicy srodkowej mozgu orazetnicy kregowe).
Najwigksza czé¢ udarow niedokrwiennych, ba&0% wszystkich udaréw moézgu to udary w
zakresie niedrmosci tetnicy szyjnej wewatrznej, ktora zaopatruje wksz czes¢ potkul
mozgowych za wytkiem ptatéw potylicznych i prayodkowych czsci ptatow skroniowych
(2, 114).

Czynniki ryzyka udaru niedokrwiennego ama podziek na modyfikowalne i
niemodyfikowalne.
Do modyfikowalnych zaliczamy:
- nadcsnienie ttnicze,
- cukrzye,
- palenie papierosow,
- migotanie przedsionkow, zawat serca z zakrzepastawkowe wady serca,
- zaburzenia gospodarkiggiowodanowej i lipidowej,
- hiperhomocysteinengj
- zaburzenia krzepetia,
- przemijace ataki niedokrwienia,
- brak aktywnéci fizycznej i stylzycia,
- diet i otytose,
- hormonaln terapt zastpcz,
- przyjmowanie doustnycirodkéw antykoncepcyjnych,
- infekcje (29, 30, 68, 72, 83).



Do niemodyfikowalnych zaliczamy:
- ptec,
- wiek,
- rag,
- czynniki genetyczne,

- przebyty udar mézgu (68, 83).

1.2 Aspekty anatomiczne i czynnéciowe drogi korowo-rdzeniowej

Z osrodkébw kory mézgu, biegn do rdzenia kigowego widkna drég korowo-
rdzeniowych, ktorych komorkami macierzystymitsszczura i cztowieka gtéwnie olbrzymie
komorki Betza (86, 87). &Sone zlokalizowane w 4 i ¢gzciowo 6 polu kory ruchowej (wg
Brodmanna). Komorki te ukmne @ somatopicznie w obbie tych pol, okréflanych jako
pierwszorzdowa kora ruchowa, co oznacza, poszczegolne unerwiane okolice ciata maja
swoj okreslona reprezentagj korowa. Na swoim przebiegu widkna korowo — rdzeniowej
tworza wieniec promienisty wchodzdo tylniej czsci odnogi torebki wewgtrznej. Sad
biegm dalej przez odnagmozgu i czs¢ brzuszia mostu, gdzie twokg peczki o przebiegu
podiuznym, przechodg nizej do rdzenia przedhonego. Tutaj widkna korowo-rdzeniowej
ponownie gromadg sic we wspéla wiazke, tworzc na przedniej powierzchni mézgowia
wyniostas¢ zwary piramidy (87). W dolnej cgsci rdzenia przeditbonego na pograniczu z
rdzeniem kegowym, 80-90% wiokien drogi piramidowej ulega skmayaniu i przechodzi do
sznura bocznego strony przeciwlegtej twaarzdrog; korowo-rdzeniow boczry. Okoto 10-
20% wiokien pozostaje po tej samej stronie, biegm sznurze przednim rdzeniaggowego
jako droga korowo - rdzeniowa przednia. W sznurzeczhym oprocz wiokien
skrzyzowanych biegnie pewna liczba witokien nieskiayanych, ktére czasami wyndia skt
jako drog korowo- rdzeniow boczry nieskrzyowars (13, 87) (rycina 1).

U ludzi, impulsy eferentne z komérek piramidowyatrk ruchowej przewodzone s
do motoneuronéw swodkéw rdzeniowych dla unerwienia ka@zyn gérnych i dolnych na
drodze polisynaptycznej (105, 108). Wspamniczeniu impulséw biarudziat przynajmniej 2-

3 interneurony pobudzgje lub przynajmniej 3 interneurony wydzieleg na zakfczeniach
synaps nerwowo-nerwowych mediator hasoyjw drodze do alfa-motoneuronéw (9, 87). U

szczura wysfpuje due podobiéstwo pohczer synaptycznych na poziomiesrodkéw



rdzeniowych (86, 108) z tynze ogodlnie podkrda si mniejsz ilos¢ zaangaowanych

interneuronow w p@edniczeniu przewodnictwa korowo-rdzeniowego.
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Rycina 1. Schemat przebiegu drég piramidowych wszmaynie czotowej oraz idea ich
pobudzenia jak i sposobu rejestracji ruchowych pejggow wywotanych stosowane w pracy.
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Shapovalow (108) opisuje podohstwo anatomiczne i funkcjonalne \étae drogi
korowo-rdzeniowej u ludzi i gryzoni. Podobnie prisgfa kontrola impulséw eferentnych z
osrodkéw kory ruchowej mézgu do rdzeniowyckradkdéw unerwiajcych misnie kaczyn
przednich i tylnych przez impulsy z wielu grup wiék aferentnych (59, 74). Nale
przypuszcze, iz czynnd¢ eferentna przewodzona przez drogi korowo-rdzeniowe
nastpstwie pobudzenia impulsem magnetycznym, w warumkeksperymentalnych w
niniejszej pracy jest goedniczona przez dwa interneuronyedikos¢ przewodzenia widkien
ruchowych drogi korowo-rdzeniowe]j bocznej, szacuge na podstawie bada
elektrofizjologicznych u szczura jak i neurofizjgloklinicznej u cztowieka w zakresie od
42,0 do 68,0 m/s (53).

W badaniach Nielsen i wspotpracownikéw u szczur®) probowano okedi¢, ktore
szlaki eferentne przewoglzimpulsy nerwowe w nagbstwie przezczaszkowej stymulacji
magnetycznej. Autorzy ci opisali trzy zakresy l&jen3-6ms, 8-12ms, 14-18ms), przy
ktorych rejestrowano potencjaty MEP i stwierdzik, oprécz drogi korowo-rdzeniowej nig s
one przewodzone przez szlak czerwienno-rdzeniowyddmabzgowia, ale bardziej przez
szlak siatkowo-rdzeniowy biacy pocatek z pnia médzgu i biegoy w obkbie sznura
bocznego rdzenia &gowego. Rejestracje wykonywano zeémi konczyn przednich, podczas
gdy bezpérednie przewodnictwo drég korowo-rdzeniowych disodkoéw mesni konczyn
tylnych odprowadzali z nerwow.

Rozlegta stymulacja kory ruchowej bmegm elektrycznym, wywotuje aktywagci
neurondéw drogi korowo-rdzeniowej, prowadzdo powstawania serii czterech lubcog)
salw do @érodkéw rdzeniowych z rejestracpkreslana mianem fali I. Panuje przekonanie
chocia ta metoda jest mniej ogniskowa i selektywna stymulacja bezpgwednia matych
obszarow kory ruchowej, nina z jej pomog okresli¢ topografe osrodkéw dla unerwienia
migsni. W odr&nieniu od innych badaczy Kakinohana i wspotpracawis przekonani (61),
ze potencjat MEP indukowanych polem magnetycznymt jssmarycznym obrazem
przewodnictwa impulséw przewodzonych przez szlakoko-rdzeniowy do &rodkéw

ruchowych rdzenia oraz na poziomie struktuczé nerwowo-misniowego.
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1.3 Znaczenie bada ruchowych potencjatow wywotanych do diagnostyki
przewodnictwa eferentnego

Badania nad wykorzystaniem pola magnetycznego 8agxenia struktur nerwowych
(TMS) w tym dhgich szlakow przewogzych impulsae eferenta do arodkow
rdzeniowych maj diluga histori (27, 28, 44, 49). TMS nie ma charakteru czysto
diagnostycznego, ale rowniecharakter leczniczy w zaburzeniach ruchowych takjiek
choroba Parkinsona, leczeniu depresji czy ataksjidakowej (49). W 1982 roku Polson i
wsp. (91) udowodnilize maliwe jest dranienie nerwu na obwodzie za pomasilnego
impulsowego pola magnetycznego, co doprowadza gdolaeyzacji btony komorki nerwowej
z nastpczym wyzwoleniem potencjatu czynimiowego (138). Trzy lat pdniej Barker i
wspotpracownikom (11) udato esidoprowadzt do skutecznej stymulacji mozgu, ktére to
odkrycie zapocztkowato ee techniki TMS (57). Pocgkowo TMS byta stosowana w
diagnostyce neurologicznej oraz jako rdze w wielu badaniach neurofizjologicznych i
neuropsychologicznych (138). Udowodnionae TMS jest niezwykle warfgiowym
narzdziem do badania organizacji i interakcji korowyshodkow ruchowych (101).

Aplikacja bada MEP w warunkach klinicznych do interpretacji zjawizachodzcych
w przewodnictwie eferentnym zostata opisana w spaizeh przez Rdsler (98). Badania
MEP zostaly wykorzystywane do oceny klinicznej,zasadzie poréwnania wynikoéw przed i
po leczeniu ostrego zawatgtricy srodkowej mdzgu. Zmiany parametrow MEP wykazaty
wyrazna dodatna korelacg z ocem stanu klinicznego u chorych w skalach Barthel nkta.

W przypadku badania chorych begpamnio po zawalegtnicy srodkowej mézgu, potencjaty
MEP nie byly rejestrowane i wowczas wyniki ocenyniiznej byly zte. Natomiast w
przypadku potencjatow MEP prawidiowych lub o niezzrde wydtzonej latencji, wyniki
bada klinicznych byty prognostycznie dobre (3, 118).

Szereg prac u chorych po udarze niedokrwiennym waikaze MEP @ czulym
wskaznikiem prognostycznym co do efektéw i ukierunkoveahéczenia zachowawczego,
majcego na celu odtworzenie utraconej funkcji rucho{86j, 123). Rejestrowane potencjaty
MEP s woéwczas albo nieobecne albo mapah amplitud: i wydtuzony czas trwania,
natomiast érodkowy czas przewodnictwa eferentnego jest tyllezmacznie wydkzony. U
tych badanych chorych stwierdzae shatomiast wzrost progu pobudliged neuronow
korowych (22, 127).

W zwiazku z wzrastajca incydentalnécia udaru niedokrwiennego poaviarg z

obnizeniem sredniej wieku oraz problemami coraz bardziej skokaplanych aspektéw

12



etiologicznych jak i samego przebiegu pagikm choroby, o ktérych wspomniatam Wésepie
nalezy stwierdzé, ze obecnie wzrasta zapotrzebowanie na coraz barguEgyzyjne
narzdzia diagnostyczne neurofizjologii utdioviajace indywiduala ocerg sprawngci
przewodnictwa eferentnego u chorych. Do niedawnamje z gtownych metod
neurofizjologicznych w badaniach nad udarami mobgty badania somatosensorycznych
potencjatdbw wywotanych, oceniggych drogi czuciowe obwodowego §rodkowego uktadu
nerwowego, na skutek bacbw elektrycznych aplikowanych naskérnie w nerwkohczyn
gornych i dolnych (107). Badania MEP wykagjgdnak weksza przydatné¢ w poréwnaniu
z badaniami przewodnictwa aferentnego SEP, gtovmniewagi na wgksz rzetelnd¢
otrzymywanych rezultatbw. Kakinohana i wspotpracmyn(62) na pierwszym miejscu
stawiaj tutaj sam problemem rejestracji potencjatow SEdMplitudzie rzdu mikrowoltéw
wymagajcych procesu drednienia komputerowego, w przecivwstwie do rejestracji
potencjatbw MEP o wartgiach amplitudy wyrzanych w miliwoltach. Badania
neurofizjologii Kklinicznej ruchowych potencjatow wptanych indukowanych polem
magnetycznym u chorych po udarach spedrkayteria czutdci i specyficznéci (47, 49).

Panuje przekonaniee badanie ruchowych potencjatdw wywotanych u chorgo
udarach z punktu widzenia funkcjonalnego jest kam@ntarnym z wynikami
neuroobrazowania o wysokiej rozdzieléziouszkodzonej struktury. Zalebadania MEP jest
mozliwosé sledzenia procesdéw neuroplastycznych lub ich braku kolejnych etapach
leczenia po udarze mézgu (100). &zitej metodzie potwierdzono zaleos¢ pomidzy pica
i wiekiem a przebiegiem udaru (58, 100, 124). U rgbb po udarach, badania z
wykorzystaniem MEP ok#gtty przejecie utraconej funkcji przez neurony analogicznych
osrodkoéw kory ruchowej bardziej drugostronnej, zatii przez neurony przylegte do obszaru
niedokrwienia (49, 58).

Natomiast istnieje niewiele batlao podobnym metodycznie charakterze w sensie
poznawczym i prognostycznym u chorych po udarachotacznych (3), z uwagi na
zachowanie ostémosci zwigzane] z wplywem stymulacji na wznowienie procesu

krwotocznego.
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1.4 Mechanizm powstawania udaru niedokrwiennego wddaniach klinicznych i

eksperymentalnych

Sicard i Fisher (109) opisali satysfakcjoqug kryteria modelu udaru
niedokrwiennego badanego w warunkach eksperymstaliVedtug ich opinii powinny
one:

1. jak najbardziej ndadowa& zmiany patofizjologiczne spotykane u chorych po
udarach niedokrwiennych,

2. wywotywa: poréwnywalne zmiany patologiczne,

3. wykorzystywé procedury proste, jak najmniej inwazyjne w celwchmavania
selektywndci (versusglobalne niedokrwienie)

4. charakteryzowasi¢ niskimi kosztami,

5. umaliwia¢ rzetelne monitorowanie parametréw fizjologicznyagh analiz
strukturalr, tkanki mozgowe.

Wydaje s¢, ze wybrany przeze mnie model sdwadczalny jedno- i obustronnego
zamkngcia i ponownego udimienia ttnicy szyjnej wspoélnej spetnia wszystkie powye
kryteria.

Z kolei szczur (podobnie za Sicard i Fisher, 1089tsia powysze kryteria dobrego
modelu udaru niedokrwiennego z uwagi na:

1. podobiéstwo anatomii i fizjologii mézgu z cztowiekiem,

2. mate wymiary tkanki moézgowej urrawiajace ich szybka anakzzmian struktury i
reakcji na zmieniagce sg warunki,

3. niski koszt,

4. znaczce podobiastwo genotypowe z cztowiekiem,

5. najwkksz publiczry i instytucjonalm akceptagj etyczra.

Badania nad modelem zwieym udaru niedokrwiennego podejmowano z wielu
powodow, gtownie skoncentrowanych na dlkeaiu jego naspstw w diugoterminowym
okresie obserwacji jak i opisie dziatan&@odkéw farmakologicznych o charakterze
neuroprotekcyjnym. W wkszaci przypadkéw obserwacji krétkoterminowych, te prdiyty
ograniczone od 6 do 24 godzin po wprowadzeniu dkgmni wykazaty brak ich Kklinicznej
skutecznéci. Byly to gtownie zwizki, w ktérych wykorzystano mechanizm dziatania
antagonistycznego na receptor NMDA (Selfotel), tab dziatanie polegato na stabilizaciji

metabolizmu btony komadrkowej (Citicoline) (48). Tatyka tych badanie dotyczy jednate
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celu niniejszej pracy, w ktérej skupiona sia wykazaniu w sposob selektywny zmian w
czynnaci neuronow drogi korowo — rdzeniowej w ngssttwie lokalnego niedokrwienia (ang.
»focal ischemia”). W tym aspekcie dotychczasowedraa polegaty na wywotaniu (gtéwnie
u szczurow) globalnego niedokrwienia (poprzez alomst, okluzje tetnicy srodkowej mozgu
lub tetnic szyjnych z kombinacjami sztucznie wywotanegozrastu cénienia
srodczaszkowego) oraz lokalnej ischemii, wywotan&waie poprzez zamketie ttnic
mdbzgowych.

