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SPIS UZYTYCH SKROTOW

ADC - wspoélezynnik catkowitej dyfuzji

ADCx - wspoétczynnik dyfuzji dla gradientu w kierunku x (prawo-lewym)
ADCy - wspotczynnik dyfuzji dla gradientu w kierunku y (brzuszno-grzbietowym)
ADCz - wspotczynnik dyfuzji dla gradientu w kierunku z (kranio-kaudalnym)
Al - wspotczynnik anizotropii

AMPA - kwas a-Amino-3-hydroksy-5metylo-4-izoksazylopropionowy

DALI - obrazowanie anizotropii dyfuzji

DTI - obrazowanie tensora dyfuz;ji

DWI - obrazowanie dyfuzji wody metodg rezonansu magnetycznego

ID - wspoétczynnik izotropii

IADC - wspoétczynnik dyfuzji podtuzne;j

mGluRs - metabotropowe receptory glataminergiczne

MPEP - 2-methyl-6-(phenylethynyl)-piridine

MPR - rekonstrukcje wieloptaszczyznowe

MRI - obrazowanie metodg rezonansu magnetycznego

NMDA - kwas N-metylo-D-asparaginowy

tADC - wspotczynnik dyfuzji poprzecznej

TK - tomografia komputerowa



1. WSTEP

1.1. Urazy rdzenia kregowego

Urazy mechaniczne rdzenia kr¢ggowego w rozwinigtych krajach catego $wiata
dotykaja rocznie od 15 do 40 oséb na milion mieszkancéw. Ich ofiary w ponad 80%
to mezczyzni ponizej 30 roku zycia. Najczestszg przyczyng urazow sg w okoto 40-
50% przypadkéw wypadki w ruchu komunikacyjnym, a nastgpnie wypadki przy
pracy (10-25%) i1 przy uprawianiu sportu (10-25%). U okoto 50% ofiar wypadkoéw
uszkodzeniu ulega szyjny odcinek rdzenia kregowego, wynikiem czego sg powazne
konsekwencje neurologiczne w postaci nieodwracalnego kalectwa, a niejednokrotnie
nawet Smierci [85].

Dlatego urazy rdzenia krggowego s3 bardzo waznym problemem zar6wno w
aspekcie medycznym jak i spotecznym. Leczenie pacjentow z urazem rdzenia
wymaga wspotpracy specjalistow réznych dyscyplin medycznych i paramedycznych,
poczawszy od lekarzy medycyny ratunkowej, radiologdw, neurochirurgéw,
ortopedoéw, anestezjologdw, chirurgdw ogdlnych, neurologow, specjalistow
rehabilitacji 1 psychologow.

Od wielu lat prowadzone s3 na calym $wiecie badania eksperymentalne,
ktérych celem jest dokladne poznanie patomechanizmoéw urazu rdzenia oraz
szukanie metod leczenia jego skutkow. Jednym z wazniejszych krokow w historii
tych badan byto opracowanie w 1911 roku przez Alfreda Allena doswiadczalnego
modelu urazu mechanicznego rdzenia kregowego [28]. Polegat on na wykonaniu
laminektomi i nast¢pnie spuszczeniu na odstonigty rdzen cig¢zarka. Ten wiarygodny i
powtarzalny model urazu okreslany jako ,,weight - drop” z r6znymi modyfikacjami
stosowany jest do dzisiaj w wielu laboratoriach na $wiecie. Wynikiem coraz lepiej
poznanej patofizjologii urazu rdzenia jest dynamicznie rosngca liczba badan nad
potencjalnymi lekami, ktérych celem jest ograniczanie skutkow urazu, a w
szczegblnosci hamowanie wtornych mechanizméw urazu prowadzacych do
powigkszania si¢ obszaru uszkodzenia rdzenia.

Zaréwno medycyna kliniczna, dla ktorej podstawg skutecznego dzialania jest
precyzyjna diagnostyka, jak rowniez badania eksperymentalne, potrzebuja
nieinwazyjnych metod shuzacych do doktadnej oceny urazu rdzenia i do analizy
skutecznos$ci postepowania terapeutycznego. Technika, ktoéra moze sprawdzi¢ si¢ w

obu tych dziedzinach jest obrazowanie dyfuzji wody przy pomocy rezonansu
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magnetycznego (DWI). Jest to powstala w ostatnich latach jedna z nowych technik
wspolczesne] diagnostyki obrazowej. DWI potwierdzito juz swoja przydatno$¢ w
diagnostyce mozgowia i moze rowniez sta¢ si¢ metoda obrazowag majaca istotne
znaczenie w diagnostyce oraz ocenie leczenia schorzen rdzenia kregowego. Proby
takie dopiero sa podejmowane i majg charakter badan do§wiadczalnych.

Praca ta jest wynikiem wieloletniej wspodtpracy Katedry Radiologii
Collegium Medicum Uniwersytetu Jagiellonskiego z Zakladem Rezonansu
Magnetycznego Instytutu Fizyki Jadrowej im. H. Niewodniczanskiego PAN w
Krakowie i Zaktadem Neuropatologii Instytutu Neurologii CM UJ, w badaniach nad
eksperymentalnym urazem rdzenia kregowego. W zalozeniu jest jednym z etapow
przygotowan do zastosowania metody obrazowania dyfuzji wody w rezonansie
magnetycznym, w diagnostyce rdzenia krggowego u cztowieka.

Wecezedniejsze eksperymenty prowadzone w ramach tej wspotpracy, jak
roOwniez opisywane w literaturze Swiatowej opieraty si¢ gtéwnie na badaniach DWI
wypreparowanych rdzeni kregowych (ex - vivo) oraz pojedynczych badaniach in-
vivo. Wyniki tamtych badan potwierdzily mozliwo$¢ zastosowania tej techniki
obrazowania w badaniach urazéw rdzenia krggowego. Potwierdzono réwniez udziat
procesOw ekscytotoksycznych, spowodowanych dzialaniem kwasu glutaminowego,
w patomechanizmie urazu rdzenia [1,2,103].

W tej pracy po raz pierwszy stworzono model badania, w ktorym zwierzeta z
urazem rdzenia krggowego poddano kilkukrotnym pomiarom DWI, w okres$lonych
odstepach czasowych. Dzigki temu uzyskano dynamiczny obraz zmian dyfuzji wody
w tkankach rdzenia, jakie zachodzg bezposrednio w pierwszych dobach po urazie
mechanicznym. Po raz pierwszy podjeto rdwniez probe oceny neuroprotekcyjnego
dziatania §rodka farmakologicznego w urazie rdzenia, przy pomocy techniki DWI,
na zywych zwierzetach. W tym celu zastosowano bloker receptorow
glutaminergicznych (MPEP), ktorego celem bylo ograniczenie zjawiska
ekscytotoksycznosci. Ma to szczegdlne znacznie ze wzgledu na przygotowania do

zastosowanie metody DWI w badaniach u cztowieka.



1.2. Diagnostyka obrazowa urazéw rdzenia krggowego

Techniki obrazowania

Urazy rdzenia kregowego zwiazane s3g bezposrednio z urazami krggostupa.
Bardzo czgsto towarzysza takze innym obrazeniom wielonarzadowym. Pierwszym
etapem postepowania szpitalnego z osobami dotknigtymi uszkodzeniem kregostupa i
rdzenia jest szybka i dokladna diagnostyka obrazowa, ktora opiera si¢ na trzech
zasadniczych technikach: klasycznych zdjeciach Rtg, tomografii komputerowej (TK)
1 rezonansie magnetycznym (MRI). Rodzaj zastosowanych metod zalezy od wskazan
klinicznych, ale przede wszystkim od ich dostgpnosci [51].

e Zdjecia Rtg ograniczaja si¢ do oceny struktur kostnych kregostupa.
Pozwalajg uwidoczni¢ uszkodzenia kregdéw - ich zlamania (zwtaszcza, gdy
dotyczg trzonow) lub przemieszczenia.

e Tomografia komputerowa, dzigki duzej dostgpnosci i krétkiego czasu badania
(co dotyczy zwlaszcza aparatow badajacych w technice spiralnej) jest dzisiaj
podstawowa metoda diagnostyczng w urazach krggostupa 1 rdzenia.
Uzyskane podczas badania dane obrazowe mozna nastepnie przetwarzad
otrzymujac rekonstrukcje wieloptaszczyznowe (MPR) lub rekonstrukcje 3D,
ktore znacznie ulatwiajg ocen¢ 1 skracajg czas analizy badania. Mozliwos$¢
zastosowania ,,okien” kostnych i migkkotkankowych pozwala na dokladna
ocen¢ rodzaju i stopnia  uszkodzenia  kregéw  oraz  tkanek
okotokregostupowych. Pozwala doktadnie oceni¢ ksztalt i wymiary kanatu
kregowego, tkanki migkkie okotokregostupowe 1 w mniejszym stopniu tkanki
wewnatrz kanatu krggowego. Uzyskane informacje takie jak zwezenie kanatu
kregowego lub obecno$¢ w jego obregbie odtamow kostnych czy tez krwiaka,
moga posrednio wskazywac na potencjalne uszkodzenie rdzenia krggowego.

e Rezonans magnetyczny jest obecnie jedyng metoda pozwalajaca na
bezposrednie, doktadne uwidocznienie struktur wewnatrzkanatowych, w tym

na zobrazowanie tkanek rdzenia krggowego.