Mechanizm udaru w warunkach eksperymentalnych loagglzdobny do sytuacji
klinicznej, polega ogoélnie na reperfuzji, wywotanhiperglikemii lub poprzez zjawisko
gwaitownego wzrostu temperatury (hipertermiajpbtez gwattownej zmiany énienia krwi.
Wyniki bada wykazaly, ze hipotermia jest zjawiskiem zasadniczym w przebiegaru
mozgu u chorych po udarach (50).

W ujeciu patofizjologicznym udary u ludza $ardzo zblione do tych opisywanych w
modelach eksperymentalnych u zwigrzZW najczstszych modelach eksperymentalnych
wywotywane g poprzez:

1. zaburzenia przeptywu krwi,

2. niedomogi kgzenia moézgowego zarowno lokalne jak i uogolnion, f@wniez

mikro- i makroangiopatie,

3. deficyty energetyczne tkanki nerwowej (nagezej z powodu kwasicy lub obgku)

(16, 85, 137).

Sicard i Fisher (109) $vo6d modeli déwiadczalnych wyréniaja takze permantentny
(ang. ,permanent” - staly) lub przemyay (ang. ,transient” — czasowy efekt niedokrwienia)
Permanentne niedokrwienie wywotuje skutki w obszaazlegtym, otoczonym przez mniej
zniszczon tkanke (55).

Pomimo bardzo intensywnych badaad procesami molekularnymi niedokrwienia
mozgu nie mena jednoznacznie odpowiedgigaki proces zapoakowuje kaskae zdarzé
prowadacych do obumierania neuronéw. Ogblnie przyjmuje, ste za patologi
niedokrwienia mézgu odpowiedzialnych jest wielewdgk i procesow molekularnych. Do
tych proceséw zalicZy mazna spadek stenia tlenu, znaere obnienie stzenia ATP i
glukozy lub czynniki wptywajce na gwattowna depolaryzacptony komorkowej (114).
Spadek przeptywu moézgowego szybko prowadzi do @efienergetycznego, a to z kolei
zaburza istotne dla prawidtowego funkcjonowania &dtnreakcje wymagage dostarczenia
energii  (20). Brak ATP hamuje dzialanie pomp jonotyy doprowadzagr do

niekontrolowanego naptywu do komérekzmgch jondw w tym C¥, depolaryzacji btony
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komodrkowej i nieprawidtowego uwalniania neurotraitendw (94) i w efekcie doprowadza
to do obrzku komorki oraz nadmiernej aktywacji enzymow wawrkomorkowych (114).

Wsréd mechanizmow powstawania niedokrwienia mézgu ieyila st takze procesy
patologiczne takie jak egzotoksyczidomorek, stres oksydacyjny, zjawiska apoptozyiczyl
obumierania i Smierci komoérek, uszkodzenia integradnb i funkcji  struktur
wewnmntrzkomorkowych. Nalgy spodziewa sie, ze w sekwencji zjawisk patofizjologicznych
wystepujacych po udarze niedokrwiennym, zjawisko egzotoksgez dotyczy gtdéwnie
neurondw korowych obfych ta patologa (32). Hipoglikemia w miejscach szczegoélnego
niedokrwienia oraz podwsgzenie temperatury moézgu, majzasadniczy wplyw na
przyspieszenie nekrozy (50, 126). Wykazan® szczegOlnie tkanka kory moézgu jest
wrazliwa na niedokrwienie, rzadziej dotyczy to neurond@nodkéw podkorowych (129).

Biorac pod uwag roznego typu wywotanie udaru niedokrwiennego, taki& ja
zacgniecie ktnicy szyjnej zewetrznej, powinno ono wywotaskutek bardziej ogniskowego
niedokrwienia arieli uogolnionego, przewajaco zgodnostronnie (ipsilateralnie). O ile
uogolniony udar zweizany jest z zatrzymaniem akcji serca, to ogniskadgr zwizany jest z
zamkneciem s$wiatta naczy tetniczych szyjnych lub podstawnych w kole Willisa. W
badaniach Rosen i wspotpracownikéw stwierdzono, (87 u mtodych osobnikow stwierdza
sig mniejsze deficyty w zatrzymaniu przeptywu krwi pravigksze deficyty w olgbie
uszkodzenia moézgu amli u starszych osobnikdéw, pomimo zastosowania tgamych
modeli udaru. Garcia i wspotpracownicy (43) w syy@eacy opisali zmiany niedokrwienne u
szczuréw po okluzji naciywewmtrzczaszkowych, jako odpowiednika zawatu krwotocgne
mozgu cziowieka. Zbadali oni 45 zwiatz okrélili zmiany strukturalne wyspujace po
okluzji w potkulach tastronnych przy obserwacjach od 30 minut do 7 dnimmydencie.
Stwierdzili wystpowanie mikroskopijnych zmian w obszarze kory preatkowej juz po 30
minutach, z rozprzestrzenianieng procesu w dalszym okresie obserwacji reghwie i na
cak kore mozgu. Autorzy Ci obserwowali e rodzaje zmian jakoiowych w zalenosci od
czasu obserwacji. Najpierw obejmowaty one obkumn@é obrzmienia zaliczane do zmian
szybkich ju po 6 godzinach, natomiast po 12 godzinach, zaywadwniez zmiany w
komodrkach glejowych takie jak odczyn eozynofilowykarolizc. Lokalna ischemia nie
wywotywata duej nekrozy nawet po 6 godzinach.

Fiskum i wspoOtpracownicy stwierdzili (41)ze ischemia, jdi nie prowadzi
bezpdrednio dosmierci komoérek, to indukuje w moézgu reakcje wtonwadace do
ogniskowej martwicy tkanki. Spadek lub brak przepiykrwi w okrelonej &tnicy powoduje

najczsciej niedokrwienie ogniskowe.
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Zgodnie z opisem Aranowski i wspoétpracownikow (4ywarunkach dewiadczalnych,
w poblizu zamkngcia swiatta naczynia powstaje ognisko martwicy. Natommsobszarze
przyleglym do ogniska martwicy, przeptyw krwi jesteco wekszy i jeli wraca on do
wartasci prawidtowych, obszar ten nie ulega degradadjiefa ta zwana jest ,penumby
ktérej nazwa zostata wprowadzona przez Astrup iGspcownikow w 1981 roku (7).

Jakagciowe zmiany morfologiczne w obszarze obumartychandk (zmiany
nekrotyczne) spowodowanych niedokrwieniem, oszaooww strukturach mézgowia w
preparatach histologicznych wybarwianych metbthE (hematoksylia i eozyra) w pracy
Mathew i wspoétpracownikéw (76).

Innymi badanymi parametrami w obserwacjach skutk@aru niedokrwiennego w
warunkach eksperymentalnych byly pomiary tempeyaiuoraz cgnienia ttniczego lub
zylnego metod wewrgtrzng, aczkolwiek Hossmann (54, 55), wskazuje na ichkanis
wiarygodnd¢ z uwagi na zmienne warunki pomiaru wspomnianydaampatrow u szczurow i
znacaca ilaé¢ czynnikdw na nie wptywagych.

Podobny do mojego z punktu widzenia metodycznegdemadaru przeprowadzili
Dougherty i wspotpracownicy (33) oraz Choki i wgmdicownicy (24), badag nastpstwa
niedokrwienia u szczuréw po okluzjethic szyjnych i przykegostupowych. Jednak
zajmowali s¢ oni bardziej skutkami z punktu widzenia neurocleamego, arieli

neurofizjologicznego.

1.5 Udar niedokrwienny w badaniach neurofizjologiieksperymentalnej

Jak podkrélaja Small i Buchan (111), zwieggze modele udaru niedokrwiennego
odzwierciedlag 25% wszystkich, przebiegajych podobnie udarow niedokrwiennych u ludzi.
Skutki udaru u cziowiekaasmaozliwe do czsciowego wyleczenia poprzez stosowanie
srodkow neuroprotekcyjnych w ggu kilku godzin od wyspienia choroby. Dlatego e
okreslenie maksymalnego czasu, kiedy taka neuroprotgksiaskuteczna, stanowi jeda
najwaniejszych powodow stosowania modelu udaru niedakmego w badaniach u
zZwierzt.

Pomimo wielu badaeksperymentalnych na zwietach z udarem mozgu, w dalszym
ciagu do kaica nie oddaj one przebiegu tego schorzenia u ludzi.zNB przytoczy wiele
réznic pomedzy udarami wyspujacymi w badaniach klinicznych a eksperymentalnych. D

najwazniejszych ranic pomedzy modelami zwiergcymi a udarami u ludzi nate:
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- udary mozgu przeprowadzone na zwitmzh maj najczsciej charakter
niedokrwienia globalnego, natomiast udary wpgsface u ludzi § najczsciej lokalnymi,

- udary u zwierat 3 wywotywane w warunkach kontrolowanych w znieczilen
0go6lnym, co ma wptyw na pomiar parametrow fizjotgiych.

Z drugiej strony wyniki bada histologicznych jak i czynrsgiowych prowadzone u
zwierzt doswiadczalnych, stanowipodstaw do praktycznej aplikacji leczenia chorych po
udarze niedokrwiennym moézgu (67). Pomimo wpgetvania znacznych #aic
neuroanatomicznych, patofizjologicznych, genetycinyi farmakologicznych porgilzy
udarami mozgu wyspujacymi u ludzi a udarami wywotanymi eksperymentalréepstatnie
pozwalaj lepiej zrozumié procesy zachodze podczas niedokrwienia mozgu (114).

W eksperymentach na zwietach, udar niedokrwienny ma nagéeziej charakter
ogniskowy i jest zwjzany w 80% z zakrzepem, zieniem lub zatorem pojedynczego
naczynia doprowadzgego i dotychczas najeiej byt on wywotany zmianami wetnicy
srodkowej mézgu (117). Me by to niedokrwienie trwate lub czasowe. Reperfuzjard
nastpuje w tym drugim przypadku jest natychmiastowgainnia s¢ w postaci hiperperfuzji
z krétkotrwatym wzrostem mikrokzenia o okoto 200% w stosunku do wadioprzeptywu
przed niedokrwieniem (67, 114). Tak gwaltowne preyeenie mikroprzeptywu, wydajeesi
by¢ zrodiem dodatkowego uszkodzenia mikrgiania i komorek mozgu (5,131). Ostatnio
coraz wece] bada daswiadczalnych dotycych mechanizméw i konsekwenciji
niedokrwienia, prowadgych jest w bliszym klinice modelu zakrzepowym (114). Model
taki po raz pierwszy zastosowat Dietrich i wspogmanicy (31). W strategii catkowitego
zamkniecia dtnicy srodkowej mdzgu u szczura wykorzystuje Blamenty, mikroklipsy oraz
srodki farmakologiczne trwale obkurczag naczynia, ewentualnie stosujetsz embolizacg
w krazeniu mézgowym (75).

Braeuninger i wspotpracownicy (15) oraz Bhardwagpotpracownicy (12), wskazali
na problemy proceduralne zwane =z prawidlowym przeprowadzeniem modelu
niedokrwiennego u szczuréw. Zaliczyli do nich zbvate okazy zwierg wykorzystywane w
badaniach, bowiem zbyt mala waga zwera nie pozwala na precyzyjne wykonanie
procedur operacyjnych. Dalej, wielu badaczy nieanaruwagi na istotny wptyw pici, géy
przebieg udaru u osobnikéw plenskiej i neskiej jest odmienny. Naky rowniez pametac
o tym, aby sposob anestezji byt jednolity w cataglénej grupie zwiest, jak i pamétaé o
kontrolowaniu ranych parametréw fizjologicznych, z ktorych jeden wpten by
monitorowany niezmiennie (np. temperatura).

Najczstszymi modelami udaru niedokrwiennego w badanéksiperymentalnychas
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-udar globalny (obustronne z&aiccie &tnicy szyjnej) (46),

- udar w obgbie wigkszaci obszaréw przodomoézgowia poprzez zam&i 2 lub 4

naczy (95),

- udar ogniskowy (zagmiccie ktnicy srodkowej moézgu) (117),

- udar korowy poprzez lokalne zamékcie naczyt podpagczyndéwkowych (77).

Taira | Marsala (116) w swoich badaniach opisalitkk najczsciej stosowanego
modelu niedokrwienia po okluzji ¢tnicy $rodkowej mobzgu. Wykazali nitiwosé
wystepowania nagpczego kizenia obocznego, co powoduje wtérne ukrwienie mozagu,
wydaje s¢ by¢ niemazliwe w przypadku zamkngcia ktnicy szyjnej.

Carmichael (21) opisat skutki okluzjethicy lub zyty szyjnej i wykazat, ze 6-
minutowa przerwa w przeptywie krwi nie wywotuje raaych procesow niedokrwiennych,
ale juz 8-minutowa przerwa wywotuje zmiany niedokrwienngmkowiu i hipokampie, co
potwierdzili Wu i wspotpracownicy (130).

Spasrdd obserwowanych efektéw patologii w uktadzie namym po niedokrwieniu,
stwierdzono utworzenie nowych odggikn aksondéw w paiczeniach korowych oraz zmiany
w plastycznéci map korowych (84). Zmiany na poziomie komorkowymgty réznie
opisywane w obszarach przednich i bocznych kory gupale stwierdzono ich wksze
nasilenie w okolicy kory skroniowej i kory ciemiewej (21).

W dotychczasowych pracach eksperymentalnych wylsbupgych czynniki
biochemiczne, przedstawiano d&st szkodliwych substancji wywolagych  udar
niedokrwienny, ale #wod nich mato uwagi paviccano procesom odwracalnym. s$kd
modeli nie wymagagcych kraniotomii wymienia giindukcje zmian wdtnicach szyjnych,
ktére obok okluzji ¢tnicy srodkowej mozgu stanowijedne z najogstszych modeli udaréow
niedokrwiennych. Jest zrozumiales czym bardziej selektywny model udaru jest stosgwa
tym wigcej szczegotowych informacji na temat jego skutkowzna uzyské.

W dotychczasowych badaniach opisano réwrskutki niedokrwienia w odniesieniu
do asrodkéw rdzenia, wynikage z niedranosci tetnic rdzeniowych w rénych modelach
zwierzcych (21, 38, 62, 69, 71).

Metoda MEP znalazta rownieszerokie zastosowanie w badaniach modelu udaru
niedokrwiennego na zwiegtach (112, 119), réwnie w Kkorelacji z badaniami
neuroobrazowania (45) od momentu, kiedy zostataam@ postapotencjatu w warunkach
prawidtowych (34, 37, 70, 73).

W 1987 roku Simpson i Baskin (110), jako jedni zrmiszych zarejestrowali

potencjaty ruchowe przy odprowadzeniu za&oyn tylnych w nagpstwie wywotanego udaru
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eksperymentalnego u kotéw znieczulanych ketamfotencjaty ruchowe rejestrowali po 1 i
6 godzinach od okluzjigtnicy srodkowej mézgu. Wspnie zidentyfikowali w zapisach 4
sktadowe odpowiedzi w grupie kontrolnej zdrowychiemeat. Stwierdzili, ze zaraz po
niedokrwieniu wszystkie zatamki P1, P2, N1 i N2 ybydbnizone, a po 5 godzinach
komponenty wczesne miaty olinng amplitud:, ktéra nasipnie wzrosta. Wynika z tegae
powstate niedokrwienie nie musi dyjawiskiem nieodwracalnym w czynsw osrodkow
kory ruchowej, o ile wart® parametru amplitudy MEP takie zmiany odzwierciedla
Rejestracje byty wykonywane z @ni przy wyciu elektrod igtowych. Latencja MEP P1i N1
wynosita mniej w¢cej 15ms, natomiast latencja N2 i P2 wynositecsj niz 15ms. W 1989
roku Ueno i wspotpracownicy (122) zastosowali w dadch MEP cewk indukcyjna

,0semkowy” i wykazali, ze u ludzi taka cewka nmie selektywnie pobudZaobszary kory
ruchowej w odsipach co 5mm. U szczurow taka sama stymulacja wyagbatencjaty
rejestrowane z rdzenia i @8ni. W kazdym przypadku potencjaty rdzeniowe sktadaky zi4
skladowych (N1-N4). Z kolei potencjat rejestrowarzy migsni miat typowy ksztait
monofazowy.

W innych badaniach Fehlings i wspoétpracownikow (3wpartagsci amplitud MEP
wywotywanych monopolarnie za pompdod.cow elektrycznych aplikowanych do kory
ruchowej byty podobne, natomiast warbatencji byty relatywnie krotsze w ze wzdu na
mniejsz wartas¢ odlegtacei przewodzenia. W 1995 roku Fishback i wspo&tpratiow (40)
zarejestrowali u szczuréw potencjaty MEP podobmik Peno i wspotpracownicy (122),
wykorzystupc do stymulacji mat cewle i stosujpc anestezj z wykorzystaniem propofolu
(stosowanym jakosrodek do znieczulenia ptytkiego), meggo niewielki wptyw na
przewodnictwo nerwowe.

Badania czynngi osrodkow kory ruchowej z wykorzystaniem MEP po jedhabd
obustronnej okluzji dinicy szyjnej doczekata giréwniez kilku opiséw, wskazujcych na
rozny krytyczny okres czasu, kiedy powsatajeodwracalne zmiany w neuronach kory mozgu
(14).

Badania SEP w modelu udaru niedokrwiennego u zwtieapisali Steinberg i
wspotpracownicy (113), ktdrzy wywotali udar u kotg@e wykonaniu okluzji w naczyniach
mozgu. Rownie oni stwierdzili,ze podobnie jak w przypadku bad®EP, parametry SEP
nie ulegty poprawie po 6 godzinach od momentu rkedi®nia. Maze to przemawiaza tym,
ze przewodnictwo aferentne do obszaru kory czuciamegostronnej jest bardziej wiave

na zmiany arieli przewodnictwo impulséw ruchowych.
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2. Cel pracy

Biorac pod uwag aktualne dane od#oie skutkéw udaru niedokrwiennego opisywanych
u ludzi oraz w modelach eksperymentalnych u zwtermzyskanych na podstawie

przeprowadzonych bafla neurofizjologicznych godrozdziaty 1.3-1)5 sformutowano
nastpujace cele pracy:

1. Zbadanie stanu czynkmowego przewodnictwa eferentnego od poziomu kory
ruchowej do érodkdéw kdzwiowo-krzyzowego rdzenia kigowego u zwiergt po

wywotanym udarze niedokrwiennym w celu aitemia zmian wczesnych, ktére mpg
by¢ odwracalnymi.

2. Okrélenie zmiennéci temperatury ciata zwiegzia w przebiegu obserwacji skutkow

udaru niedokrwiennego wywotanego okkuzgtnicy szyjnej wspolnej jedno- lub

obustronnie z wariantem ponownego uahienia przeptywu krwi.

3. Weryfikacg histologiczrm zmian w strukturze moézgowia w ngsstwie wywotanego

niedokrwienia po jedno- lub obustronnej okluzjinic szyjnych wspéinych z lub bez
wtérnego udrénienia.
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3. Materiat i metody

3.1 Materiat badawczy

Badania przeprowadzitam w Pracowni Neurofizjoldaktadu Patofizjologii Nardu
Ruchu w Poznaniu, po uzyskaniu zgody nr 4/2008 a&hw dnia 15 lutego 2008 roku od
Lokalnej Komisji Bioetycznej do Spraw Bwiadczeé na Zwierztach.

Badania wykonatam na 46 dorostych szczurach, seim@sy Wistar o wadze od 220
do 280 g zakupionych z hodowli Zaktadu Toksykolagpiiwersytetu Medycznego im. Karola
Marcinkowskiego w Poznaniu. Waga zwigtrbyta stosunkowo niska, charakterystyczna dla
samcéw, co niestety ograniczyto alivos¢ wykonania pomiaru énienia zylnego (patrz
ponizej). Jednake do celow pracy wybrano samce (zwykle zspej anteli samice wadze), z
uwagi na stabilniejsze wa#dd referencyjne w pomiarach temperatury i przewotiva
nerwowego (11, 15odrozdziat 1.5

U zwierat wywotywatam udar niedokrwiennyp@drozdziat 3.2.J1 a nasfpnie tego
samego dnia wykonywatam badanie temperatyspdfozdziat 3.2.2 oraz ruchowych
potencjatdbw wywotanych (MEPpodrozdziat 3.2.8jak i pobieralam tkank mézgows do
bada histopatologicznych podrozdziat 3.2 Procedury histologiczne przeprowadzania
skrawkow do wizualizacji w mikroskopie jasnego pgbzeprowadzitam w Katedrze
Neurobiologii Akademii Wychowania Fizycznego im.demiusza Piaseckiego w Poznaniu
okoto miesac po pobraniu mozgowia. Weryfikacji histologiczrdgkonatam w Zaktadzie
Patofizjologii Naradu Ruchu, a zdgia z wybranych przekrojow histologicznych w Kataslr
Neurobiologii miesic po zakéczeniu wszystkich doviadcze.

Zwierzeta (N=42) podzielitam na 4 grupy badawcze (rycipa 2
-Grupa A — u zwierg tej grupy wywotatam udar niedokrwienny poprzezigaecie prawej
tetnicy szyjnej (N=19),
-Grupa B — u zwiert tej grupy wywotatam udar niedokrwienny poprzezigaiccie ktnicy
szyjnej obustronnie (N=13),
-Grupa C - u zwierg tej grupy wywotatam udar niedokrwienny poprzezigaiecie prawej
tetnicy szyjnej i ponownieajudraznitam (N=4)
-Grupa D - u zwierg tej grupy wywotatam udar niedokrwienny poprzezigaiccie &tnicy

szyjnej obustronnie i ponownie je udntam (N=6)
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Rycina 2. Schematy czterech rodzajow zabiegdw aaggh unaczynia mozgowia u szczura,
wykonywanych w celu wywotania udaru niedokrwiennegazterech grupach zwiestz A-
zackniecie ttnicy szyjnej wspdlnej jednostronnie (zawsze strgmawa), B-obustronne
zacgniecie tktnicy szyjnej wspolnej, C-zagiigcie ktnicy szyjnej wspolnej jednostronnie
(zawsze strona prawa) z ponownym ughieniem, D-obustronne zdoigcie &tnicy szyjnej
wspolnej z obustronnym udmieniem. Na tej i na innych rycinach symbo{”, oznacza
zamkniecie jedno- (zawsze prawa) lub obustrortmcty szyjnej wspdlnej, natomiasO;,
ponowne jej udranienie.

U 3 zwierat wykonatam tylko rejestracje MEP w celu stwierdaerczy wartdci
amplitudy i latencji rejestrowane u nich oraz u emait grupy A przed niedokrwieniem nie
réznia sig znacaco, wiec mog by¢ traktowane wspdlnie jako wakm referencyjne. U tych

samych zwiergt pobieratam moézgowie do celéw histopatologicznyicipo wykonaniu

23



skrawkow w ptaszcznie poprzecznej od poziomu bregma do -5.1mm i wykeariu metod
H+E (podobnie jak w grupach zwietzz wywotanym niedokrwieniem), staratang sistalt
réznice miedzy prawidtows tkankys mézgowy a tkankk mézgowe, ktérej obraz wskazywat na
skutki przeprowadzonego zabiegu niedokrwienia.

U jednego zwiergia w badaniu pilotaowym nie wykonatam ani rejestracji MEP lub
zabiegdw majcych wywota& niedokrwienie w mdzgowiu, aby stwierdzczy sam zabieg
stymulacji magnetycznej TMS nie wywotuje zmian natgawych w tkance mdzgowej. U
tego szczura wykonatam wagiznie badania histologiczne weryfikog prawidtowe struktury

mozgowia.

3.2 Metodyka pracy

Wszystkie zwiergta znieczulatam dootrzewnowo ketamifiKetanest, Park-Davis) w
dawce 90mg/kg masy ciata. Zwieta byty znieczulone po okoto 25 minutach i ten stan
utrzymywat s¢ przez okoto dwie godziny. Aby zapobiec aspirélgfly do drog oddechowych
zwierzta premedykowano siarczanem atropiny w dawce O.0&mddawka znieczulenia
byta uzupetniana w miarpotrzeby. Poziom znieczulenia byt sprawdzany prkeatrok
odruchuzrenicowego.

U kazdego z 42 zwiert grup A-D przeprowadzatam pomiary temperatury oraz
badatam parametry rejestracji MEP. U 3 zwaedokonatam prob pomiarusaiieniazylnego
(w zdrowego zwiergcia powinno to wynosi od 90 do 120mHg). W tym celu dokonatam
weneseke zyly szyjnej, w ktorej umieszczatam ciepkrurke polietylenova mapca
umazliwi ¢ pomiar cénienia zylnego. Wenflon podiczytam trojnikiem do @énieniomierza
oraz do wyjcia pomy infuzyjnej, z ktorej starano¢spodawa s$ladowe ilgci roztworu
dwuweglanu sodowego w 5% roztworze glukozy. Jedaajak wynika z moich obserwaciji,
ta metoda pomiaru @iienia jest meliwa jedynie u szczuréw o giarze powyej 450q,
natomiast zwierga na ktérych dla celow tej pracy przeprowadzongy lpadania byty o
potowe Izejsze. U wszystkich 3 zwietz naczyniazylne st zapadaty, a wenflon szybko
zawierat due ilosci skrzepow. Sid tez u pozostatych zwient eksperymentalnych
zaniechatam pomiaru &iieniazylnego. W wekszaci przypadkow pomiar énienia stosuje
si¢ badaniach neurofizjologicznych tam, gdzie drobegojzmiany w wymienionym wj
zakresie nie maj znaczenia, natomiast stagic czynnikiem istotnym w badaniu zjawisk

niedokrwienia.
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Rycina 3. Kolejne etapy przygotowania zwignia oraz przeprowadzenia badgk i fotografie
stanowiska badawczego i wykorzystywanej aparatéirywypreparowanie etnicy szyjnej wspolnej,
pokazano mikrofotografie klipsu do zaméeia ttnicy. B-aparat stereotaktyczny do unieruchomienia
glowy zwierzcia po znieczuleniu oraz widok gtowicy stymulacyjoe pola magnetycznego
pofaczonej z generatorem MagPro. C-widok glowicy styujudej pola magnetycznego oraz
wypreparowanego nerwu kulszowego. D-widok bipolamglektrod rejestragych z zamontowanym
nerwem kulszowym. E- widok mézgowia szczura po \eparowaniu, F-mikrotom mgeniowy z
zamontowanym moézgowiem, z ktérego wykonywano skigwprzeczne, G-naczynie z komorkami
dzielhcymi skrojone skrawki histologiczne podzielone zegledu na gébokas¢ ciecia, H-skrawki
mozgowia natéone na szkietka podstawowe, przykryte szkietkankirywakowymi, I-przykiadowa
fotografia przekroju poprzecznego moézgowia w oleramikroskopuswietinego.
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Oprocz trudnéci manipulacyjnych, tego rodzaju zabiegi istotnigtywaja na zmiar
cisnienia ttniczego, a proba podawania roztworow fizjologiazmya droga jest elementem
terapii udarowej, ktorej nie planowatam w nieniejgaracy.

W kolejnym etapie przygotowania zwiaetaimieszczatam je na grzbiecie, po czym
usuwatam sigc z okolicy szyi i prawej kiiczyny tylnej po stronie grzbietowej. Miejsca te
odkazatam 70 % alkoholem etylowym.

Dalej wypreparowatametnice szyjmm wspolmy, w zaleénosci od badanej grupy
zwierzat byta to ttnica prawa lub obie (rycina 3A i 4).

‘Tﬂll'lit.ﬂ mézgowa prrednia
/ {hl. cerabri anterior)

Tetnica mézgowa érodkowa
{a, cerebri media)

Tetnica mdzgowa tyina
{a. cerabri pogterior)

Tetnica podsiawna mozgu
'(a_._ cerebri basalis)

1—-——'.'rambm EZyjna wewngtrzna
... (a, carrotis intema)

“#———Tglnlca szyjna zewnetrzna
(a. carrotis externa)

Tatnica kregows
(a. vertebralis)

‘\\Tq{ni:ﬂ szyjna wspdina

la. carmrelis communis)

Rycina 4. Gtéwne unaczynienie mézgowe szczura @rikcowane za [114]). Fotografia po
lewej obrazuje klips wykorzystany do okluzjtriicy szyjnej wspoélnej jedno- lub obustronnie.

W trakcie preparacji, po przeciu skory uwidoczniamy powierzchnimigsnia
szerokiego szyi, ktory rozdzielamy wzdtprzebiegu widkien. Rozpoznajemy brzeg przedni
migsnia  mostkowo-obojczykowo-sutkowego i nacinamy pg@wi powierzchown
bezpdrednio ku przodowi, do brzegu przedniego tegesma. Warstw powierzchown
przecina s wzdlwz przedniego brzegu g#nia mostkowo-obojczykowo-sutkowego.
Rozdzielenie warstwy powzi pozwala na odsugtie misnia mostkowo-obojczykowo-
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sutkowego bocznie i oddzielenie go odraleych pod nim nsni. Z kolei otwieramy
przestrzé pomikdzy misniem  mostkowo-obojczykowo-sutkowym a  ggniami
podgnykowymi przykrywajcymi krtan, tchawie i tarczye,.

Preparujemy nagbna warstwe, czyli blaszlk przedtchawicz powigzi szyi. Migsien
lopatkowo-gnykowy, tworgcy boczne ograniczenie blaszki przedtchawiczejedieokrotnie
biegnie poprzez pole operacyjne i wymaga delikatnedsun¢cia lub przecgicia. Po tym
wytania st pochewka naczy szyjnych, ktGra zawieracthice szyjm wsplln, zyte szyjm

wewretrzng oraz nerw kddny (rycina 4).