Klasyczny rezonans magnetyczny - MRI

Standardowe badanie MRI rdzenia krggowego opiera si¢ na obrazach T;1 T -
zaleznych, wykonanych przy uzyciu sekwencji echa spinowego (fast spin-echo, turbo
spin echo), w ptaszczyznach strzatlkowych 1 osiowych. Przy czym obrazy T, -

zalezne cechuja si¢ wickszg czutos$cig niz obrazy T; w ocenie zmian pourazowych



rdzenia [97]. W przypadkach matych ognisk sttuczenia, czy obrzeku przydatna moze

by¢ sekwencja FLAIR. Natomiast dla lepszego zobrazowania zmian krwotocznych,

ze wzgledu na wysoka podatno$¢ magnetyczng deoksyhemoglobiny, uzyteczne sg

sekwencje echa gradientowego [53].

Rezonans magnetyczny powala dokladnie oceni¢ tkanki kregostupa wraz z
kanalem kregowym. Przewyzsza on tomografi¢ komputerowa pod wzgledem
czutosci w ocenie uszkodzen tkanek miekkich, ustepuje natomiast w przypadkach
dyskretnych uszkodzen kregdéw. Precyzyjnie mozna oceni¢ przemieszczenie lub
ucisk rdzenia spowodowane zwezeniem kanatu kregowego, jak rdwniez najci¢zsze
skutki urazu w postaci naderwania lub przerwania rdzenia [50]. Nalezy przy tym
zwroci¢ uwage, ze najciezsze uszkodzenia wystepujg stosunkowo rzadko, poniewaz
rdzen krggowy wykazuje znaczng odporno$¢ na strukturalne rozerwanie. Jednak
nawet niewielkiego stopnia urazy sa takze niebezpieczne, poniewaz moga
spowodowac zaburzenia jego czynnosci.

Ostre zmiany pourazowe w tkance rdzenia kregowego w obrazach MRI
mozna podzieli¢ na cztery rodzaje [15,53,42,54]:

e obrzmienie rdzenia (cord swelling) - daje obraz w postaci pogrubienia rdzenia
bez zmiany sygnalu jego tkanek. Rzadko wystepuje w izolowanej postaci i
najczesciej towarzyszy obrzekowi,

e obrzek rdzenia (cord oedema) - cechuje si¢ pogrubieniem rdzenia z jednoczesng
obecnoscig strefy o podwyzszonym (hiperintensywnym) sygnale w obrazach T -
zaleznych, co jest wynikiem wzrostu zawarto$ci wody w tkance rdzenia. Obrzek
moze wystgpowaé w postaci izolowanej lub moze wspoétistnie¢ ze wszystkimi
innymi postaciami ostrego urazu. Badania eksperymentalne wykazaty, ze obrzek
zaczyna si¢ w okresie od kilku minut, do kilku godzin od urazu i moze trwaé¢ do
dwoch tygodni,

e stluczenie rdzenia (cord compresion) - daje obraz mieszanego sygnatu, co jest
wynikiem obecnos$ci zarowno obrzeku jak 1 wynaczynionej krwi,

e krwiak wewnatrzrdzeniowy (cord haemorrhage) - obraz w zaleznosci od czasu
przedstawia si¢ nastgpujaco:

- w fazie ostrej - w obrazach T, - zaleznych wykazuje obnizenie sygnatu

(hipointensywno$¢), spowodowang obecnoscig deoksyhemoglobiny,

- w fazie podostrej (po 3 - 8 dniach) - w obrazach T - zaleznych daje sygnal

podwyzszony (hiperintensywny), co  jest efektem przejsécia

deoksyhemoglobiny w methemoglobing,



- w fazie przewleklej - w obrazach T, - zaleznych daje obniZzony sygnat, w
wyniku obecnos$ci hemosyderyny,
P6zne zmiany pourazowe w rdzeniu moga mie¢ charakter [79,106,107]:
e mieclopatii - ogniska o podwyzszonym sygnale w obrazach T, - zaleznych i
obnizonym (ale wyzszym niz ptyn mézgowo-rdzeniowego) sygnale w obrazach
T, - zaleznych,
e gsyryngomielii - obecnosci tubularnej przestrzeni ptynowej o sygnale
odpowiadajacym sygnalowi ptynu mézgowo-rdzeniowego,
e zaniku rdzenia - wyrazajacego si¢ jego zwezeniem,

Informacje uzyskane na podstawie badania MRI maja bardzo duza wartos¢
we wczesnym postepowaniu i planowaniu leczenia. Prace kliniczne wskazuja na
istnienie korelacji pomigdzy typami ostrych zmian pourazowych w obrazach MR, a
powrotem funkcji rdzenia. Z analiz tych wynika, Ze obecno$¢ krwiaka
wewnatrzrdzeniowego jest czynnikiem zle rokujacym pod wzgledem powrotu
funkcji neurologicznej, natomiast obrz¢k rdzenia nalezy do zmian odwracalnych
dajacych najwicksze nadzieje na poprawe funkcji rdzenia [35,54,87,106].

Nalezy jednak zaznaczy¢, ze klasyczne obrazowanie MRI posiada rowniez
ograniczenia. Ostre zmiany pourazowe w obrazach T, i T, - zaleznych wynikajg z
obecnos$ci w obrebie tkanki nerwowej rdzenia zwigkszonej ilosci wody lub krwi.
MRI nie pozwala natomiast rozr6ézni¢ od siebie podstawowych dwoch rodzajow
obrzeku, ktére rowniez pojawiaja si¢ po urazie rdzenia — cytotoksycznego i
wazogennego. Na podstawie obrazéw badania MRI nie mozna stwierdzi¢, czy w
obrebie obrzeku wywolanego urazem doszto do uszkodzenia widkien nerwowych.
Zachowanie ciaglo$ci struktury wiokien nerwowych jest bowiem najistotniejszym

czynnikiem, ktory decyduje o powrocie czynnosci rdzenia krggowego.



1.3. Obrazowanie dyfuzji metoda rezonansu magnetycznego - DWI

Zjawisko dyfuzji

Zjawisko dyfuzji polega na przemieszczaniu si¢ czasteczek spowodowanym
réznicg ich stgzen. Jezeli w trakcie przemieszczania czastki nie napotykaja
przeszkod, mamy do czynienia z dyfuzja swobodng. Jezeli na swojej drodze
napotykaja przeszkody, to wtedy méwimy o dyfuzji ograniczonej. Istnieje kilka
sposobow w jaki mozna opisa¢ zjawisko dyfuzji. W ukladach gdzie istnieje
makroskopowa ro6znica koncentracji czastek, dyfuzje mozna uja¢ w sposéb
klasyczny, przy pomocy prawa Fick'a:

=-DAC
Wprowadzony przez to prawo wspotczynnik dyfuzji D jest stalg proporcjonalnosci
migdzy strumieniem gestosci czastek J 1 gradientem ich koncentracji AC.
Charakteryzuje on swobodng dyfuzje w osrodku izotropowym 1 jest wielkos$cig statg
dla danej substancji, w danej temperaturze.

Procesy dyfuzyjne mozna rowniez opisa¢ przy pomocy metod fizyki
statystycznej. Einstein udowodnit, Ze jesli czasteczka pierwotnie znajdowata si¢ w
punkcie r, to prawdopodobienstwo znalezienia jej po czasie t w punkcie r jest
zgodne z rozkltadem Gausa. Dla dyfuzji swobodnej wyraza si¢ to réwnaniem
(Einsteina-Smoluchowskiego)  okreslajacego  zalezno$¢  pomigdzy  Srednim
kwadratem drogi, a wspolczynnikiem dyfuzji D:

[(r - 1o)’] = 6Dt
gdzie: r - potozenie w chwili t, r, - polozenie poczatkowe.

Uktady biologiczne w rzeczywisto$ci roznig si¢ znacznie od rozwazanej
powyzej sytuacji dla przestrzeni idealnej (izotropowej), w ktorej dyfuzja ma
charakter swobodny. Posiadaja one zazwyczaj skomplikowang struktur¢ poczawszy
od poziomu subkomoérkowego (organelle komorkowe, siateczka endoplazmatyczna,
mikrotubule, mikrofilamenty), przez ztozone uktady komorek budujacych tkanki i
narzady. W wyniku takiej budowy pojawiajg si¢ liczne bariery, ktore utrudniajg lub
catkowicie uniemozliwiaja swobodng dyfuzje czasteczek, co okresla si¢ jako
restrykcje dyfuzji. Taki stan, kiedy wystepuje przestrzenne zroznicowanie kierunkdéw

1 wartosci dyfuzji nazywa si¢ anizotropig dyfuzji [82].



Wykorzystanie dyfuzji wody w rezonansie magnetycznym

Wplyw zjawiska dyfuzji na sygnat MR mozna najpro$ciej przedstawi¢ na
przyktadzie eksperymentu, ktory po raz pierwszy opisali Stejskal i Tanner w 1965
roku [96]. Opierat si¢ on na sekwencji z pojedynczym echem spinowym, do ktérego

dotagczono dodatkowe gradienty dyfuzyjne symetrycznie potozone wzgledem
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Ryec.1. Sekwencja echa spinowego z dodanymi gradientami dyfuzyjnymi.
G - amplituda gradientu, € - czas narastania gradientu, o - szeroko$¢ gradientu, A -
czas dyfuzji.

Zadaniem gradientow dyfuzyjnych jest rozrdznienie czasteczek stacjonarnych
od tych, ktore znajdujg si¢ w ruchu. Pierwszy impuls gradientowy (zaktadajac, ze jest
przylozony w osi x) wprowadza przesunigcie fazowe wektora magnetyzacji
poprzecznej dowolnego spinu o kat:

o1 = yGxdt

gdzie: @) - zmiana fazy, X, - potozZenie spinu w trakcie czasu trwania d gradientu G.
Nastepnie impuls RF 180° przeksztatca faze spinu @; na - @,. Po drugim impulsie
gradientowym znoéw pojawia si¢ przesunig¢cie fazowe wektora magnetyzacji
poprzecznej spinu o @, = yGx,dt, gdzie x, odpowiada pozycji spinu w trakcie trwania
drugiego impulsu gradientowego. Sumaryczna zmiana fazy wektora magnetyzacji
poprzecznej wynosi wiec:

do =@, - 9; =YGO (X; - X2)
Z réwnania tego wynika, ze jezeli spin nie ulegl przemieszczeniu pomigdzy dwoma
impulsami gradientowymi, to sumaryczna zmiana fazy wynosi 0, oznacza to ze
wplywy gradientow dyfuzyjnych si¢ roéwnowaza. Natomiast dla spindéw

poruszajacych si¢ w czasie A zmiana fazy be¢dzie rozna od 0 i zaleze¢ bedzie od
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odlegtosci przebytej przez te spiny migdzy impulsami gradientowymi. Spowoduje to
rozfazowanie spindow w momencie powstawania echa, a co z tym jest zwigzane,
ostabienie amplitudy echa od tych spinow.

Waznym czynnikiem w sekwencji pomiarowej jest czas dyfuzji (A),
odpowiadajacy czasowi pomigdzy gradientami dyfuzyjnymi. W ukladach
biologicznych wystepuja liczne przeszkody dla dyfundujacych czastek. Jezeli uzyty
czas dyfuzji bedzie odpowiednio krétki, to poruszajace si¢ czastki, nie zdaza dotrzec
do ograniczajacych barier, i tym samym obserwowany ruch bedzie dyfuzja
swobodng. Jezeli czas bedzie dtuzszy, to czastka odbije si¢ i badany ruch bedzie
dyfuzja ograniczong. Zmieniajac zatem czas dyfuzji wplywa si¢ na to, jakiej
wielkosci struktury (przestrzenie) na poziomie komorkowym chce si¢ badac.

Stopien w jakim sekwencja MR jest uwrazliwiona na dyfuzje zalezy od
wspotczynnika b, ktory jest wspotczynnikiem statym, zaleznym od aparatury
pomiarowej, ktora zostala zastosowana, sekwencji 1 wartosci gradientow:

b=7*G%** (A - 8/3)

gdzie: y - wspotczynnik zyromagnetyczny, G - gradient pola magnetycznego, o -
szerokos¢ gradientu, A - czas dyfuzji.

Im b jest wigksze, tym wicksze jest tlumienie sygnalu MR wskutek ruchow
dyfuzyjnych i kontrast obrazu w wigkszym stopniu zalezny jest od dyfuzji. Wzrost
wartosci b powoduje, ze obszary o szybszej dyfuzji wykazuja wigkszy spadek
nat¢zenia sygnatu. Wartosci wspolczynnika b w badaniach dyfuzji mieszczg si¢ w
granicach od kilkuset do kilku tysigcy s/mm?.

Uzyskana z pomiaru z gradientami dyfuzyjnymi warto$¢ amplitudy echa M
oraz warto$¢ amplitudy echa uzyskana z osobnego pomiaru bez uzycia gradientow
dyfuzyjnych My stuza do wyliczenia wspodtczynnika dyfuzji D:

M/M, = exp(-bD)

Zaktada sie, ze opisany w ten sposob wspotczynnik dyfuzji jest

monoexponencjalny, czyli dotyczy procesu dyfuzji zachodzacego swobodnie w

nieograniczonej i jednorodnej (izotropowej) przestrzeni [55,82].

Calkowity wspélczynnik dyfuzji - ADC

W czasie wykonywania badan DW-MRI dyfuzja czasteczek nie jest jedynym
typem ruchu zachodzacym w badanym obiekcie biologicznym. W obrebie komorek 1
tkanek odbywa si¢ w sposob ciagly przemieszczanie wody i innych skladnikéw

pomigdzy organellami komoérkowymi, pomigdzy przestrzeniag wewnatrzkomorkowa,
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wewnatrznaczyniowg i ptynem tkankowym. Poza ruchem w skali mikroskopowej
odbywa si¢ ruch tkanek i narzadéw wewnetrznych wywolany praca migéni gtadkich,
ruch zwigzany z przeplywem krwi oraz z oddychaniem, akcjg serca, tetnieniem
naczyn krwiono$nych i ruchami migs$ni szkieletowych. Poniewaz ruch dyfuzyjny
czastek jest stosunkowo do$¢ wolny, to nawet wolne ruchy ciata moga spowodowac
zatarcie jego efektu w obrazie MR. Dlatego stosuje si¢ rézne techniki sprze¢gajace
sekwencj¢ pomiarowg z oddechem 1 akcja serca po to, aby nakladanie si¢ tych
ruchow wyeliminowac¢ lub w jak najwigkszym stopniu ograniczy¢. Pomimo to nie
mozna unikngé sumowania si¢ ruchow dyfuzyjnych z przeptywem krwi, ptynu
moézgowo rdzeniowego, czy tez tetnieniem naczyn krwiono$nych. Dlatego aby
odzwierciedli¢ fakt, ze dyfuzja wody nie jest jedynym procesem, ktory bierze udziat
w pomiarze, dla obliczonego wspdiczynnika dyfuzji D uzywa si¢ okreslenia -

catkowity wspotczynnik dyfuzji (Apparent Diffusion Coeficient - ADC) [55].

Dyfuzja biexponencjalna

Opisane powyzej zalozenia odnoszg si¢ do uktadow monoexponencjalnych, w
ktérych warto$¢ wspotczynnika dyfuzji (ADC) nie zalezy od zmian wspotczynnika b.
Na podstawie badan okazato si¢ jednak, ze w uktadach biologicznych, ze wzgledu na
ich skomplikowang strukture, dyfuzja ma charakter nie-monoexponencjalny, co
oznacza, ze zmiany warto$ci wspotczynnika b wptywajg na warto$¢ wspotczynnika
dyfuzji ADC. Badania dyfuzji nie-monoexponencjalnej polega na wielokrotnym
powtorzeniu pomiardw z réznymi, rosngcymi wartosciami wspotczynnika b (do
kilku, a nawet kilkudziesi¢ciu tysiecy). Dla uproszczenia zaktada si¢, ze w obrebie
tkanek wystepuja dwa zasadnicze uklady przemieszczajacej si¢  wody
charakteryzujace si¢ wolna i szybka dyfuzja (uktad biexponencjalny). Przy duzych
warto$ciach wspotczynnika b, przy ktorych sygnat z obszaréw o szybkiej dyfuzji
ulega znacznemu ostabieniu, uwidacznia si¢ wolna sktadowa, a przy matych
wartosciach b odwrotnie szybka sktadowa dyfuzji [31,103]. Obecno$¢ dyfuzji bi-
exponencjalnej potwierdzono zaré6wno w tkankach moézgowia, jak 1 rdzenia
kregowego u zwierzat doswiadczalnych i czlowieka [21,47,72]. Pierwsze doniesienia
wigzaty szybka sktadowg z przestrzenig zewnatrzkomorkowa, a wolng sktadowa z
przestrzenia wewnatrzkomorkowa. Jednak dalsze badania na modelach
doswiadczalnych wykazaty ze, zardwno dyfuzja w przestrzeni wewnatrz jak i
zewnatrzkomorkowej moze by¢ anizotropowa, nie-monoexponencjalna, czyli obie

sktadowe mozna zaobserwowac¢ wewnatrz i na zewnatrz komorki. Wewnatrz

12



komorek dyfuzja podlega silnemu ograniczeniu (restrykcji), a ADC zalezy od
wielkosci komorki, jak 1 czasu dyfuzji. Natomiast dyfuzja w przestrzeni
zewnatrzkomorkowej zalezy przede wszystkim od przestrzennego uktadu komorek

okreslanego jako stopien krgtosci (ang. tortuosity) [95].