3.2.1 Metodyka wywotania udaru niedokrwiennego

Po umieszczeniu zwieggia na brzuchu, jego glawzamocowatam w aparacie
stereotaktycznym oraz ulokowatam cemikdukujaca pole magnetyczne nadczaszkowo nad
punktem stymulacji (rycina 3B). Dokonywatam wyprepaania nerwu kulszowego
opisanego wpodrozdziale 3.2.3rycina 3C). Wypreparowanethice zaciskatam klipsem
jedno- lub obustronnie w zaeosci od grupy badanych zwiestz(ryciny 2 i 4). W grupach A
i B zamkniecieswiatta ttnic trwato 10 minut. W tym czasie, co minutiokonywatam
pomiaru parametrow rejestracji MEP oraz temperaturgwierzt grup C i D po 5 minutach
okluzji, wykonywatam zdjcie klipsa w celu ponownego udrgenia przeptywu dtnic,
kolejno jedno- lub obustronnie (rycina 2). W tymasie réwnie, co minu¢ dokonywatam

pomiaru parametrow rejestracji MEP oraz temperatury

3.2.2 Badanie temperatury

U wszystkich zwierat temperatuf mierzytam przed zagémieciem gtnicy szyjnej
wspolnej jak i po jej zaénicciu i rozluznieniu. W grupach A i B odczytow dokonywatam co
minut przez okres 10 minut, natomiast w grupach C i Dperatura byta mierzona co
minute po zacénieciem ttnicy lub &tnic szyjnych przez okres 5 minut, a r@stie co minug
przez kolejnych 5 minut po ich udmieniu w wariantach jedno- lub obustronnym.
Temperatura byta mierzona termometrem doustni&@piinym w postaci sondy. Sonda byta
podhczona do aparatu Keypoint, elektroniczny odczyt peratury byt widoczny na

monitorze komputera systemu diagnostycznego.
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3.2.3 Badanie ruchowych potencjatéw wywotanych

W celu ustalenia zmian w przewodnictwie eferentnyrtaku korowo-rdzeniowego
gléwnie bocznego do n. kulszowego prawego, wykanathadania przezczaszkowej
stymulacji magnetycznej (MEP) wzoagj sk metodycznie na opisie Kamidy i
wspotpracownikéw (63).

Rycina 5. Zestaw aparaturowy wykorzystywany do had@isywanych w pracy. A-
zintegrowany system diagnostyczny KeyPoiftmy Medtronic, B-gtowica jednostki
rejestruapcej potencjalty wywotane z zestawem elektrod, C-aipbtagPro firmy Medtronic
stuzacy do stymulacji magnetycznej z zestawem cewek geaeratorem.

Po utazeniu zwierat na brzuchu, wykonywatam nacie skory po stronie prawej nad
grzebieniem k&ci biodrowej i z tego dégia odstonitam n. kulszowy prawy (rycina 3C). Po
wypreparowaniu n. kulszowego prawego przed jegodzieteniem na gakie n.
piszczelowego i n. strzatkowego, umieszczatam gobipolarnej, chlorkowo-srebrowej
elektrodzie odbiorczej, w ktérej biegun dodatnii@ntowany byt bltej osrodka ruchowego a
ujemny dystalnie. Odgb pomedzy biegunami elektrody rejestsopj wynosit 3-4 mm.
Elektrodt uziemiajca wkluwatam w mesien w bezpdredniej bliskdci elektrod
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rejestrupcych. Caty zestaw w/w elektrod padiatam do przedwzmacniacza rejestratora

(rycina 5B).

Badania neurofizjologiczne wykonywatam przyyaiu zintegrowanego systemu
diagnostycznego KeyPoint (Medtronic A/S, Skovlund®enmark) (rycina 5A),
skonfigurowanego z aparatem do stymulacji magnesjcklagPro R30 (Medtronic) (rycina
5C). Wszystkie rejestracie MEP wykonywatam byly yprzustawieniach filtra
dolnoprzepustowego 0.5Hz, a filtra gérnegoprzepustm 2kHz w aparacie KeyPoint, przy
podstawie czasu 5ms/D a wzmocnieniu od 0.5 do 2mVA3ty byly przeprowadzane w tym

samym pomieszczeniu, w temperaturze 21-23 °C.

Przeszczaszkawstymulacg magnetycza TSM wykonywatam cewk magnetycza
okragta o srednicy 10 cm (rycina 5C) umieszczonadczaszkowo nad kpruchows szczura
(rycina 3C). Zgodnie z opisami Hovey i Jalinous )(5¢ewka osrednicy od 10-14 cm
indukuje najwgksz site pola magnetycznego 660 V/m w zakresie od 2,2 d3@.2Sik
stymulacji magnetycznej oldlatam w wartdci procentowej maksymalnego wyrzutu, przy
czym w wkkszasci przypadkow badanych zwieitz sita ta zawierata siw zakresie od 30 do
70% (92). Stymulowatam zawsze pokkylrawa w obszarze kory ruchowej zZrodkami
unerwienia mgsni konczyny tylnej. Stymulowatam strgnB cewki, aczkolwiek w mojej
obserwacji w badaniach u szczurdéw, rodzaj oriensaigyny cewki nie ma wkszego wptywu
na morfologée potencjatbw MEP. W trakcie stymulacji przezczamsz&j, wykonywatam
wstepne “mapowanie” kory ruchowej, polegeg na przemieszczaniu cewki podczas
stymulacji pojedynczymi baggtami o wartéci 40% w matym obszarze 4mm dogtowowo i
bocznie, w 1mm zmianach lokalizacji zgodnie z ompidéamida i wspotpracownikdéw (63).
Szukatam docelowo potencjatu o najszej amplitudzie (nie mniejszej MiS50uV) i
najkrétszym czasie trwania. Urdowvito to znalezienie ,gagcego obszaru” dla unerwienia
miegsni konczyn tylnych gdy zakladanoze przy rejestracji z nerwu kulszowego oszacowuje
sie przewodnictwo eferentne od poziomu neuronow gikcevych drogi piramidowej bocznej
do misni konczyn dolnych (99). Zgodnie z opisami metodycznymi Chen i
wspotpracownikow (23) estotliwos¢ stymulacji powinna wynoéi 1Hz, aby nie zmienéa
morfologii krotkolatencyjnego potencjatu MEP, co méejsce przy wyszej czstotliwosci,

w zwiazku ze zmiaa pobudliwgci neuronéw pierwotnej kory ruchowe.

W pierwszej kolejnéci stymulacg magnetycza i rejestracje potencjatow MEP oraz
pomiary temperatury wykonywatam przed Zacjciem gtnicy szyjnej wspolnej i te dane

traktowatam jako wartei referencyjne (kontrolne) w kdej z grup zwierat (tabela I).
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Analizowanymi parametrami MEP byly amplituda, mara pV od wychylenia
ujemnego do dodatniego potencjatu oraz jego laéentderzona w ms, dolaca czasem od
momentu zadziatania impulsu magnetycznego do manrejgstracji odpowiedzi wywotanej
z n. kulszowego. Ogodlnie zasady rejestracji MER/jpfam za standardami wymienionymi w
pracy Ferreira i wspotpracownikow (39), a cata ndgka badania byta bardzo ztna do
tej, ktorm opisywali Nielsen i wspétpracownicy (81), oraz den i wspotpracownicy (70).
Jednake rejestracje MEP Nielsen i wspotpracownikéw (819tydzyly odprowadze
wewntrzkomorkowych lub z mgni konczyn gornych. Tego rodzaju zabiegi wymagaj
gkebokiego znieczulenia, co implikuje problem alomnego przewodnictwa synaptycznego w
tym na poziomie ptytki nerwowo-rEniowej. Dlatego w mojej pracy zastosowatam
odprowadzenie bezp@dnio z nerwu. Przewodnictwo eferentne drogi kargdzeniowej jak
i na poziomie érodka rdzeniowego i obwodowo przy takim odprowadzgest matym

stopniu zalene od wptywu poziomu znieczulenia (ketamina/ksyfe®y(132).

3.2.4 Badania histologiczne

Po zakaczeniu déwiadcze, zwierztom podawatam dootrzewnowo ketamgim
dawce kilkakrotnie przekraczagej letal. Nastpnie wykonywatam totalp kraniotome i
pobieratam mézgi do badaistopatologicznych (rycina 3E).

Wykonanie trwatego preparatu histologicznego jesic@sem, na ktéry skiadaesi
szereg czynriwi prowadacych do trwatego zachowania struktury tkanki najzas)
odpowiadajcej stanowi prawidtowemu rowniev zakresie unaczynienia (8, 18, 133). Mozgi
przechowywatam w 30% roztworze formaliny przez skijednego miegca. Skrawki
(przekroje poprzeczne) o grumd 90um byly wykonane przy pomocy mikrotomu
mrozeniowego z wykorzystaniem G@ycina 3F). Wykonano ¢cia od punktu bregma do
pozioméw kolejno -2mm, -3.1mm, -4.1mm, -5.1 mm. &Wki te kolekcjonowatam je do
specjalnych pojemnikéw z waddestylowan (rycina 3G) w celu zachowania kolefioo
skrawania, a nagtnie umieszczatam przyzyciu pedzelka na szkietkach podstawowych
rycina (rycina 3H).

Po wyschniciu preparatow przeprowadzatam je przez szeregiolbgiczne i
zamykatam w DPX po nateniu szkietek nakrywkowych.

Szereg histologiczny w barwieniu hematoksylieaozym byt nastpujacy:

- umieszczenie preparatu w szklanych ptuczkachegtukanie woda destylowan

- barwienie hematoksylini eozyry (H+E) przez 3-5 minut,
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- jednokrotne przeptukanie wadestylowan,

- przeprowadzenie preparatu przez szereg roztwatkeholi 0 wzrastajcym stzeniu (30%,

70%, 90%, 100% I, 100% Il w celu odwodnienia,

- przeprowadzenie przez roztwory: alkohol + ksylerstosunku 1:1- roztwor geedni

- przeprowadzenie przez ksylen I, ksylen Il - gwaetlenie

- zamykanie, czyli umieszczanie kropli DPX (ptymiserwujcy) na mokrym preparacie i
naktadanie na nie szkietka nakrywkowego

- preparaty wysychajprzez kilka dni, potem umieszcza @ w skrzynkach oraz

przechowuje w lodéwceallz zamraarce.

Rycina 6. Schemat anatomicznych obszaréw kory povaz obszaréwafdra ogoniastego i
skorupy pdra soczewkowatego na przekroju czotowym na poaospoidia przedniego
mobzgu, w odniesieniu do ktérych dokonano opisu liakaji artefaktéw utasamianych z
nastpstwami wywotania udaru niedokrwiennego. Ghjania:1-obszar kory gruszkowatej, 2-
obszar wyspy, 3-obszar kory ciemieniowej, 4-obsa#iczyny przedniej i tylniej, 5-obszar
kory czotowej i zakgtu, 6-obszar skorupy agira ogoniastego, 7-obszar gatki bladej, 8—obszar
kory przedwzrokowej przyodkowej i bocznej, TW-torebka wewtrzna, S—sklepienie
komory trzeciej, SP—spoidto przednie [zmodyfikowaag43)].

Weryfikacji histologicznej otrzymanego materiatu wgkonaniu procedur barwienia
dokonywatam w obrazie mikroskopiwietlnego (powtkszenie 5x i 10x) po zakezeniu
doswiadczeé u 49 szczuréw. U wkszasci zwierzat z wywotanym niedokrwieniem, zmiany w
tkance moézgowej as albo wynikiem zmian nekrotycznych na skutek béppaniego
niedokrwienia lub artefaktow w postaci ubytkow tkamerwowe] lzdacych nasgpstwem
peknig¢ drobnych naczy. Lokalizacg zmian, ktére w obrazie mikroskopowym uznatam za
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wynik niedokrwienia nanositam na plany w ptaszecdg poprzecznej wedtug Paxinosa i
Watsona (88) oraz w ptaszdzye czotowej wedtug Pellegrino i wspotpracowniké@oy.
Obliczatam najwiksza koncentragj zmian w okrélonych obszarach moézgowia, a ich

lokalizacg opisatam wedtug schematu Garcia i wspotpracowniké®y (rycina 6).

3.2.5 Metody analizy statystycznej

Otrzymane wyniki zostaty poddane analizie przy poynprogramu STATISTICA v.
9.1 firmy StatSoft. Cechy ikziowe takie jak amplituda, latencja i temperat@j@strowane u
kazdego ze zwiert w grupach A-D w kadej minucie badania zostaty opisane przez podanie
wartasci sredniej, mediany, minimum, maksimum i odchyleniansiardowego (SD).
Rejestracje potencjatow MEP oraz pomiary tempeyattykonane przed zagiigciem gtnicy
szyjnej wspolnej byty traktowane jako waito referencyjne (kontrolne) w kdej z grup
zwierzt (tabela I).

Ze wzgkdu na brak normalrci rozktadu, do weryfikacji hipotez statystycznych
zastosowane zostaly testy nieparametrycznezniRé pome¢dzy dwoma grupami byty
weryfikowane testem Manna-Whitneya. RRice pomédzy wynikami przed badaniem a
wynikami  w kolejnych minutach badania weryfikowankeyty testem Wilcoxona.
Réznicowanie odpowiednich wynikbw w czterech grupaclerylikowane bylo testem
Kruskala-Wallisa i wielokrotnymi porownaniamsiednich rang. Do oceny wspoétzatesci
pomiedzy amplitud i latench wykorzystano wspotczynnik korelacji rang Spearmana

Jako istotne statystycznie prgtg zostaty wyniki testow, w ktérych poziom istofnd
byt p< 0.05.
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4. Wyniki badan

Zestawienie wszystkich analizowanych parametréwsteqcji MEP i temperatury na
kolejnych etapach obserwacji w czterech grupacrezti zaprezentowatam w tabeli I. W

ponizszychpodrozdziatach 4.1 i 4.@rzeanalizowatam ich zmiendtona wykresach.

4.1 Wyniki badan temperatury przed i po wywotaniu udaru
niedokrwiennego w poszczegoélnych grupach zwiegz

Jak wid& na wykresie w rycinie 7, przebieg zmiesciotemperatury w dwoch
najliczniejszych grupach zwiesiz(grupy A i B), u ktérych dokonano permanentnejuak
kolejno jedno- lub obustronnej bez ponownego #dienia naczg ma bardzo podobny
przebieg. Swiadczy to o podobnym mechanizmie dziatania dwdotizajow okluzji na
zmiarg temperatury organizmu. W obu przypadkach zaobsgakom obnienie o okoto 2°C
(w zakresie od 3Z do 29,5°C), przebieggie réwnomiernie do 10 minuty obserwacji.
Jednake jak wynika z zestawienia waét normatywnych (kontrola) tego parametru przed
wykonaniem niedokrwienia zaprezentowanych w tahgowyzsza zmiana nie byta istotnie

odmienna od parametrow fizjologicznych.
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Rycina 7. Zmienn& temperatury rejestrowanej u szczuréw z grup AnaBposzczegdlnych
etapach obserwacigmienna¢ pokazano na podstawie parametru mediany.
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Zupetnie inny model zmiendoi parametru temperatury rma zaobserwowana
rycinie 8, pokazujcej wyniki uzyskane u zwiesz grup C i D, gdzie po 5 minutach jedno- lub
obustronnego zamkgtia przeptywu ¢tnic, nasjpito ich ponowne udrmienie. Okluzja
spowodowata, podobnie jak u zwigrgrup A i B, spadek parametru temperatury o okoto
1,5-2.0C, a przywrdcenie przeptywu jedno- lub obustrornierost temperatury do wasii
normatywnej (kontrola) (patrz tabela 1). bt@ stwierdzi, ze udranienie ttnic wywotuje
catkowita kompensagjbadanego parametru w 10 minucie catkowitej obsgiwa

36,2

36
35.8
356
354

35,2

Mediana temperatury (%)
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Rycina 8. Zmienn& temperatury rejestrowanej u szczuréw z grupy hielposzczegolnych
etapach obserwacji. Zmienstgpokazano na podstawie parametru mediany.