Sposoby obrazowania dyfuzji przy pomocy rezonansu magnetycznego.

Dyfuzje wody mozna bada¢ przy pomocy rezonansu magnetycznego na kilka
sposobdw. Najprostszg forma sa obrazy dyfuzyjnie wazone. Badanie takie polega na
zastosowaniu gradientow dyfuzyjnych do dowolnej sekwencji pomiarowej. Uzyskuje
si¢ w ten sposOb obraz, ktorego kontrast odzwierciedla wielkos¢ dyfuzji w roznych
obszarach. Najczesciej wykorzystuje si¢ proste sekwencje echa spinowego, ze
wzgledu na dobry stosunek sygnatu do szumu. Otrzymany w ten sposéb obraz
oprocz zaleznosci od Ty, T, czy gestosci protonowej, wykazuje rowniez zaleznosé
od dyfuzji. Jest to wylacznie metoda jakosciowa, nie pozwalajaca okresli¢ wartosci
ani kierunku dyfuz;ji.

Doktadniejszym sposobem jest obrazowanie map wspotczynnika dyfuzji [89].
Metoda ta wymaga wykonania dla kazdej badanej warstwy czterech obrazoéw: trzech
z gradientami dyfuzyjnymi w trzech prostopadlych do siebie osiach x, y, z oraz
jednego bez gradientow. Uzyskane obrazy stuza do otrzymania map wspotczynnika
dyfuzji ADC. Poréwnanie otrzymanych obrazéw daje pojecie o stopniu anizotropii
dyfuzji w tkankach, ale nie pozwala na jej przestrzenng analizg¢, poniewaz zwigzana
jest ona z osiami X, y, z aparatury pomiarowej, a nie badanego obiektu. Dlatego
zmiany potozenia badanego obiektu w magnesie powoduja zmiany uzyskanych
wynikow.

Najdoktadniejszym, ale i najtrudniejszym sposobem badania dyfuzji przy
pomocy rezonansu magnetycznego jest obrazowanie tensora dyfuzji [10]. Badanie to
polega na wykonaniu co najmniej sze$ciu obrazow z gradientami dyfuzyjnymi:
trzech przytozonych w osiach gtownych uktadu pomiarowego x, y, z oraz trzech w
osiach mieszanych xy, xz, yz. Ponadto badanie wymaga wykonania jednego obrazu

bez gradientow dyfuzyjnych. W efekcie otrzymuje si¢ sktadowe tensora w postaci

macierzy :
Axx Axy Axz
ayy a,-
aZZ
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Laczna liczba sktadowych tensora, odpowiadajacych kierunkom gradientéw
dyfuzyjnych jest rowna sze$¢. Sktadowe ay, ayy, a,, sa sktadowymi przekatnymi lub
diagonalnymi. Pozostate sktadowe okresla si¢ jako pozadiagonalne. Przeciwleglte
sktadowe pozadiagonalne pomija si¢, =zakladajac, ze tensor jest uktadem
symetrycznym. Sktadowe tensora odzwierciedlaja wspotczynniki dyfuzji w
poszczegolnych kierunkach, w odniesieniu do osi ukladu pomiarowego. Po
przeksztalceniach matematycznych tzw. diagonalizacji otrzymuje si¢ trzy gtowne
wartosci sktadowych tensora dyfuzji w uktadzie wspotrzednych zwigzanym z badang
tkankg lub narzadem. Wartosci te sa niezalezne od ulozenia badanego obiektu w
przestrzeni. A; oznacza kierunek z najsilniejsza dyfuzja, a A, 1 A3 oznaczaja kierunki

do niego poprzeczne:

M 0 0
0 A2 0
0 0 %

Dane zebrane w trakcie pomiardw stuzg nastepnie do wyliczenia parametrow
charakteryzujacych stopien anizotropii badanego uktadu. Sg to:
wspotczynnik dyfuzji podtuznej - DL = A3
wspotczynnik dyfuzji poprzecznej - DT = (M+ A2)/2 A3
wspotczynnik izotropii - ID = DT/DL
wspotczynnik anizotropii - Al = (DL - DT)/(DL + DT)
oraz §lad macierzy - TR =A; + A, + A3 - bedacy sumg gléwnych sktadnikéw macierzy
tensora.

Obrazowanie tensora dyfuzji jest metodg ilosciowa, pozwalajaca na doktadng
ocene dyfuzji w poszczegdlnych kierunkach, a wigc zmiany jej anizotropii. Jednak ze
wzgledu na konieczno$¢ wykonania az siedmiu pomiaréw jest to metoda najbardziej
czasochtonna.

Obrazowanie dyfuzji wody metodg rezonansu magnetycznego DWI jest juz
standardowa 1 powszechnie stosowang metoda w diagnostyce schorzen moézgowia
poczawszy od chorob naczyniowych, zapalnych, przez choroby demielinizacyjne,
nowotworowe 1 wiele innych [83,102]. Najwcze$niej metoda ta znalazta
zastosowanie w diagnostyce udaru niedokrwiennego mozgu, gdzie pod wzgledem
czutosci w wykrywaniu wczesnych zmian, ustepuje tylko technikom perfuzyjnym.
Zmiany o charakterze restrykcji dyfuzji w obszarze niedokrwienia, mozna

zaobserwowac juz po okoto 15 minutach (w badaniach do§wiadczalnych po 3
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minutach) od wystgpienia ischemii, przy rownoczesnym braku zmian w innych
metodach obrazowych (TK, konwencjonalne MRI) [56,71]. Obrazowanie tensora
dyfuzji zostato wykorzystane rowniez do mapowania przebiegu widkien nerwowych

w istocie bialej mozgu [64].
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1.4. Zastosowanie techniki DWI do badan rdzenia kr¢gowego

Ograniczenia metody

W odréznieniu od badan mozgowia nie ma jeszcze standardowych procedur
pozwalajacych na badanie metoda DWI rdzenia kregowego. Trudnosci w
zastosowaniu tej techniki wynikaja z kilku wzgledow. Male rozmiary rdzenia
wymagajg zastosowania obrazow o wyzsze] niz standardowo rozdzielczo$ci, a
otaczajacy rdzen, zbudowany gltownie z tkanki kostnej kregostup powoduje
zaburzenia jednorodno$ci pola magnetycznego we wngtrzu kanatu kregowego. W
wyniku tego, lepszej jakoSci obrazy uzyskuje si¢ przy zastosowaniu aparatow
generujacych wyzsze natezenia pola magnetycznego. Rownocze$nie sygnal MR
zaklocany jest przez naktadanie si¢ na ruch dyfuzyjny ruchu ptynéw i tkanek w
otoczeniu. Dlatego prawie zawsze w badaniach tych, stosuje si¢ sprzezenie
sekwencji pomiarowej z akcjg serca i rytmem oddechowym. Niestety nie da si¢
wyeliminowa¢ przepltywu krwi i tetnienia naczyn krwionos$nych, a takze ruchu
przeptywajacego w przestrzeni podpajeczynowkowej ptynu moézgowo-rdzeniowego.
Duzym ograniczeniem jest rowniez czas badania, dtuzszy niz w klasycznym badaniu
MRI, szczegolnie jezeli dotyczy obrazowania tensora dyfuz;ji.

Najlepsze wyniki uzyskuje si¢ w badaniach eksperymentalnych ex - vivo,
przy ktorych mozna zastosowa¢ wysokie natezenie pola magnetycznego i uzyskaé
obrazy o bardzo wysokiej rozdzielczosci. Nie ma réwniez ograniczeh w czasie
badania, dzigki czemu mozna otrzyma¢ najdoktadniejsze pomiary dyfuzji wody w
tkankach rdzenia przy pomocy obrazowania tensora dyfuzji. Jedynym problemem sg
roznice w otrzymanych wartosciach wspotczynnikéw dyfuzji wynikajace z
zastosowania do utrwalania wyizolowanego rdzenia formaldehydu. Efektem jego
dziatania jest denaturacja biatek i stabilizacja bton komdrkowych, co wplywa na
nizsze wartosci wspotczynnika ADC [78,88].

W badaniach doswiadczalnych na zywych zwierzgtach pojawiajg si¢
problemy artefaktow ruchowych i ograniczenie czasu badania. W badaniach tych nie
stosuje si¢ rowniez tak wysokich nat¢zen pola magnetycznego, jak w badaniach
wypreparowanych rdzeni, poniewaz magnesy aparatury pomiarowej generujace
wysokie pole majg zbyt male otwory, aby mozna byto umiesci¢ w nich cate zwierze.
Ponadto w badaniach tych rdzen polozony jest dalej od cewki nadawczo-odbiorczej,
niz w badaniach ex - vivo. Efektem powyzszych rdznic jest nizszy stosunek sygnatlu

do szumu wplywajacy na jakos$¢ obrazow. Problem odlegtosci rdzenia od cewki
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pomiarowe] probowano rozwigza¢ stosujac cewki implantowane, umieszczane w
tkankach grzbietu zwierzat, tuz nad odstonigtym rdzeniem krggowym [1,36]. Nalezy
roOwniez pamig¢ta¢ o utozeniu badanego zwierzgcia, w taki sposob, aby rdzen
potozony byl idealnie rownolegle do dtugiej osi magnesu, co ma wptyw na wyniki,
zwlaszcza jesli nie bada si¢ pelnego tensora dyfuz;ji.

Istnieje wiele rodzajow sekwencji pomiarowych ktdre mozna wykorzysta¢ do
obrazowania dyfuzji wody, a kazda z nich ma swoje wady i1 zalety. Klasyczne
sekwencje echa spinowego cechuja si¢ dobrym stosunkiem sygnalu do szumu,
jednak z powodu dhugiego czasu trwania sg bardziej wrazliwe na artefakty ruchowe.
Z kolei sekwencje oparte na zjawisku echa planarnego charakteryzujg si¢ krétkim
czasem trwania, ale za to nizszym stosunkiem sygnalu do szumu 1 gorsza

rozdzielczoscia.

Obrazowanie anizotropii dyfuzji wody

Najdoktadniejszym sposobem pomiaru dyfuzji wody jest obrazowanie tensora
dyfuzji. Wyniki do$wiadczen w badaniach tensora dyfuzji w rdzeniu kr¢gowym
pozwolily na stworzeniu prostszego, ale rowniez skutecznego modelu badania
dyfuzji wody.

Rdzen kregowy ma ksztalt prawie regularnego walca cechujacego si¢ duza
symetrig budowy anatomicznej. Jego zewnetrzng warstwe tworzy istota biata
zbudowana z ciasno upakowanych i rownolegle utozonych wzgledem dlugiej osi
rdzenia zmielinizowanych wtdkien nerwowych. W wyniku takiej budowy istota biata
odznacza si¢ wysoka anizotropig, czyli dyfuzja wzdhuz jej wiokien jest znacznie
wieksza niz dyfuzja w kierunkach poprzecznych do wtokien. Natomiast w potozone;j
wewnatrz rdzenia istocie szarej, sktadajacej si¢ gtownie z luzniej utozonych komorek
réznej wielkosci, dyfuzja we wszystkich kierunkach ma podobne wartosci. Dlatego
uktadajac rdzen krggowy w aparaturze pomiarowej, jak najdoktadniej, jego dluga
osig zgodnie z dtugg osig z tej aparatury otrzymujemy uktad, w ktorym struktura
anatomiczna i1 gtéwne kierunki dyfuzji w rdzeniu zgodne s3a z kierunkami uktadu
wspotrzednych aparatury pomiarowe;.

Stosujac taki uktad rdzenia mozna oprze¢ badanie na obrazowaniu map
wspotczynnika dyfuzji 1 ograniczy¢ si¢ do wykonania tylko czterech pomiarow:
jednego bez gradientow dyfuzyjnych i trzech z gradientami dyfuzyjnymi zgodnymi z
glownymi osiami aparatury pomiarowej X, y, z. Kierunki tych gradientow pokrywaja

si¢ wtedy rowniez z gldéwnymi osiami rdzenia kregowego. O$ z wyznacza zawsze
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kierunek kranio-kaudalny, a pozostate dwa kierunek brzuszno-grzbietowy i prawo-
lewy. Niektorzy autorzy w jeszcze wigkszy sposob skracaja badanie, ograniczajac
badane kierunki poprzeczne tylko do jednego (x lub y). W poréwnaniu z
obrazowaniem tensora dyfuzji opuszcza si¢ badanie z gradientami w osiach
mieszanych (xy, xz, yz). Uzyskane obrazy wazone dyfuzyjnie sluza nastgpnie do
obliczenia map wspotczynnika dyfuzji ADC.

Wartosci wspoétczynnikow dyfuzji (ADCx, ADCy, ADCz) wykorzystuje si¢
nastepnie (podobnie jak w przypadku tensora dyfuzji) do wyliczenia parametrow
opisujacych stopien anizotropii badanego uktadu:
wspotczynnika dyfuzji podtuznej - IADC = ADCz
wspotczynnika dyfuzji poprzecznej - tADC = (ADCx + ADCy)/2
wspotczynnika izotropii - ID = tADC/IADC
wspotczynnika anizotropii - Al = (IADC - tADC)/(IADC + tADC)

Obliczone w ten sposob wspotczynniki dyfuzji nie sa tozsame ze
wspotczynnikami tensora dyfuzji, poniewaz opisujg dyfuzje tylko na podstawie
trzech (lub dwoch) kierunkéw, zwigzang z osiami ukladu pomiarowego. Ale ze
wzgledu na specyficzng budowg 1 ulozenie rdzenia w stosunku do uktadu
wspotrzednych aparatury pomiarowej, sa powtarzalne i mogg by¢ porownywane ze
wspotczynnikami uzyskanymi z obliczen tensora dyfuzji. Podstawowa zaletg tego
sposobu badania dyfuzji wody jest skrocenie czasu pomiaru w poroéwnaniu do
obrazowania pelnego tensora dyfuzji o okoto potowg, co ma szczegdlne znaczenie w
badaniach eksperymentalnych in-vivo oraz badaniach u ludzi. Metode ta, dla
odroznienia od obrazowania tensora dyfuzji (Diffusion Tensor Imaging - DTI)
okresla si¢ jako obrazowanie anizotropii dyfuzji (Diffusion Anisotropy Imaging -
DAI) [17,45,74].

Szerokie mozliwo$ci modyfikacji sposobu obrazowania, a nast¢pnie zbierania
1 analizowania danych sprawiaja, ze istniejg wsrdd autorow badan roéznice w
przedstawianiu uzyskanych wynikow. W wigkszosci prac dla okreslenia
wspotczynnika dyfuzji podtuznej uzywa si¢ skrétu IADC (longitudinal), natomiast
dla dyfuzji poprzecznej tADC (transverse), niezaleznie czy dotyczy to $redniej
warto$¢ dyfuzji dla dwoch kierunkéw (x 1 y), czy tylko jednego z nich. Réznice
dotyczg rowniez sposobow  przedstawiania  wspotczynnika  anizoptropii,

definiowanego rowniez jako: Al = tADC/IADC [89,92] lub Al = IADC/tADC [40].
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Ocena prawidlowego rdzenia krggowego

Badania eksperymentalne zarowno na wyizolowanych rdzeniach kregowych
jak 1 na zywych zwierzgtach prowadzone sg w oparciu o badanie tensora dyfuzji, jak
rowniez rézne modyfikacje obrazowania map wspoétczynnikow dyfuzji roznigce sie¢
iloscig badan z gradientami dyfuzyjnymi w osiach poprzecznych do rdzenia.

Istote biata rdzenia krggowego tworza gesto upakowane, otoczone ostonka
mielinowa wtokna nerwowe, zawierajace w swym wnetrzu podtuznie biegnace
neurofilamenty i mikrotubule wzdluz, ktérych odbywa si¢ szybki transport
aksonalny. Badania dyfuzji wody prawidtowych rdzeni kr¢gowych potwierdzity
wysoce anizotropowg strukture istoty biatej, w ktorej wartos¢ dyfuzji podtuzne;j
(IADC) znacznie przewyzsza warto$¢ dyfuzji poprzecznej (tADC). Jednoczesnie
wartos$ci dyfuzji mierzone w kierunkach poprzecznych do osi rdzenia (ADCx i
ADCy) sa do siebie zblizone [14,34]. Badania do$wiadczalne na szczurach z
genetycznie uwarunkowanym deficytem ostonek mielinowych wykazaty, ze istota
biata w rdzeniach tych szczurow réwniez wykazuje wlasnosci anizotropowe, nizsze o
okoto 20% niz u osobnikow zdrowych. Byto to wynikiem znacznego zwigkszenia si¢
dyfuzji poprzecznej i w mniejszym stopniu obnizenia dyfuzji podtuznej [41].
Roéwniez badania na izolowanych nerwach ryb z zastosowaniem vinblastyny, ktora
depolimeryzujac mikrotubule hamowata szybki transport aksonalny wykazaty, ze w
nerwach tych anizotropia rowniez zostata zachowana, cho¢ wartosci dyfuz;ji
podtuznej i poprzecznej ulegly znacznemu zmniejszeniu [13]. Z powyzszych badan
wynika, ze czynnikiem, ktory w decydujacy sposdéb wptywa na wysoka anizotropi¢
istoty biatej sg btony komorkowe otaczajgce aksony. Natomiast mielinizacja wtokien
zwigksza tylko stopien anizotropii, ograniczajac dyfuzje w kierunkach poprzecznych
1 w mniejszym stopniu podnoszac warto$¢ dyfuzji podtuzne;.