4.2 Wyniki badan ruchowych potencjatéw wywotanych przed i po wywotaiu

udaru niedokrwiennego w poszczegolnych grupach zwieat

Przebieg zmienrioi parametru bardziej amplitudy asli latencji rejestrowanych
potencjatbw MEP u dwoch zwiesz grup (A | D) o skrajnie odmiennym przebiegu
doswiadczenia (okluzja jednostronnetrticy bez udrenienia i okluzja obustronnathicy z
ponownym udrénieniem) pokazuje rycina 9. W przypadku tylko zamkm swiatta ktnicy
szyjne] prawe] obserwowatam niewielki spadek amdlt do 5 minuty obserwacii,
kompensagi w 5 i 6 minucie, oraz w 10 minucie @aadczenia stat wartas¢ amplitudy,
stanowica 48% wartdci wyjsciowe] (rycina 9A). U szczura z obustranrokluzja i
ponownym udrenieniem ¢tnic, zaobserwowatam wydznie spadek amplitudy potencjatu

MEP do 40% wartai wyjsciowej w 10 minucie obserwaciji (rycina 9B).
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Tabela 1. Zestawienie zakresow, waetdrednich oraz odchylenia standardowego badanychgrédw amplitudy i latencji ruchowych

potencjatéw wywotanych jak i temperatury w posza@dagch grupach zwiert na poszczegoélnych etapach obserwaciji.

Czas trwania niedokrwienia po zaci$nieciu tetnicy szyjnej (min.)

Grupa Wartos"c'
s Parametr  referencyjna* 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10
doswiadczalna
N=19
Amplituda (nV, % wartosci sredniej)

A _ 0,5-17,0 0,4-170 0,3-80 04-80 0,2-160 0-100 0-160 0-160 0-16.0  0-18.0 0-11,0

No19 Sr::gnlr:j;(D 5,0+4,4 3,8#44  3,3%2,1 2,6+2,1 3,1#3,5 3,1#2,5 3,1#4,1 3,1#4,1 2,8440 2,8+4,6 1,5¢2,8

(100%) (68,3%)  (81,3%) (59,4%) (70,7%) (70,9%) (67,3%) (72,8%)  (65,8%) (72,5%) (62,0%)

5 . 12180 08300 0220 0180 0160 0-160 0-160 0-13,0  0-13,0  0-14.0 0-14.0

N1 sr::gmr:j;D 7,4+4,2 7,7¢8,0  6,0%6,3 4,952 4,442 4,7+45 4947 3,838 3,9t3,6 34436 3,8+4,2

(100%) (84,3%) (66,2%) (52,0%) (58,7%) (61,3%) (72,9%) (55,8%) (62,9%) (56,0%) (61,4%)

Czas niedokrwienia po zacisnieciu tetnicy szyjnej (min.) Czas niedokrwienia po udroznieniu tetnicy szyjnej (min.)
Wartosé
referencyjna* 1 2 3 4 5 0 1 2 3 4 5
N=19

. 5,2-15,5 1,8-16,0 2,0-11,5 2,0-16,0 2,0-7,0 1,2-17,0 1,7-9,0 1,4-5,0 1,2-8,0 0,5-6,5 1,6-13,0 0,5-3,5
C s'r::(rj];i?j;l.) 11,14+3,9 8,115,4 4,613,9 6,015,8 3,7£2,0 5,816,5 4,1+2,9 2,911,4 3,612,6 3,0+2,2 4,9+4,7 1,7¢1,1
(100%) (67,3%) (39,5%) (49,8%) (32,8%) (42,3%) (353%) (27,0%) (31,5%) (27,1%)  (41,8%) (16,4%)
. 2,0-28 1,0-22,0 1,0-160 0O,1-213,0 0,5-150 1,0-11,5 0,4-11,5 0,4-9,5 0,4-8,5 0,8-9,5 0,8-3,0 0,9-11,0
D Sr::gnlr:j;(D 13,1396 83184 60154 7,3%79 4550 4,3+40 43+44 37439 27428 27431  1,440,8  3,043,6
(100%) (62%)  (51,2%)  (41,5%) (31,8%) (353%) (33.2%)  (30%)  (25,7%) (29,5%)  (24,8%) (33,5%)
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Czas trwania niedokrwienia po zacisnieciu tetnicy szyjnej (min.)

Wartosé
referencyjna* 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10
N=19
Latencja (ms)
min.-max. 4.6-7.8 4.8-7.9 4.9-8.4 5.0-8.7 5.1-8.8 5.3-8.9 0-8.9 0-9.0 0-9.1 0-9.2 5.8-8.4
SredniazSD 6.21+0.85 6.3+0.8 6.41+0.9 6.510.9 6.610.9 6.710.9 6.311.9 6.01£2.5 6.1+2.3 6.1+2.7 6.910.8
min.-max. 4.8-6.8 4.8-6.9 0-7.0 0-7.1 0-7.3 0-7.5 0-7.8 0-8.0 0-8.2 0-8.3 0-8.4
$redniatSD 5.710.7 5.8+0.7 5.5%1.8 5.2+2.4 53#2.4 53#25 55#2.6 55#2.6 5.6#2.6 6.1+2.1 6.212.2
Czas niedokrwienia po zaci$nieciu tetnicy szyjnej (min.) Czas niedokrwienia po udroznieniu tetnicy szyjnej (min.)
Wartosc
_ 1 2 3 4 5 0 1 2 3 4 5
referencyjna*
min.-max. 4.1-5.1 4.8-5.4 4.9-55 5.0-5.9 5.1-6.0 5.4-6.3 5.4-6.3 5.3-6.2 5.2-6.2 5.1-6.1 4.8-5.8 4.6-5.2
SredniazSD 4.7+0.4 5.1+0.3 5.2+0.3 5.410.4 5.710.4 5.710.4 5.710.4 5.610.4 5.7+0.5 5.410.5 5.210.4 4.910.2
min.-max. 5.1-6.7 5.2-6.2 5.3-7.0 5.4-6.1 5.5-7.2 5.6-7.2 5.6-7.1 5.5-6.9 5.4-6.7 5.3-6.2 5.2-6.2 5.0-6.2
SredniazSD 5.610.7 5.710.4 5.910.6 6.1+0.6 6.310.6 6.4+0.6 6.310.5 6.210.5 6.1+0.5 5.910.4 5.910.4 5.610.5
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Czas trwania niedokrwienia po zaci$nieciu tetnicy szyjnej (min.)

Wartosc
. 2 3 4 5 6 7 8 9 10
referencyjna*
Temperatura (°C)
29.1- 28.9- 28.8-32- 28.7- 28.6- 28.5- 28.4-31- 28.2- 27.9-
min.-max. 29.2-33.9 27.8-31.5
A ) . 33.1 32.9 8 32.6 32.4 32.3 9 31.8 31.7
SredniatSD 31.4+1.4 29.8+1.3
31.241.2 31.1+1.2 30.9+1.2 30.7-1.2 30.6+1.1 30.4+1.2 30.2+#1.1 30.0+1.2 29.8+1.3
29.2-35- 29.3- 29.1- 28.9- 28.7- 28.6- 28.5- 28.3- 28.2-
min.-max. 29.5-36.2 27.8-34.2
B , . 7 354 35.2 35.1 349 34.8 34.7 34.6 34.4
$redniazSD 32.2+2.2 30.5+2.2
31.9+42.3 31.8+2.2 31.6+2.2 31.5+2.2 31.3+2.2 31.2+2.2 31.0+2.2 30.8+2.2 30.7£2.2
Czas niedokrwienia po zacis$nieciu tetnicy szyjnej (min.) Czas niedokrwienia po udroznieniu tetnicy szyjnej (min.)
Wartosc
. 2 3 4 5 0 1 2 3 4 5
referencyjna*
32.1- 31.9- 31.6- 31.3- 31.4- 31.4- 31.5- 31.6- 31.8- 31.9-
min.-max. 32.3-37.5 31.9-37.3
C , . 37.3 37.2 37.2 37.1 37.0 37.0 37.1 37.2 37.2 37.4
SredniatSD 35.312.2 35.0£2.3
35.1+2.2 34.9+2.2 34.842.3 34.7+2.4 24.6+2.3 34.612.3 34.7+2.3 34.8+2.3 34.91£2.3 35.1+2.3
35.3- 34.8- 34.1- 34.0- 34.1- 34.2- 34.3- 34.4- 34.5- 34.7-
min.-max. 35-4-37.4 34.6-37.0
D , . 37.3 36.9 36.8 36.5 36.4 36.5 36.7 36.8 36.9 37.1
SredniatxSD 36.1+0.7 35.6+0.9
36.0+0.7 35.7+0.7 35.4+1.0 35.1+1.0 35.1+0.9 35.1+0.9 35.2+#0.9 35.3+0.9 35.5%0.9 35.7+0.9

Objasnienia: A-D-grupy zwiergt doswiadczalnych z nagpujacymi wariantami procedur eksperymentalnych; 1-1@jk@ minuty obserwacji,
0- moment udrgnienia ttnicy szyjnej u zwierat grup C i D; *parametry uzyskane przed zabiegieedokrwienia (kontrola)
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OKLUZJA TETNIC SZYJNYCH

/ \ OKLUZJA TETNICY SZYJNEJ PRAWEJ B OBUSTRONNIE | PONOWNE
UDROZNIENIE

w0 FF/LW = o
CZAS OD OKLUZJI TETNICY CZAS OD OKLUZJI TETNIC
/ ,4{, 2 2 min
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Rycina 9. Przykfady rejestracji ruchowych potenmjat wywotanych rejestrowanych u
jednego ze zwiert w nastpstwie okluzji ttnicy szyjnej prawej (A—grupa A) z czasem
obserwacji zmian do 10 minut oraz u jednego ze zatiez obustrona okluzja tetnic i
ponownym udrenieniu (B-grupa D). Zwraca uwagspadek parametru amplitudy oraz jej
wyrownanie w przyktadzie A przy odmiennej sekwenejiian (wyhcznie spadek amplitudy)
pokazanych w przyktadzie B.



Przemawia to za wyfaym wptywem obustronnej niedmoosci tetnic szyjnych na

stan czynngciowy przewodnictwa eferentnego badanej drogi karodzeniowej, ktory

jednak nie wywotuje catkowitego zaniku aktywswd az do 10 minuty po incydencie

udarowym.
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Rycina 10. Procentowe qgie wartédci mediany amplitudy MEP w grupach A i B w
poszczegolnych minutach niedokrwienia po okluzinic szyjnych kolejno jedno- i

obustronnie.

Jak wynika z danych w tabeli | oraz wykresu na myil0O, przebieg zmiensc

parametru amplitudy MEP w ¢giu procentowym u zwiest z grup A jak i B byt podobny.

Odnotowatam jego spadek do okoto 60% wanitavyjsciowej w 2 minucie obserwacji oraz

jego niezmienn& az do zakaczenia déwiadczenia. Ten parametru ulegat niecgkszym

fluktuacjom u zwierzat z grupy B w poroéwnaniu do badanych z grupy A, atgany te byty

nieistotne statystyczni@@drozdziat 4.3

Analizujac dane z tabeli | oraz wykres na rycinie 11 mogktmierdzt, ze okluzja

tetnic szyjnych jedno- i obustronnie z ich ponownyuiraznieniem, wywotywata wiksze

zmiany w przewodnictwie drogi korowo-rdzeniowej wgdiej minucie obserwacji, areli u

zwierzat grup A i B (patrz rycina 10). Parametr amplitudyszczuréw z grup C i D w

rejestracjach MEP ulegat olieniu do okoto 40% warfoi wyjsciowej. Co wecej, nie

obserwowatam zjawiska kompensacji tego parametrb poinucie déwiadczenia, jak w

przypadku zwierat grup A i B.
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Rycina 11. Procentowe g¢gie wartéci mediany amplitudy MEP w grupach C i D w
poszczegolnych minutach niedokrwienia po okluzjinic szyjnych kolejno jedno- i
obustronnie i ich ponownym udnaieniu.
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Rycina 12. Wartéci mediany latencji MEP w grupach A i B w poszcZegéh minutach
niedokrwienia po okluzjigtnic szyjnych kolejno jedno- i obustronnie.

Jak wynika z danych w tabeli | oraz wykreséw nangch 12 i 13, warta parametru
latencji potencjatow MEP rejestrowana u zwigigrup A-D na kolejnych etapach obserwacji
jest podobna i zawiera¢gsw zakresie od 4.8 do 6.3ms. Dane przedstawiomp®avozdziale
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4.4 wskazug, ze r@znice tego parametru rejestrowane przed wywotaniedokrwienia oraz
na kolejnych etapach obserwacji, w tym po ponownydnaznieniu gtnic, s nieistotne

statystycznie.
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Rycina 13. Wartéci mediany latencji MEP w grupach C i D w poszcZegéh minutach
niedokrwienia po okluzji gtnic szyjnych kolejno jedno- i obustronnie i ich n@avnym
udraznieniu.

Ogodlnie morfologia rejestrowanych przeze mnie pgow MEP przed wykonaniem
procedur niedokrwienia, jest zgodna z obrazem skigdh N1 i N2 potencjatow
opisywanych przez Shao (107) przy rejestracjachrawdpdzanych z nerwu. Wago
amplitud zawieraty siw zakresach od 0,5 do 28mV, a latencji od 4.1 .8mg (tabela I). Na
podstawie uzyskanych wynikow megtwierdzé, ze parametr amplitudy MEP jest czulszym
w monitorowaniu przewodnictwa drogi korowo-rdzengwod parametru latencji i

zmienndci temperatury w obserwacji przebiegu skutkéw nieddenia.

4.3 Wyniki badan histologicznych w poszczegoinych grupach zwiegz

Na rycinie 14 pokazatam wyniki bagldistologicznych z zaznaczeniem lokalizaciji
miejsc, w ktérych obrazie mikroskopowym stwierdzootecndé lezji bedacych skutkami
wywotania niedokrwienia. Z kolei w tabeli 1l dokdaan zestawienia miejsc wygtowania
lezji na poszczegolnych poziomach tkanki moézgowgjoszczegolnych grupach badawczych

zwierzat.
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GRUPA A GRUPAB  GRUPAC  GRUPAD

la

Rycina 14. Wyniki bada histologicznych z zaznaczeniem lokalizacji miejse, ktérych w obrazie
mikroskopowym stwierdzono obeciidezji bedacych skutkami wywotania niedokrwienia. Przyktadoawrazy
mikroskopowe z zaznaczonymi strzatkami miejscamgji le czterech grupach badanych zwigrZA-D) u
ktérych wykonywano rény wariant niedokrwienia, pokazano weézi a ryciny. W przykladach ponej
pokazano lokalizagjlezji o r&enym stopniu nasilenia, kt§ma schematach przekrojow poprzecznych mézgowia
zaznaczono kotkami o zaej srednicy. Wb pokazano przekroje na poziomach -2 mm od punktgrog, wc -

3,2 mm, wd -4,1 mm, we-5,1 mm.
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Tabela 1l. Zestawienie miejsc wygpbwania lezji na poszczegolnych poziomach tkanki
mdbzgowej w poszczegolnych grupach badawczych zwti€dzbrak zmiany, 1-wygpowanie
zmiany), na podstawie analizy w obrazie jasnegoa pskrawkow histologicznych
wybarwionych H+E.