W istocie szarej rdzenia zbudowanej z réznigcych si¢ wielkoscig 1 ksztaltem
komorek sytuacja nie jest tak jednoznaczna. Ogolnie wartosci dyfuzji podtuznej 1
poprzecznej sg do siebie zblizone. Przy czym wartosci tADC sg wigksze, a wartosci
IADC mniejsze niz w istocie bialej. Wykazano niewielkiego stopnia anizotropi¢ w
istocie szarej przy wyzszym lIADC niz tADC (na rdzeniach szczuréw in - vitro) [37]
oraz przy nieco wyzszym tADC niz I1ADC (na rdzeniach kotow in - vitro) [78].
Badania wysokiej rozdzielczosci rdzenia kregowego szczura w polu 7 1 14 tesli
pozwolily na wyodrgbnienie w istocie szarej miejsc 0 wyzszej anizotropii dyfuzji, co
wynikato z przebiegu wldkien nerwowych. Uwidoczniono zwigkszong dyfuzje

podluzng w istocie galaretowatej rogéw tylnych, oraz zwigkszong dyfuzje
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poprzeczng, w kierunku prawo - lewym w spoidle szarym przednim [44]. W tabeli 1
zestawiono warto$ci wspotczynnikow dyfuzji podtuznej i poprzecznej dla istoty
biatej 1 szarej prawidlowych rdzeni kregowych szczuréw, w badaniach in - vivo

[34,39].

Tab. 1. Wartosci IADC i tADC w istocie biatej (WM) i szarej (GM), prawidtowych
rdzeni krggowych szczurdéw, w badaniach in - vivo.

IADC [mm?/s] tADC [mm?/s]
rdzen piersiowy WM 222107 0.36 - 107
wg Feneysa [34] GM 1.36 - 10° 0.41 - 107
rdzefi szyjny WM 1.85 - 107 0.18 - 10~
wg Franconiego [39] | GM 1.05 - 107 0.5-107

1ADC - wspoétezynnik dyfuzji podtuznej, tADC - wspdtczynnik dyfuzji poprzecznej
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1.5. Patofizjologia urazu mechanicznego rdzenia kr¢gowego

Urazy mechaniczne rdzenia kr¢gowego mozna w stosunkowo prosty sposob,
zaproponowany przez Bunge'a, podzieli¢ na podstawie obrazu morfologicznego na
cztery gtdwne rodzaje: urazy lite, stluczenia, laceracj¢ i masywne zgniecenia [18].

e Urazy lite obejmuja przypadki, w ktérych rdzen kregowy wyglada prawie
,hormalnie”, bez zmian zabarwienia, ksztaltu czy cech tworzenia si¢ w obrebie
jego tkanek przestrzeni jamistych. Zmiany pourazowe widoczne sg natomiast w
obrazie mikroskopowym.

e W stluczeniu nie stwierdza si¢ naruszenia ciggtosci powierzchni rdzenia, ale w
obrebie jego tkanek obecne sg krwiaki 1 obszary martwicy mogace przeksztatci¢
si¢ w jamy.

e Laceracja dotyczy urazéw, w ktorych dochodzi do przerwania zewnetrznej
powierzchnia rdzenia, najczescie] przez przemieszczone odlamy kostne
ztamanych krggow. W centrum urazu cze¢$ciej niz przestrzenie plynowe pojawia
si¢ bliznowata tkanka taczna.

e W masywnym zgnieceniu, ktore najczesciej towarzyszy ciezkiemu zlamaniu
kregostupa, tkanki rdzenia ulegaja znacznemu pofragmentowaniu, czemu
towarzyszy krwawieniem, a nast¢pnie rozwdj rozlegtej blizny lacznotkankowe;]
obejmujacej rowniez otaczajace rdzen opony.

Zmiany, jakie zachodza w tkankach rdzenia kregowego po urazie
mechanicznym maja charakter dwustopniowy, na ktory sktadaja si¢ procesy
pierwotne 1 wtorne. Mechanizmy pierwotne zwigzane sg z bezposrednim dziataniem
czynnika uszkadzajgcego, ktory powoduje zniszczenie struktury tkanek rdzenia i1
nastepnie wyzwala kaskade procesow wtornych. Mechanizmy wtérne stanowig catly
szereg przebiegajacych rownoczesnie 1 sprzezonych ze soba proceséw
biochemicznych prowadzacych do dalszego uszkodzenia komorek i powiekszenia si¢
obszaru urazu. Tabela 2 przedstawia zebrane najwazniejsze pierwotne 1 wtorne
mechanizmy biorgce udzial w patologii urazu mechanicznego rdzenia kregowego

[20,29,75,85].
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Tab. 2 . Pierwotne i wtdrne mechanizmy urazu rdzenia krggowego

Mechanizmy pierwotne

zniszczenie struktury tkanki nerwowej
- odksztatcenie

- sthuczenie

- rozerwanie

bezposrednie uszkodzenie naczyn krwiono$nych

Mechanizmy wtorne

zmiany w ukladzie sercowo-naczyniowym
- systemowe - wstrzas neurogenny

- miejscowe - krwotoki
- skurcz naczyn
- zaburzenia autoregulacji
- powstawanie zakrzepow
- zaburzenia mikrokrazenia

zniesienie bariery krew-mozg (rdzen)
niedokrwienie i niedotlenienie

utrata zasobow energii - spadek produkcji ATP
zaburzenie funkcji Na'/K'- ATPazy

zaburzenia elektrolitowe - wzrost stezenia wewnatrzkomérkowego Ca™, Na™
- wzrost stezenia pozakomoérkowego K
obrzek

powstawanie wolnych rodnikéw
ekscytotoksycznosé

powstawanie pochodnych kwasu arachidonowego
apoptoza

odczyn zapalny

Procesy pierwotne obejmuja uszkodzenie struktury neuronéw poczawszy od
naciggnigcia, skrecenia, zgniecenia, az do ich calkowitego przerwania oraz
bezposrednie uszkodzenia naczyn krwionos$nych. Miejscowe zmiany w uktadzie
naczyniowym wywotane zaréwno pierwotnym, mechanicznym ich uszkodzeniem,
jak 1 procesami wtornymi obejmujacymi krwawienie, skurcz naczyn, zaburzenia
autoregulacji, powstawanie mikrozakrzepow, prowadza w efekcie do obnizenia si¢
rdzeniowego przeptywu krwi. Rozwijajace si¢ w ten sposob niedokrwienie i
niedotlenienie rdzenia jest jednym z glownych elementéw wtornego urazu i jest
zarazem czynnikiem wyzwalajagcym pozostate mechanizmy. Zmiany krwotoczne

rozpoczynaja si¢ 1 dotycza gldwnie istoty szarej, poczawszy od rozdgcia 1 rozerwania
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venuli, nastepnie powstawania matych krwotokéw w  przestrzeniach
okotonaczyniowych, az do rozwinigcia si¢ centralnej martwicy krwotocznej [99].

Uraz rdzenia wywoluje nie tylko miejscowe zmiany w uktadzie
naczyniowym, ale réwniez moze prowadzi¢ do wystgpienia wstrzasu neurogennego.
Jest to wynik obnizenia napigcia uktadu wspotczulnego, ktore prowadzi do spadku
oporu naczyniowego i1 zmniejszenia obje¢tosci krwi wyrzucanej przez serce. W
efekcie prowadzi to do spadku ci$nienia tetniczego krwi. Wystagpienie wstrzasu
poprzedza zazwyczaj krotkotrwate (kilkuminutowe) podwyzszenie cisnienia
tetniczego [98].

Waznym czynnikiem rozwijajagcym si¢ po urazie jest obrzgk tkanek rdzenia.
Zgodnie z ogodlnie przyjetym podzialem wyrdznia si¢ obrzek wazogenny i
cytotoksyczny. Obrzek wazogenny jest wynikiem uszkodzenia bariery krew-mozg i
przedostawania si¢ wysokobialkowego osocza do przestrzeni zewnatrzkomorkowe;.
Obrzek cytotoksyczny jest natomiast wynikiem naptywu zwigkszonej ilosci wody do
wnetrza komorek. Obrzek tkanek rdzenia kregowego moze utrzymywacé sie do
dwoch tygodni po urazie [19].

Niedokrwienie 1 zwigzane z tym niedotlenienie powoduja zaburzenie
procesOw tlenowej fosforylacji 1 wzrost uzytkowania beztlenowej glikolizy, co
prowadzi do zmniejszenia zapasOw wysokoenergetycznych fosforanow (ATP) 1
wzrostu stezenia kwasu mlekowego. W wyniku tych zmian dochodzi do zaburzen
czynnosci Na'/K™ i Ca'" zaleznych ATPaz i swobodnego przeptywu przez blony
komodrkowe jonow sodu, potasu i wapnia. W efekcie prowadzi to do depolaryzacji
bton komoérkowych oraz wzrostu st¢zenia wapnia wewnatrzkomorkowego [52].

Wapn jest jednym z wazniejszych mediatorow, poniewaz jest elementem
posredniczacym pomigdzy roznymi mechanizmami urazu. Wzrost stezenia wapnia
wewnatrzkomorkowego jest wynikiem zaréwno zwiekszonego naptywu z przestrzeni
zewnatrzkomorkowej, jak réwniez uwolnienia jego zapaséw wewnatrzkomorkowych
(siateczka endoplazmatyczna, mitochondria). Prowadzi to do szeregu reakcji
przyczyniajacych si¢ do $mierci komorki. Przetadowanie wapniem pomp
mitochondrialnych powoduje zatrzymanie tlenowej fosforylacji i jeszcze wiekszy
spadek produkcji ATP. Aktywacji ulegaja zalezne od wapnia enzymy
wewnatrzkomorkowe (proteazay 1 lipazy), takie jak: fosfolipaza A, fosfolipaza C,
endonukleaza, lipooxygenaza, cyklooxygenaza, i kalpaina [29].

Aktywacja fosfolipazy A, powoduje uruchomienie kaskady kwasu

arachidonowego. W wyniku jego przemian powstajg prostaglandyny, tromboksany i
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leukotrieny. Prostaglandyny (poza prostacykling PGIl,) powoduja uszkodzenie
neurondw poprzez zwigkszenie przepuszczalnosci naczyn krwionosnych i modulacje
aktywno$¢ neurotransmiteréw. Tromboksan A, powoduje wzrost agregacji plytek
krwi 1 podobnie jak leukotrien B4 nasila skurcz naczyn krwiono$nych. Kalpaina
natomiast niszczy skladniki cytoszkieletu i receptory btonowe [29].

W wyniku przemian kwasu arachidonowego dochodzi réwniez do uwolnienia
wolnych rodnikéw tlenowych, zwigzkow o bardzo duzej aktywnos$ci biologicznej,
ktore poprzez peroksydacj¢ lipidow uszkadzaja mitochondria, DNA, a przede
wszystkim btony komorkowe[29].

Odczyny zapalne obejmujg zaro6wno zmiany naczyniowe, odpowiedz
komoérkowsa jak 1 mediatory chemiczne. W pierwszej kolejnosci dominuja nacieki
neutrofili, ktére pojawiaja si¢ w centrum urazu juz w pierwszej dobie. Nastepnie
pojawiaja si¢ makrofagi fagocytujace zniszczone tkanki [29].

Potwierdzono réwniez udzial apoptozy, czyli zaprogramowanej $mierci
komoérek w patologii urazu rdzenia kregowego. Obejmuje ona neurony,
oligodendrocyty, mikroglej i prawdopodobnie astrocyty. Apoptoza w neuronach
rozpoczynaé si¢ moze zarowno przez aktywacj¢ receptora Fas w blonie komoérkowej,
jak réwniez w ich wnetrzu kiedy na skutek nadmiernego nagromadzenia si¢ jonow
wapnia dochodzi do uszkodzenia mitochondriow i1 uwolnienia cytochromu c.
Aktywowana w ten sposob kaskada enzymow - kaspaz - prowadzi do uszkodzenia
bialek cytoszkieletu, enzyméw jadrowych, DNA i w koncowym efekcie do $mierci
komorki [12].

Ekscytotoksycznos¢

Termin ekscytotoksyczno$¢ oznacza neurotoksyczne dziatanie aminokwasow
pobudzajacych, szczegdlnie kwasu glutaminowego. Substancja ta jest naturalnym
neuromediatorem pobudzajacym, szeroko rozpowszechnionym w os$rodkowym
uktadzie nerwowym. W wyniku uszkodzenia tkanki nerwowej na skutek urazu lub
niedotlenienia bardzo szybko, w przeciggu kilku minut dochodzi do nadmiernego
uwalniania i gromadzenia si¢ w przestrzeni pozakomoérkowej kwasu glutaminowego,
ktory aktywuje wszystkie rodzaje receptoréw glutaminergicznych. Nasilona i
przedtuzona stymulacja tych receptorow powoduje wzrostu poziomu wapnia we
wnetrzu komorek. Jest to wynikiem zarowno zwigkszonego naptywu z zewnatrz, jak
1 uwalniania z magazynow wewnatrzkomorkowych. Jony wapnia aktywuja dalsze

procesy wtornego uszkodzenia i prowadza do $mierci komorek [63,77].
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Receptory glutaminergiczne, przez ktére dziata kwas glutaminowy zostaly
podzielone na dwie gldwne grupy: receptory jonotropowe (iGluRs) - NMDA, AMPA
1 kainianowe oraz receptory metabotropwe (mGluRs) - typy I, 111 III [26]. Receptory
jonotropowe AMPA 1 kainianowe okres$la si¢ razem jako non-NMDA. Zestawienie

wszystkich receptorow glutaminergicznych zawiera tabela 3.

Tab. 3. Rodzaje receptoréw glutaminergicznych (typy i podtypy)

Receptory jonotropowe - iGluRs

NMDA NRI1
NR2A, NR2B, NR2C, NR2D
NR3
AMPA GluR1, GluR2, GluR3, GluR4
Kainianowe GIluRS5, GluR6, GluR7
KA1, KA2
Receptory metabotropowe - mGluRs
I mGIuR1 (a,B,c,e), mGIluRS5 (a,b)
I mGIluR2, mGluR3
111 mGluR4 (a,b), mGluR6, mGluR7, mGluR8

NMDA - kwas N-metylo-D-asparaginowy, AMPA-kwas a-Amino-3-hydroksy-

Smetylo-4-izoksazylopropionowy,

Receptory jonotropowe sg bardzo szeroko rozpowszechnione w ukladzie
nerwowym, nie tylko na neuronach, ale takze na komorkach glejowych. Zwigzane sa
z kanalami jonowymi, a ich pobudzenie prowadzi do naptywu do wnetrza komorki
jondéw sodu, potasu i wapnia, 1 uruchomienia dalszej kaskady wtéornych procesow
prowadzacych do $mierci komodrki. Receptory jonotropowe non-NMDA (GluR4,
GluR6/7, KA2) zidentyfikowano w istocie bialej rdzenia krggowego na blonach
komoérkowych astrocytow [4].Uwaza si¢, ze astrocyty moga odgrywa¢ decydujaca
role w glutaminergicznym uszkodzeniu istoty biatej, jak rdwniez, ze moga
modyfikowaé reakcje ekscytotoksyczne i ,,0stania¢” przed nimi neurony. Takze
oligodendrocyty wykazuja obecnos¢ receptorow AMPA, ktore aktywowane przez
kwas glutaminowy prowadza do szybkiej $mierci tych komorek [105].

Na podstawie badan z selektywnymi antagonistami receptoréw
jonotropowych wykazano, ze zar6wno receptory NMDA jak i AMPA odpowiadaja

za uszkodzenie istoty bialej rdzenia kregowego. W badaniach tych wykazano, ze
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zardowno MK-801 (antagonista receptorow NMDA), jak rowniez NBQX (anatgonista
receptorow  AMPA) ograniczaja uszkodzenie tkanki nerwowej 1 deficyt
neurologiczny wywotane urazem. Zauwazono réwniez, ze lepszy efekt
neuroprotekcyjny uzyskuje si¢ stosujac bloker receptoréw AMPA lub kombinacje
blokeréw AMPA i NMDA niz sam bloker receptorow NMDA [4,57,59].

Receptory metabotropowe zwigzane sa z biatkiem G i systemem wtornych
przekaznikow. Wszystkie ich typy z wyjatkiem mGluR6 1 mGIuR8 zostaty
znalezione w rdzeniu kregowym. Moduluja one funkcje somatosensorycze,
autonomiczne i motoryczne na poziomie rdzenia krggowego. Receptory mGluRI
zlokalizowane sg zaré6wno pre-, jak 1 postsynaptycznie. Ich pobudzenie prowadzi do
aktywacji fosfolipazy C, powstania trifosfoinozytolu (IP3) 1 wzrostu poziomu wapnia
wewnatrzkomorkowego. Natomiast receptory mGIuRII i III zwigzane s3 z cyklaza
adenylowa (cAMP), znajduja si¢ glownie presynaptycznie i1 pelnig funkcje
autoreceptoréw modulujacych uwalnianie neurotransmiterow [68].