Strona L P L P L P L P L P L
badanego przekroju
Ty 1 1 2 2 31 31 41 41 51 51 6,1 6,1
Grupa zabiegu/poziom
lezji mm mm mm mm mm mm mm mm mm mm mm mm
Zacinigta 1

A tetnica szyjna 1 1 1 1 1 1 1 0 0 0 0 0
(zawsze prawa)

Zacinigte 2
tetnice szyjne

Zaciniecta 1
tetnica szyjna i
C ponownie 0 0 0 1 1 1 1 1 1 1 1 0
udrazniona
(zawsze prawa)
Zacinigte 2
tetnice szyjne i
ponownie
udraznione

Z tabeli Il oraz oznaczena rycinie 14 wynikaze najwiksz ilos¢ lezji bedacych
skutkiem niedokrwienia na wszystkich badanych pozioch mdzgowia od punktu bregma
zaobserwowatam u zwieqizz grup B i D, u ktorych dokonatam obustronnejuziil tetnic,
rowniez z wariantem przywrécenia ich cimosci. U zwierat z modelem niedokrwienia w
postaci zamkricia prawej ¢tnicy szyjnej wspoélnej (A i C), artefakty byty mpiéczne.
Biorac pod uwag przyjety schemat lokalizacji obszarow z ngstwami wywotania
niedokrwienia pokazany na rycinie 6 oraz dane zeavar tabeli 11 odnénie poziomu
wystepowania lezji na poszczegolnych poziomach tkankezgo#ve] mog stwierdze, iz u
zwierzat grup B i D byly one najezciej obecne jednostronnie w obszarze unerwienia
czuciowego i ruchowego kozyny gtéwnie przedniej angli tylnej kory mozgu, obszarze
skorupy i jadra ogoniastego obustronnie, obszagetki dpladej obustronnie oraz obszarze
przylegtym do sklepienia komory trzeciej obustrannNaley nadmient, ze tego rodzaju
zmiany obrazuj skutki niedokrwienia krétkotrwatego, w krotkim asie obserwaciji. Tym
niemniej g one strukturalnie wcistej relacji do zmian czyngoiowych w przewodnictwie
drogi korowo-rdzeniowej, gdzie zmiany parametru kg MEP byty rOwnie najczsciej

odnotowane i najwyraniej zaznaczone u badanych zwigrgrup B i D.
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Podobnie jak w pracy Mathew i wspétpracownikow (7@ykorzystugc barwienie
skrawkow mézgowia metadH+E okrélitam nastpstwa udaru w tkance mézgowej jako
wyrazne ubytki struktury lub puste obszary z wybarwionjkrawedziami, kedace gtownie
skutkiem pknigcia naczyi. Nie zaobserwowatam oznak krwawienia w obszaradji. |
Znacace zmiany nekrotyczne w neuronach zm@ obserwowa dopiero po 24 godzinach
przezycia zwierat po wywotaniu udaru (76), co nie miato miejsca mqustawionej pracy.

4.4 Zaleznosci pomiedzy badanymi parametrami ruchowych potencjatow
wywotanych i temperatury w poszczegdélnych grupachwierzat

W tabeli lll zaprezentowano wyniki poréwnania paearaw amplitud i latencji MEP
rejestrowanych w dwdéch najliczniejszych grupacherwit A i B przed i po wykonaniu
okluzji jedno- lub obustronnegthic szyjnych. Stwierdzono istotne statystycznienice w
zmienndci parametru bardziej amplitudy aali latencji (incydentalnie) na kolejnych etapach
obserwacji. Dane te potwierdzappisy przebiegu zmienio tych parametréw pokazane na

rycinach 101 12 i oméwione wodrozdziale 4.2

Tabela Ill. Porébwnanie parametrow amplitud i lajenejestracji MEP przed zagiigciem
tetnic szyjnych z warteciami tych samych parametrow na kolejnych etapdisevacji po
dokonaniu wyicznie okluzji jednostronnie (grupa A zwiety lub obustronnie (grupa B
zwierzt). Przedstawiono poziomy istot§u statystycznej w teie Wilcoxona.

Poréwnanie warkei Grupa A Grupa B
paﬁ;&ga{p;egk?ukzlsz amplituda latencja amplituda latencja
1 minuta <0,001* <0,001* 0,209 0,008*
2 minuta 0,064 <0,001* 0,013* 0,050*
3 minuta <0,001* <0,001* 0,003* 0,209
4 minuta 0,001* <0,001* 0,003* 0,209
5 minuta 0,008* <0,001* 0,006* 0,209
6 minuta 0,021* 0,007* 0,050* 0,209
7 minuta 0,013* 0,056 0,006* 0,209
8 minuta 0,015* 0,056 0,007* 0,209
9 minuta 0,038* 0,078 0,013* 0,050*
10 minuta 0,036* 0,005* 0,023* 0,050*
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Dane zaprezentowane w tabeli IV wskazn@ brak istotnych statystycznieznic w
zmienndci parametrow amplitudy i latencji w rejestracjddEP oraz temperatury poguzy

grupami zwierzt, u ktérych wykonano jednostronne i obustronnesnagie ktnic.

Tabela IV. Poréwnanie parametrow rejestracji MERzotemperatury w najliczniejszych
grupach A i B badanych zwieitztestem Manna-Whitneya na kolejnych etapach olesgrw

p — poziom istotngci roznicy

Czas obserwacijis. parametr

amplituda latencja temperatura

Przed niedokrwieniem 1,000 0,161 0,594
1 minuta po niedokrwieniu 0,744 0,116 0,522
2 minuta po niedokrwieniu 0,539 0,068 0,522
3 minuta po niedokrwieniu 0,618 0,099 0,522
4 minuta po niedokrwieniu 0,399 0,099 0,500
5 minuta po niedokrwieniu 0,561 0,109 0,500
6 minuta po niedokrwieniu 0,728 0,263 0,500
7 minuta po niedokrwieniu 0,247 0,443 0,500
8 minuta po niedokrwieniu 1,000 0,417 0,512
9 minuta po niedokrwieniu 0,293 0,696 0,563
10 minuta po niedokrwieniu 0,967 0,429 0,767

Tabela V przedstawia wyniki korelacji parametru &itady i latencji z rejestracji
MEP wykonanych w grupach A i B na kolejnych etapatiserwacji. Wyniki badatestu
rang Spearmana wskazupge wystpity istotne statystycznie #hice pomédzy badanymi
parametrami na kmowym etapie obserwacji w grupie zwigrA (kiedy wykonano okluzj
tetnicy prawej) oraz w 2 minucie obserwacji (kiedystaly zadinicte fktnice szyjne
obustronnie) w grupie zwiedsz B. W tych przypadkach wskaik rs wskazuje, # s to
korelacje dodatnie, to znaczy spadkowi parametrypliudy towarzyszy nieznaczne
wydtuzenie latencji. $ to jednak przypadki incydentalne, ktére nie wskana uogdélnienie

wystepowania takiego zjawiska w modelach niedokrwienia.

45



Tabela V. Zestawienie wspoétczynnikdw korelacji rafgearmana dy i ich poziomy
istotnasci (p) pomedzy amplitud a latency w rejestracjach MEP przeprowadzonych w
grupach zwierat A i B (najliczniejszych).

Czas trwania Grupa A zwierat Grupa B zwierat
niedokrwienia w
minutach I's p I's p
1 0,339 0,156 0,484 0,094
2 0,194 0,427 0,618* 0,024*
3 0,413 0,079 0,488 0,090
4 -0,037 0,881 0,312 0,299
5 -0,149 0,569 0,380 0,200
6 0,181 0,519 0,119 0,712
7 0,183 0,532 -0,004 0,991
8 0,231 0,427 0,055 0,873
9 0,629* 0,038* 0,060 0,861
10 -0,393 0,383 0,259 0,443

W tabeli VI zaprezentowatam wyniki testu KruskalaMsa poréwna wielokrotnych
dla parametrow rejestracji MEP i temperatury pg@iny poszczegolnymi grupami badanych
zwierzat na kolejnych etapach obserwacji. W badaniachwiarz¢tach na¢zacych do grup z
réznymi wariantami okluzji¢tnic szyjnych jedno- lub obustronnie, nie stwielazi zadnych
istotnie statystycznych #éic w zmiennéci parametru amplitudy, a zmiana parametru
latencji miata charakter incydentalny. b&o to przemawia za r@nego rodzaju efektem
zastosowanych wariantdw wywotania niedokrwienia wozgowiu na przewodnictwo
eferentne drogi korowo-rdzeniowej. Napksza zmiennd¢ parametru temperatury
stwierdzitam w trakcie pomiaréw przeprowadzonychwierzat w grupach B i D, to znaczy w
przypadkach, kiedy wykonywatam warianty samej otmmstej okluzji ttnic oraz okluzji z
ponownym udrenieniem. Wskazuje to na napiiszy wplyw totalnego niedokrwienia

mozgowia po okluzjigtnic obustronnie na spadek temperatury ciata zwlierz
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Tabela VI. Wyniki testu Kruskala-Wallisa porownawielokrotnych dla parametrow
rejestracji MEP i temperatury pogdizy poszczegOlnymi grupami badanych zwierma
kolejnych etapach obserwacji. Gwiazdki oznagzagnice istotne statystycznie na poziomie
p<0.005. Test Kruskala- Wallisa jest nieparametryczrodpowiednikiem analizy ANOVA i
weryfikuje  r@nicowanie pomgdzy grupami, a porownania wielokrotne a s
nieparametrycznymi odpowiednikami testow post-hoc.

Analizowane parametry Poréwnania wielokrotne

w kolejnych minutach p testu
doswiadczenia Kruskala-Wilisa A—-B C—D A~ C B«D

Amplituda

Po 1 min. 0,829 ni. ni. ni. ni.
Po 2 min. 0,183 ni. ni. ni. ni.
Po 3 min. 0,545 ni. ni. ni. ni.
Po 4 min. 0,013* ni. ni. ni. ni.
Po 5 min. 0,120 ni. ni. ni. ni.
Po 6 min./ po 1 min. 0,026* ni. ni. ni. ni.
Po 7 min./ po 2 min. 0,018* ni. ni. ni. ni.
Po 8 min./ po 3 min. 0,041* ni. ni. ni. ni.
Po 9 min./ po 4 min. 0,084 ni. ni. ni. ni.
Po 10 min./ po 5 min. 0,057 ni. ni. ni. ni.

Latencja (ms)

Po 1 min. 0,022* ni. ni. 0,022* ni.
Po 2 min. 0,030* ni. ni. 0,035* ni.
Po 3 min. 0,064 ni. ni. ni. ni.
Po 4 min. 0,113 ni. ni. ni. ni.
Po 5 min. 0,135 ni. ni. ni. ni.
Po 6 min./ po 1 min. 0,187 ni. ni. ni. ni.
Po 7 min./ po 2 min. 0,347 ni. ni. ni. ni.
Po 8 min./ po 3 min. 0,125 ni. ni. ni. ni.
Po 9 min./ po 4 min. 0,051 ni. ni. ni. ni.
Po 10 min./ po 5 min. 0,004* ni. ni. 0,007* ni.
Temperatura {C)

Po 1 min. 0,001* ni. ni. ni. 0,017*
Po 2 min. 0,001* ni. ni. ni. 0,018~
Po 3 min. 0,001* ni. ni. ni. 0,017~
Po 4 min. 0,001* ni. ni. ni. 0,021*
Po 5 min. 0,001* ni. ni. ni. 0,018*
Po 6 min./ po 1 min. 0,001* ni. ni. 0,041* 0,017*
Po 7 min./ po 2 min. 0,001* ni. ni. 0,041* 0,016*
Po 8 min./ po 3 min. 0,001* ni. ni. 0,039* 0,011*
Po 9 min./ po 4 min. <0,001* ni. ni. 0,038* 0,608
Po 10 min./ po 5 min. 0,001* ni. ni. ni. 0,006*

Legenda: W grupach zwieytzC i D wyniki w kolejnych etapach obserwacji ponpavnym
udraznieniu ttnic szyjnych byty poréwnywane z wynikami ich okjua grupach zwierat A
I B w minutach od 6 do 10.
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5. Dyskusja

W moich wsgpnych badaniach nad wptywem stymulacji magnetycoaegtruktug
mdbzgowia u szczura i ewentualne zmiany w jego ukmu, nie stwierdzitam w obrazie
skrawkow histologicznychzadnych odchyle od stanu prawidtowegop¢drozdziat 3.1
Podobnie Conter (25), za pomoicdzy innymi barwienia H+E zbadat struktury korowe i
podkorowe w nagpstwie przezczaszkowej stymulacji 1000 impulséwapolgnetycznego z
maksymalyn sita stymulacji 2T przez 12 miegiy u szczuréw. W badaniach histologicznych
nie wykryt zadnych zmian w organizacji komérek ani innydadow uszkodzenia. Doszedt
do wniosku,ze stymulacja magnetyczna o niskiegsotliwosci nie wptywa wzaden sposob
na struktu¢ mozgu. Stad wtpliwym jest, aby zmiany ktore zaobserwowatam w guxiu
szczurow poddanych niedokrwieniu, byly wynikiem gwezszkowej stymulacji polem
magnetyczny.

Wiekszas¢ autoréw innych doniestebadajcych skutki udaru u zwiesiz, w badaniach
histopatologicznych wykorzystywato barwienie H+E welu pokazania obszarow
niedokrwiennych, nie wnikag w szczegotow analiz zmian na poziomie pojedynczych
komorek (76). Najogciej opisywali oni zmiany, jako przebarwienia stiwdy lub lezje
bedace skutkiem gkania matych naczy podobnie jak w przypadku obserwacji opisywanych
w mojej pracy (116). Barwienie H+E jest wezipopularne w weryfikacji zmian struktur
mozgowia w warunkach eksperymentalnycting@h modeli udaru niedokrwiennego, jako

metoda niedroga i rzetelna (109).

Nagasawa i Kogure (79) oszacowywalisdmwo artefakty zgodnie z ifgia komor,
przebarwié i ubytkoéw tkanki moézgowej po barwieniu metod+E, najczsciej w obszarach
kory nowej przedniej po zawiigciu tetnic szyjnych. Ta lokalizacj&cisle pokrywa st z
moimi obserwacjami po weryfikacji histologicznej mgdw u zwierat grup B i D
(podrozdziat 4.8 Wojak i wspotpracownicy (128) wywotali udar dikrwienny u szczura
po okluzji ®tnicy podstawnej mobzgu i obserwowali zmiany w pregech
histopatologicznych barwionych metpH+E w obkbie komorek pnia mozgu. Ta lokalizacja
potwierdza rownig potwierdza moje obserwacje odn@ niewielkich zmian na poziomach

mozgowia od -3mm do -4mm w stosunku do punktu beegm

Nasuwa si rowniez pytanie, w jaki sposob poziom znieczulenia moghwipé na
parametry rejestrowanych przeze mnie potencjatéviPVEEosowatam znieczulenie ketamin

ktéra wywotuje sredni stopié znieczulenia, jak réwnie stosowany przeze mnie rodzaj
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odprowadzenia potencjatow z nerwu a niedmia kaiczyny tylnej, pomija problem zmian w
przewodnictwie na poziomie synapsy nerwow@dmiowej. Zandieh i wspotpracownicy
(132) wykazalize morfologia MEP nie podlega Zgm zmianom, gdy stosowana jest narkoza
o srednim lub stabym poziomie znieczulenia, na przgkk@tamin lub ksylazym. Sredni
stopier znieczulenia okrdatam poprzez reakgjzrenic i w miae konieczngdci uzupetniatam
dawke srodka znieczulacego podczas przeprowadzania zabiegbw. Badania esibbnra i
wspOotpracownikow wykazaty (104}e u spontanicznie oddychaych zwierat po podaniu
dozylnym ketaminy w iléci 5mg/kg®, cisnienie srodczaszkowe wzrosto o okoto 6mmHg a
wigCc naley przyja¢, ze mimo dobrego efektu znieczulenia nie wptywa onaczaco na
morfologk MEP. Ketamina natomiast nie jest dobryradkiem do znieczulenia w badaniach
eksperymentalnych, kiedy monitoruje; stisnienie krwi. Naley takze spodziewa sig, ze
podawanie dootrzewnowo ketaminy wywiera podobny ywpina parametry MEP, co
aplikacjazylna opisywana przez nadmienionych autoréw.

Opisywany w mojej pracy model niedokrwienia opisiao technik okluzji tetnicy
szyjnej wspolnej jedno- lub obustronnie, co jesygoralnym podejciem, rzadko dad
opisywanym przez innych autorow. Garcia (42) zayae podwazanie &tnic szyjnych nie
wywotuje znaczcych zmian w kazeniu mdézgowym u wkszaci zwierat
eksperymentalnych jak i u ludzi, ktéry to pagjlpodziela Kety (64). Jednak p&niejsze
badania wykazatyze to podejcie w modelu udaru niedokrwiennego jest rownietistdak i
wywotanie go po przez okluzjethicy srodkowej mézgu z uwagi na ¢ztas¢ powodu udaru z
taka lokalizacp, znacaca w populacji chorych po udarach, agwiwart, blizszego zbadania.
Mozna zatay¢, ze wykorzystany obecnie przeze mnie model udaruoki®dennego, w
literaturze okréany jest jako ,niecatkowite niedokrwienie mézgusl). U zwierat tatwo
jest wywot& globalny udar po bezpredniej okluzji ttnicy srodkowej mdzgu. Wielu
badaczy zastanawiac¢sjednak (129), czy sam zabieg zangam tej ttnicy z dofcia
szyjnego nie jest bardziej urazowy zli same skutki udaru. Dotychczasowe prace
wykorzystup najczsciej model udaru oparty o okluzjtetnicy srodkowej mdzgu w celu
wywotania zjawiska catkowitego niedokrwienia (79padano wowczas zwiki pomkdzy
przeptywem krwi w moézgu a totalnymi zmianami histqgogicznymi w tkance mozgowej.
Zabieg dadjcia do ttnic podstawnych mézgowia dokonuje sdwniez z dofcia brzusznego
(60) i wéwczas jatrogenny wptyw éych zmian naczyniowych jest nieadgnym atrybutem

tej metody wywotania udaru niedokrwiennego.
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Udar, jak wykazano badaniach Braeuninger i wspéfpraikow (15) ma odmienny
wytacznie szczury ptci gskiej. Dzkki jednolitej grupie przebieg procesu niedokrwiehia
podobny u wszystkich badanych zwigitzco zaprezentowatam w wynikach opisywanych w
podrozdziale 4.4

Wyniki bada temperatury uzyskane w mojej praéwiadcz mimo wszytko o maiej
przydatndci tego parametru w monitorowaniu skutkow udapodrozdziat 4.1 Sa one
zblizone do obserwacji Busto i wspoétpracownikow (19)r&tdvykazaty,ze temperatura u
szczuréw po wywotaniu udaru zwykle wynosi°@3 poniewa zapobiega to znacznym
zmianom w tkance nerwowej i taki mechanizmzmaie charakter neuroprotekcyjny.

W swietle przedstawionych povigj danych literaturowych nie do koa zgodnych z
moimi obserwacjami magstwierdze, ze weryfikacja wynikow badaMEP na opisywanym
modelu udaru mae dostarcz§ interesuycych danych odrimie krytycznego czasu
niedraznaosci tetnic szyjnych, wplywajcego znacao na czynn& neuronow kory ruchowej i
przewodnictwa eferentnego szlakoéw korowo-rdzenidwy@ przeprowadzanych bada
wynika, ze czasowe zamkggie ktnicy szyjnej jednostronnie nawet przez okres 10uinnie
prowadzi do nieodwracalnych zmian w czyécioneuronu ruchowego na poziomie kory
mozgu, gdzie po okresie spadku amplitudy potencjaejastrowanego z nerwu kczyny
dolnej (po okoto 2 minutach) obserwuje: $&j wzrost do wartéci porownywalnej przed
wystapieniem incydentu niedokrwiennego. Obustronna qgaltignic na poziomie szyjnym z
ponownym ich udrgznieniem nie dhasza nk 5 minut, rOwnie¢ nie prowadzi do
nieodwracalnych zmian w czynim neuronéw kory ruchowej. Biac pod uwag réznego
typu wywotanie udaru niedokrwiennego, Zagicie ktnicy szyjnej zewgtrznej powinno
wywota¢ skutek bardziej ogniskowego niedokrwieniazehi uogélnionego, przewajaco
zgodnostronnie do wywotania zjawiska. Pasze dane rownie udowadniaj, ze okres
niedokrwienia okoto 4 minut wymieniany przez wietwtorow (6) nie jest catkowicie
tragicznych w skutkach dla pobudlige neuronéw kory ruchowej. Zmiana w unaczynieniu
mozgowia zostaje prawdopodobnie skompensowana pneehanizm wyréwnania giienia
tetniczego poprzez anastomozy. Seitz i wspoétpracopyvmigkazali (106),ze kompensacja
skutkdw niedokrwienia lub ogo6lne zmiany w przeplgwictniczym krwi w mozgu
realizowane s wiasnie przez anastomozy i mikroanastomozy wysfhce pomedzy
arteriami, ktore rozszerzgj sk niwelujac w ten sposob zaburzenia przeptywu krwi. Zjawisko
to wydaje st by¢ jednym z mechanizmow zabezpieazgch, umdaliwiajacych reorganizagj

w obiegu moézgowym u cztowieka w ngsstwie niedokrwienia mézgu, wywotanego znaian
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cisnienia ttniczego. Potwierdzeniem tego zjawiska jest catkmvodmienny przebieg udaru
towarzysacego okluzji ¢tnic szyjnych obustronnie, w ktdrym zaobserwowalgmwattowny
spadek amplitudy MEP, bez miovosci wtérnej kompensacji ukrwienia po obustronnym
udraznieniu ttnic szyjnych w okresie 5 minut. Amplitudy rejesttrane w tych przypadkach,
byly zawsze znaezo obnione przez caly czas trwania zastosowanego modelu
niedokrwienia i ich wartéci stanowity okoto 40% wartei wyjsciowej. W swietle wynikow
obecnej pracy, opisy Sugawara i wspotpracownikévb)wydaj sie by¢ prawdziwe, biagc

pod uwag aktywna¢ neurondéw po ponownym ukrwieniu.

Odrbne zagadnienia do dyskusji stangwiparametry potencjatow MEP
rejestrowanych przeze mnie przed wywotaniem niedmkiia. Zileli i Schramm (136),
badajc reakcje przewodnictwa eferentnego na uszkodzes@enia u szczuréw podali
wartasci referencyjne rejestrowane z ¢ggnia prostego uda i pokazatie najkrotsza latencja
wynosita 6.9ms, podczas gdy w moich badani&gdnia latencja rejestrowana z nerwu
kulszowego wynosita nieco ponad 5.0ms. Malednak pamitac, ze r&nica ta w rejestracji
MEP po stymulacji nadczaszkowej wymaga doliczervaatkowego czasu przewodzenia
rzedu 0.6-1.2ms, wynikagego z dodatkowego prZeja impulsu na synapsie nerwowo —
migsniowej. Poza tym, odpowiedz MEP rejestrowana zsma mae by wyraznie
obarczona artefaktem ruchowym powstsim przy skurczu po pobudzeniu jego jednostek
ruchowych, ktérego wielkd wptywa na warté¢ latencji lub amplitudy.

Rejestrowany przeze mnie potencjat gtbwny MEP mpaidobnie jak w badaniach
Linden i wspotpracownikow (70), pododpramplitud; rzedu od 0.5 do 28mV. Waréé
progowa amplitudy potencjatlu byla obserwowana przy 15% wyrzutu stymulatora,
natomiast jego maksymalna wastozostata osgnigta przy 60%. Badania Konard i
wspotpracownikow (66) wykazayjze, morfologia MEP ulega zmianie bardziej w gpstwie
zmian patologicznych na poziomie synaptycznymzelniwzdiuz aksondw. Sid nalery
przyja¢, ze spodziewane zmiany po jednostronnym &aetiu tetnicy szyjnej, pokaa
bardziej zmiany na poziomigmdkow nadrdzeniowych moézgu, aeii na poziomie samego
rdzenia. Amplitudy MEP rejestrowane w mojej praey réznity sie¢ znacaco wartgciami w
poréwnaniu z amplitudami odpowiedzi uzyskanymi vaqy Zhang i wspotpracownikow
(135) oraz Fishback i wspotpracownikow (40), ktaegnosity 11.47mV+ 5.25mV. W
odr&nieniu od innych badaczy Kakinohana i wspoétpraceywn{61) & przekonani,ze

potencjat MEP jest wyrazem sumy przewodnictwa irapwl przewodzonych przez szlak
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korowo-rdzeniowy w olgbie zaketu przysrodkowego, neurony ruchowe rdzenia oraz
struktur zhcza nerwowo- neniowego.

Dotychczas skutki niedokrwienia wynilkgg z niedrancsci tetnic rdzeniowych w
réznych modelach na zwiegtach opisywano w odniesieniu do czyAdcicosrodkow rdzenia z
wykorzystaniem metody SEP (107). Natomiast zavak, ze metoda MEP jest bardziej
przydatna w monitorowaniu przewodnictwa eferentneglakéw korowo-rdzeniowych nie
tylko w obrbie samej kory mozgu, ale rownigv osrodkach podkorowych zwlaszcza, gdy
niedokrwienie jest tam gtdwnie zlokalizowane (12Bkjestracje MEP przeprowadzone w
badaniach klinicznych u chorych z udarem krwotocanywézgu z nysnia odwodziciela
krétkiego kciuka po obustronnej stymulaciji kory mowej wyodebnity cztery ich grupy:
chorych z brakiem rejestracji MEP, chorych gdzi¢epojat byto mana wywot& tylko po
stronie zdrowej ale wykazywaly one cechy patologhorych z rejestragjpotencjatow
prawidtowych lub nieznacznie olinych zarowno po stronie zdrowej i niedokrwienngjzo
chorych z odwréconym wzorem rejestracji (36). Zapa metody MEP nie sprecyzowano
natomiast do kaca zjawisk majcych miejsce w olbie neuronéw kory ruchowej w
nastpstwie czasowego, jedno- lub obustronnego zahamawameptywu krwi w obgbie

tetnic szyjnych, epizodéw esto opisywanych w praktyce klinicznej (90).
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6. Whnioski

1. W niniejszej pracy z wykorzystaniem metod repegt ruchowych potencjatow
wywotanych MEP wykazatamze niedrancs¢ tetnic szyjnych wywotuje znaaee, ale i
odwracalne zmiany w kzeniu moézgowym w warunkach eksperymentalnych u saczu
ktorych nastpstwem jest obtenie, ale nie zniesienie przewodnictwa eferentnegirodze

korowo-rdzeniowe;.

2. Niedra@nos¢ tetnicy szyjnej wspolnej jedno- lub obustronnie wyujetspadek temperatury
ciata o okoto 2°C, natomiast ich ponowne ughienie po 5 minutach obserwacji wywotuje

kompensacje, tego parametru do waniteprzed momentu wywotania niedokrwienia.

3. Wyniki pomiaru amplitudy w rejestracjach potedéyv MEP u zwierat, u ktorych
wywotano permanentne niedokrwienie mdzgowia popdazje ttnic szyjnych jedno- lub
obustronnie, wskazayjna obecn& szybkich zmian (po 2 minutach niedokrwienia) w
przewodnictwie drogi korowo-rdzeniowej. Zmiany t@zymuja Si¢ ha tym samym poziomie

az do 10 minuty prowadzonej obserwacji.

4. Wyniki pomiaru amplitudy w rejestracjach poteidéyy MEP u zwierat, u ktorych
wywotano czasowe niedokrwienie mézgowia poprzeauzjkl ttnic szyjnych jedno- lub
obustronnie z ponownym udnoieniem ich przeptywu, wskazupa podobny przebieg zmian

jak wymienione powsej, ale bardziej nasilonych.

5. Otrzymane wyniki wskazgj ze parametr amplitudy MEP jest czulszym w monitonoiwa
przewodnictwa drogi korowo-rdzeniowej od parameatienciji i zmiennéci temperatury w

obserwacji przebiegu skutkow niedokrwienia w wagtkeksperymentalnych.

6. W obrazie histologicznym u zwietz u ktérych dokonatam obustronnej okluzjirtic
(réwniez z wariantem przywrocenia ich dirmosci), zmiany kdace skutkiem niedokrwienia
byly najczsciej obecne jednostronnie w obszarze unerwienieciomego i ruchowego
konczyny gtownie przedniej aili tylnej kory mézgu, obszarze skorupy i jadra migstego
obustronnie, obszarze gatki bladej obustronnie avbgzarze przylegtym do sklepienia

komory trzeciej obustronnie.
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8. Streszczenia wezyku polskim i angielskim

Model doswiadczalny udaru niedokrwiennego w badaniach neurogjologicznych
przewodnictwa eferentnego metogl ruchowych potencjatéw wywotanych indukowanych
polem magnetycznym

Wprowadzenie. Niedraznosé tetnicy szyjnej wspolnej jest przyczymdaru niedokrwiennego
u 20% chorych. Istnieje mata §© doniesi@ wyjasniajacych jej skutki zwlaszcza w
odniesieniu do badaneurofizjologicznych weryfikucych przewodnictwo eferentne drogi
korowo-rdzeniowej w warunkach eksperymentalnych.

Cele pracy. W pracy podjetam nagiujace cele:1. Zbadanie stanu czyrnieowego
przewodnictwa eferentnego od poziomu kory ruchaeeprodkéw kdzwiowo-krzyzowego
rdzenia kegowego u zwiert po wywotanym udarze niedokrwiennym w celu Glkeaia
zmian wczesnych, ktére ma@y¢ odwracalnymi. 2. Oki&enie zmiennéci temperatury ciata
zwierzcia w przebiegu obserwacji skutkow udaru niedokmwego wywotanego okluzj
tetnicy szyjnej wspodlnej jedno- lub obustronnie z \atem ponownego udinienia
przeptywu krwi. 3. Weryfikag histologiczm zmian w strukturze mézgowia w ngsstwie
wywotanego niedokrwienia po jedno- lub obustroridyzji tetnic szyjnych wspélnych z lub
bez wtérnego udimienia.

Material i metody. Badania przeprowadzitam u 42 samcOw szczurdw réfgtar
podzielonych na 4 grupy eksperymentalne: A. u 1imzat wywotatam udar niedokrwienny
poprzez zadniecie prawejdtnicy szyjnej, B. u 13 zwiest wywotatam udar niedokrwienny
poprzez zadhigcie ftnicy szyjnej obustronnie. C. u 4 zwietz wywotatam udar
niedokrwienny poprzez zdciecie prawejdtnicy szyjnej i ponowne jej udgoienie. D. u 6
zwierzt wywotatam udar niedokrwienny poprzez zaatcie ktnicy szyjnej obustronnie i
ponowne ich udrmnienie. Stan przewodnictwa eferentnego drogi korowdaeniowej
weryfikowatam metog ruchowych potencjatbw wywotanych (MEP) w ngosttwie
stymulacji nadczaszkowej kory ruchowej i rejesirazj nerwu kulszowego po stronie
przeciwnej. Dokonywatam pomiaru temperatury orazyfikeacji histologicznej skutkdw
niedokrwienia w skrawkach mozgowia barwionych herksyling i eozyn.

Wyniki i wnioski. 1. W niniejszej pracy z wykorzystaniem metod regegi ruchowych
potencjatdow wywotanych MEP wykazatante niedranos¢ tetnic szyjnych wywotuje
znacace, ale i odwracalne zmiany wakeniu mézgowym w warunkach eksperymentalnych
u szczura, ktorych nagistwem jest obuaenie, ale nie zniesienie przewodnictwa eferentnego
w drodze korowo-rdzeniowej. 2. Niedrmos¢ tetnicy szyjnej wspolnej jedno- lub obustronnie

wywotuje spadek temperatury ciata o okoto 2°C, ma&st ich ponowne ud#aienie po 5

64



minutach obserwacji wywotuje kompensatggo parametru do wasm sprzed momentu
wywotania niedokrwienia. 3. Wyniki pomiaru ampliud/ rejestracjach potencjatow MEP u
zwierzt, u ktérych wywotatam permanentne niedokrwieniezgawia poprzez okluzjetnic
szyjnych jedno- lub obustronnie, wskaguja obecn& szybkich zmian (po 2 minutach
niedokrwienia) w przewodnictwie drogi korowo-rdzewej. Zmiany te utrzymajsi¢ na tym
samym poziomiezado 10 minuty prowadzonej obserwacji. 4. Wyniki para amplitudy w
rejestracjach potencjatbw MEP u zwiglizu ktérych wywotatam czasowe niedokrwienie
mozgowia poprzez okluzjethic szyjnych jedno- lub obustronnie z ponownymaoadreniem
ich przeptywu, wskazgjna podobny przebieg zmian jak wymienione paeyyale bardziej
nasilonych. 5. Otrzymane wyniki wskazupe parametr amplitudy MEP jest czulszym w
monitorowaniu przewodnictwa drogi korowo-rdzeniowej parametru latencji i zmienée
temperatury w obserwacji przebiegu skutkébw niedodma w  warunkach
eksperymentalnych. 6. W obrazie histologicznym iermt, u ktérych dokonano obustronnej
okluzji tetnic (réwniez z wariantem przywrocenia ich dmosci), zmiany fkdace skutkiem
niedokrwienia byly najcgciej obecne jednostronnie w obszarze unerwieniziowego |
ruchowego kaczyny gtownie przedniej areli tylnej kory mozgu, obszarze skorupy i jadra
ogoniastego obustronnie, obszarze gatki bladej totnusie oraz obszarze przylegtym do

sklepienia komory trzeciej obustronnie.

Stowa kluczowe: doswiadczalny udar niedokrwienny, droga korowo-rdzerdp szczur, ruchowe
potencjaty wywolane indukowane polem magnetycznyb@danie temperatury, weryfikacja
histologiczna
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Experimental model of the ischemic stroke in neuropysiological studies of the efferent
transmission using motor evoked potentials inducedith magnetic field

Introduction. Occlusion of the common carotid artery is a reasbthe ischemic stroke in
20% of patients. Little data is available aboutlarption of its effects especially referring to
the neurophysiological studies, verifying the edfartransmission of cortico-spinal tract in
experimental conditions.

Aims. The aims of this study were as follows: 1. Examorabf the functional state of the
efferent transmission from level of motor cortexlimbo-sacral spinal centres in animals
following evoking the ischemic stroke in order teakiate the early changes which might
have been reversible. 2. Evaluation of the anintagy temperature changes in the course of
observation the ischemic stroke effects evoked dmtugion of the common carotid artery
uni- or bilaterally with variants of the additionblood flow re-occlusion. 3. Histological
verification of changes in the brain structuresof@ing the evoked ischemic stroke after uni-
or bilateral occlusion of the common carotid agemvith or without re-occlusion.

Material and methods. Studies were performed on 42 male Wistar rats dibichto four
experimental groups: A. in 19 animals the ischestioke was evoked by occlusion of
common carotid artery on the right side, B. in I8rals there was evoked the ischemic
stroke by occlusion the carotid artery bilaterally, in 4 animals the ischemic stroke was
evoked by occlusion of the right carotid artery d@sdsubsequent releasing, D. in 6 animals
the stroke was evoked by occlusion of the carotidri@s bilaterally and their subsequent
releasing. The functional state of efferent tramssmon in cortico-spinal tract fibers was
verified with the motor evoked potential method (R)Enduced with magnetic field after
transcranial magnetic stimulation of motor cortexl aecording potentials from contralateral
ischiadic nerve. There were also performed the &raipre measurements and the
histological verification of stroke effects in braslices counterstained with hematoxylin and
eosin.

Results and conclusionsl. In this paper using the motor evoked potentidsrding method
there was shown that occlusion of the carotid ideevokes the significant but reversible
changes in the brain blood flow circuit in expenrted conditions in the rat which effects are
the decreasing but not diminishing the efferenhdmaission of cortico-spinal tract. 2.
Occlusion of the common carotid arteries uni- datkerally evokes the decreasing of body
temperature at about 2°C while their subsequentohision after 5 minutes of observation
evokes compensation of this parameter to valuesrddiie stroke was induced. 3. Results of

the amplitude measurements in MEP recordings imalsi whom the permanent stroke was
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applied following occlusion of carotid arteries uor bilaterally indicates on fast changes
(after 2 minutes of ischemia) in transmission aftico-spinal tract. These changes were kept
at the stable level up to 10 minutes of observatibn Results of the MEP amplitude
measurements in animals whom the transient stroke applied by occlusion of carotid
arteries uni- or bilaterally with the subsequenbcelusion, indicate on the similar course of
changes as the mentioned above but more inten€ht&ined results indicate that the MEP
amplitude parameter is more sensitive in monitotimg transmission of cortico-spinal tract
from the latency parameter and temperature chaimgebservation of the stroke results in
experimental conditions. 6. In the histologicaltpre of brains in animals whom the bilateral
occlusion was applied (also with reperfusion), thanges which were results of the ischemia
were the most prominent in the sensory and motasaof innervation mainly the fore- than
hindlimbs, within putamen and caudate nuclei bikdtg, in areas of globulus pallidus

bilaterally and the areas adjacent to the fornithefthird ventricle bilaterally.

Key words: experimental ischemic stroke, cortico-spinal traat, motor evoked potentials
induced with magnetic field, temperature measuresyéistological verification
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9. Spis tabel i rycin

Rycina 1. Schemat przebiegu drég piramidowych wszgaynie czotowe] oraz idea ich

pobudzenia jak i sposobu rejestracji ruchowych pgjgdéw wywotanych stosowane w pracy.

Rycina 2. Schematy czterech rodzajow zabiegdéw aageh unaczynia mézgowia u szczura,
wykonywanych w celu wywotania udaru niedokrwiennegazterech grupach zwieitz A-
zackniecie ftnicy szyjnej wspélnej jednostronnie (zawsze strgmmawa), B-obustronne
zackniecie ftnicy szyjnej wspolnej, C-zagiiecie ttnicy szyjnej wspolnej jednostronnie
(zawsze strona prawa) z ponownym ugiieniem, D-obustronne zdoiccie ktnicy szyjnej
wspolnej z obustronnym udmieniem. Na tej i na innych rycinach symbo{”,o0znacza
zamkniecie jedno- (zawsze prawa) lub obustrortrcly szyjnej wspdlnej, natomias;,

ponowne jej udrgnienie.

Rycina 3. Kolejne etapy przygotowania zwignia oraz przeprowadzenia badgak i
fotografie stanowiska badawczego i wykorzystywaa@gratury. A-wypreparowaniethicy
szyjnej wspolnej, pokazano mikrofotografie klipswo damkngcia ttnicy. B-aparat
stereotaktyczny do unieruchomienia gtowy zwéera po znieczuleniu oraz widok gtowicy
stymulacyjnego pola magnetycznego goeabnej z generatorem MagPro. C-widok gtowicy
stymulupce] pola magnetycznego oraz wypreparowanego nerulazéwego. D-widok
bipolarnych elektrod rejestagych z zamontowanym nerwem Kkulszowym. E- widok
mozgowia Szczura po wypreparowaniu, F-mikrotom zeniowy z zamontowanym
mozgowiem z ktérego wykonywano skrawki poprzeczi@@naczynie z komodrkami
dzielacymi skrojone skrawki histologiczne podzielone zegledu na gébokas¢ ciecia, H-
skrawki mézgowia natmne na szkietka podstawowe, przykryte szkietkankirjmakowymi,
I-przyktadowa fotografia przekroju poprzecznego gumwia w obrazie mikroskopu

swietlnego.

Rycina 4. Gtébwne unaczynienie mézgowe szczura (¥fitanivane za [114]). Fotografia po

lewej obrazuje klips wykorzystany do okluzjtrticy szyjnej wspolnej jedno- lub obustronnie.

Rycina 5. Zestaw aparaturowy wykorzystywany do had@isywanych w pracy. A-
zintegrowany system diagnostyczny KeyPoimmy Medtronic, B-gtowica jednostki
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rejestrujce] potencjalty wywotane z zestawem elektrod, C-apbftagPro firmy Medtronic

stuzacy do stymulacji magnetycznej z zestawem cewek geazratorem.

Tabela 1. Zestawienie zakreséw, wécigrednich oraz odchylenia standardowego badanych
parametréow amplitudy i latencji ruchowych potengyatwywotanych jak i temperatury w
poszczegodlnych grupach zwietna poszczegdlnych etapach obserwacii.

Rycina 6. Schemat anatomicznych obszaréw kory namnag obszardéwaflra ogoniastego i
skorupy pdra soczewkowatego na przekroju czotowym na poaospoidia przedniego
mdbzgu, w odniesieniu do ktérych dokonano opisu liakaji artefaktow utasamianych z
nastpstwami wywotania udaru niedokrwiennego. Ghjania:1-obszar kory gruszkowatej,
2-obszar wyspy, 3-obszar kory ciemieniowej, 4-obgoaczyny przedniej i tylniej, 5-obszar
kory czotowej i zakgtu, 6-obszar skorupy aglra ogoniastego, 7-obszar gaitki bladej, 8—obszar
kory przedwzrokowej przyodkowej i bocznej, TW-torebka wewtnzna, S-sklepienie

komory trzeciej, SP—spoidto przednie [zmodyfikowaag43)].

Rycina 7. Zmienng& temperatury rejestrowanej u szczuréw z grup AriéBposzczegodlnych

etapach obserwacigmienna¢ pokazano na podstawie parametru mediany.

Rycina 8. Zmienn& temperatury rejestrowanej u szczuréw z grupy Chialposzczegdlnych
etapach obserwacji. Zmienstopokazano na podstawie parametru mediany.

Rycina 9. Przykfady rejestracji ruchowych potenmjat wywotanych rejestrowanych u
jednego ze zwiert w nastpstwie okluzji ttnicy szyjnej prawej (A—grupa A) z czasem
obserwacji zmian do 10 minut oraz u jednego ze zatiez obustrona okluzja tetnic i

ponownym udrenieniu (B-grupa D). Zwraca uwagpadek parametru amplitudy oraz jej
wyrownanie w przyktadzie A przy odmiennej sekwenejiian (wyhcznie spadek amplitudy)

pokazanych w przyktadzie B.
Rycina 10. Procentowe qgie wartéci mediany amplitudy MEP w grupach A i B w

poszczegolnych minutach niedokrwienia po okluzjtnic szyjnych kolejno jedno- i

obustronnie.
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Rycina 11. Procentowe g¢gie wartéci mediany amplitudy MEP w grupach C i D w
poszczegolnych minutach niedokrwienia po okluzinic szyjnych kolejno jedno- i

obustronnie i ich ponownym udnaieniu.

Rycina 12. Wartéci mediany latencji MEP w grupach A i B w poszcZegéh minutach

niedokrwienia po okluzjigtnic szyjnych kolejno jedno- i obustronnie.

Rycina 13. Wartéci mediany latencji MEP w grupach C i D w poszcZegoh minutach
niedokrwienia po okluzji ¢tnic szyjnych kolejno jedno- i obustronnie i ich n@movnym

udraznieniu.

Rycina 14. Wyniki bada histologicznych z zaznaczeniem lokalizacji miepcktorych w
obrazie mikroskopowym stwierdzono obe&holezji bedacych skutkami wywotania
niedokrwienia. Przykiadowe obrazy mikroskopowe zneezonymi strzatkami miejscami
lezji w czterech grupach badanych zwigrfA-D) u ktérych wykonywano iy wariant
niedokrwienia, pokazano w i a ryciny. W przyktadach pownej pokazano lokalizagjlez;ji

o ré&znym stopniu nasilenia, ktgrna schematach przekrojéw poprzecznych médzgowia
zaznaczono koétkami o zéej srednicy. Wb pokazano przekroje na poziomach -2 mm od

punktu bregma, w -3,1 mm, wd -4,1 mm, we-5,1 mm.

Tabela Il. Zestawienie miejsc wygpbwania lezji na poszczegollnych poziomach tkanki
mdbzgowej w poszczegodlnych grupach badawczych zwti€dzbrak zmiany, 1-wygpowanie
zmiany), na podstawie analizy w obrazie jasnegoa pskrawkow histologicznych

wybarwionych H+E.

Tabela Ill. Porébwnanie parametrow amplitud i lajenejestracji MEP przed zagiigciem
tetnic szyjnych z wartciami tych samych parametrow, na kolejnych etap#uderwaciji po
dokonaniu wydcznie okluzji jednostronnie (grupa A zwiety lub obustronnie (grupa B

zwierzt). Przedstawiono poziomy istot§u statystycznej w teie Wilcoxona.

Tabela IV. Porownanie parametrow rejestracji MERzotemperatury w najliczniejszych
grupach A i B badanych zwiaeitztestem Manna-Whitneya na kolejnych etapach olagrw
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Tabela V. Zestawienie wspoiczynnikow korelacji raBpearmana dy i ich poziomy
istotnasci (p) pomedzy amplitud a latency w rejestracjach MEP przeprowadzonych w

grupach zwierat A i B (najliczniejszych).

Tabela VI. Wyniki testu Kruskala-Wallisa poréwnawielokrotnych dla parametréw
rejestracji MEP i temperatury pogdizy poszczegOlnymi grupami badanych zwierma
kolejnych etapach obserwacji. Gwiazdki oznagzagnice istotne statystycznie na poziomie
p<0.005. Test Kruskala-Wallisa jest nieparametryczrogpowiednikiem analizy ANOVA i
weryfikuje  r&nicowanie  pomgdzy grupami, a poréwnania  wielokrotne a s

nieparametrycznymi odpowiednikami testow post-hoc.

71