Dos¢  dobrze  poznano  rozmieszczenie — poszczegélnych — typoéw
metabotropowych receptorow glutaminergicznych w obrgbie istoty szarej rdzenia
kregowego. Zgodnie z budowa warstwowg istoty szarej rdzenia krggowego,
potozone najbardziej grzbietowo w rogu tylnym blaszki I i II odbierajg pobudzenie z
matych zmielinizowanych i1 bezmielinowych witokien przewodzacych impulsy z
nocyreceptorow i termoreceptoréow. Glebsze blaszki (III-V) odbieraja pobudzenie z
blaszek I i II i z wigkszych zmielinizowanych widkien przewodzacych impulsy z
mechanoreceptoréw w migsniach, szkielecie, skérze 1 tkance podskornej [69].

Receptory mGluR 1zostaly zlokalizowane zar6wno w rogach grzbietowych
(blaszki III-V), jak 1 brzusznych (blaszki VI-IX). Receptory mGluR5 znaleziono we
wszystkich warstwach z najwigkszym nasileniem wystepowania w blaszkach I 1 IL
Motoneurony rdzenia kregowego wykazuja obecnos¢ receptorow mGluR1 oraz tylko
nieznaczng obecnos$¢ lub brak receptorow mGIluR5 Receptory mGluR2/3 w
najwigkszej ilosci wystepuja w blaszce II;, po czym w mniejszej ilosci obecne sg w
glebszych blaszkach II 1 IV. Taka lokalizacja wskazuje na udzial receptorow
mGIluR2/3 1 mGIuRS procesie nocycepcji oraz na udzial receptorow mGIluR1 w
przetwarzaniu informacji z mechanoreceptoréw 1 integracji informacji bolowej z
wyzszych blaszek. Receptory metabotropowe mGIluR1 obecne s3 rowniez na
astrocytach istoty bialej rdzenia kregowego [3,5,66,68]

Zaobserwowano rowniez zmiany w poziomach ekspresji poszczegdlnych

typodw receptorow metabotropowych zachodzace w czasie po urazie mechanicznym.
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[los¢ receptorow mGluR1 wzrasta w segmentach rdzenia potozonych po obu
stronach od centrum urazu i utrzymuje si¢ na zwigkszonym poziomie do 60 dni po
urazie. [lo$¢ receptorow mGIluRS nie lega istotnym zmianom w czasie. Natomiast
ilo$¢ receptoréw metabotropowych typu Il stopniowo z czasem maleje, niezaleznie
od potozenia wzgledem urazu [66].

Rowniez badania eksperymentalne na zwierzgtach z zastosowaniem
agonistOw 1 antagonistow receptorow metabotropowych potwierdzily udziat
mechanizoéw ekscytotoksycznych w urazie rdzenia.

AIDA - (antagonista receptorow mGIuRI) i LY 367385 — (specyficzny
antagonista receptoréw mGIluR1) - wpltywaja na poprawg czynnosci motorycznej,
oraz ostabiajag rozw6j mechanicznej allodynii (bol powodowany przez zwykle
niebolesny bodziec). Dzialanie neuroprotekcyjne obu tych substancji, ktorego ocena
oparta byla na podstawie obliczenia obszaru zniszczonej tkanki, widoczne bylo
zar6wno w istocie biatej jak i szarej rdzenia kregowego [69].

MPEP — (specyficzny antagonista receptorow mGIluRS5) - obniza poziom
kwasu glutaminowego w przestrzeni pozakomoérkowej oraz ostabia rozwdj
nadwrazliwosci na bodzce termiczne. Nie wywiera natomiast wplywu na powrot
funkcji motorycznej, ani na rozwdj mechanicznej allodynii. Jego dziatanie
neuroprotekcyjne zaobserwowano byto tylko w istocie szarej rdzenia kregowego
[69,61,104]. Zauwazono rowniez, ze MPEP moze dziala¢ jako nie-kompetytywny
antagonista receptorow NMDA [70]. Neuroprotekcyjne dziatanie MPEP
potwierdzono réwniez w eksperymentalnym niedokrwieniu moézgu, w ktorym
uzyskano ograniczenie obszaru zawatlu korelujgcego z poprawag funkcji
neurologicznej [9].

Zauwazono réwniez, ze zastosowanie w urazie rdzenia agonistow receptorow
metabotropowych: ACPD - receptorow mGIuRII i L-AP4 - receptoréw mGIuRIII -
spowodowato ostabienie rozwoju mechanicznej allodyni, bez poprawy czynnosci
motorycznej, ani cech ograniczenia obszaru urazu [68].

Procesy ekscytotoksyczne biorg udziat nie tylko w patologii mechanicznego
urazu rdzenia 1 mozgu. Odgrywaja one roéwniez pewna role w udarze
niedokrwiennym modzgu, napadach padaczkowych oraz chorobach przewleklych
takich jak: choroba Alzheimera, Parkinsona, plasawica Huntingtona. Dlatego
receptory glutaminergiczne, ktorych pobudzenie uruchamia te reakcje, sa

potencjalnymi celami dla terapii farmakologicznej [63].
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1.6. Zastosowanie techniki DWI do oceny urazu rdzenia kregowego

Wprowadzenie do diagnostyki uktadu nerwowego badan dyfuzji wody
zrodzilo nadzieje na uzyskanie informacji nieosiggalnych do tej pory przez
konwencjonalng technike MRI. Najlepszym tego przyktadem stato si¢ zastosowanie
tej metody w diagnostyce ostrego udaru niedokrwiennego moézgu. Ischemia we
wczesnym okresie powoduje zatamanie si¢ metabolizmu energetycznego tkanki
nerwowej, co prowadzi do zaburzenia funkcji pompy NA/K" i innych pomp
jonowych. W nastepstwie tego dochodzi do zniesienia gradientow jonowych w
poprzek blon komorkowych 1 przemieszczenia si¢ wody =z przestrzeni
zewnatrzkomorkowej do wnetrza komorek. Powstajacy w ten sposob obrzek
cytotoksyczny charakteryzuje si¢ w badaniu DWI spadkiem catkowitej dyfuzji
(wyrazonej wspolczynnikiem dyfuzji ADC). Zmniejszenie si¢ dyfuzji poprzecznej
thumaczy si¢ wzrostem objetosci wody wewnatrzkomorkowej, gdzie wystepuje
silniejsza  restrykcja  dyfuz;ji oraz  wzrostem  krgtosci  przestrzeni
zewnatrzkomorkowej, wynikajacej ze zmniejszenia jej objetosci. Trudniej natomiast
wytlumaczy¢ redukcje dyfuzji podtuznej, ktéra moze by¢ zwigzana z napgcznieniem
komoérek Schwanna (obrzgkiem aksonalnym) Iub spadkiem dyfuzji wewnatrz
aksonow spowodowanym uszkodzeniem cytoszkieletu 1 wzrostem lepkosci
cytoplazmy. Spadek catkowitej dyfuzji w ostrym niedokrwieniu nie powoduje
natomiast zmian anizotropii istoty bialej, co najpewniej wigze si¢ z zachowaniem
struktury i prostoliniowego przebiegu wtokien nerwowych [32,83]. W przewleklych
zmianach niedokrwiennych obserwuje si¢ natomiast wzrost catkowitej dyfuzji i1
wyrazny spadek anizotropii, wynikajacy ze zniszczenia struktury witokien
nerwowych [83]. W odroznieniu od obrzeku cytotoksycznego, ktory charakteryzuje
si¢ spadkiem ADC, w obrzeku wazogennym, spowodowanym nagromadzeniem si¢
wody w przestrzeni zewnatrzkomoérkowej, zaobserwowano wzrost wartosci
catkowitej dyfuzji ADC [32].

Podobne wyniki do tych w ostrym udarze niedokrwiennym zaobserwowano
réwniez u chorych z pourazowym rozlanym uszkodzeniu aksonalnym mozgowia, u
ktorych w ostrym okresie obecne sg obszary o obnizonym ADC, co wedtug autorow
moze odpowiadac¢ rozwijajgcemu si¢ obrzgkowi cytotoksycznemu [58].

W pewnej sprzeczno$ci z powyzszymi danymi dotyczacymi zmian dyfuzji
wody w ischemii mozgu, pozostaja wyniki uzyskane na zwierzgcym modelu, ktére

wykazaty, ze na warto$¢ catkowitej dyfuzji, zarowno w prawidtowej, jak i
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niedokrwionej tkance nerwowej, zasadniczy wpltyw ma tylko dyfuzja
wewnatrzkomoérkowa [86]. W innych badaniach zaobserwowano natomiast, ze sam
obrzegk komorek wywoluje wzrost ADC zar6wno w przestrzeni wewnatrz i
zewnatrzkomorkowej, i w zwigzku z tym nie moze ttumaczy¢ spadku ADC w ostrym
niedotlenieniu mozgu [84].

Rowniez w diagnostyce zmian urazowych rdzenia badania dyfuzji wody
przyniosty bardziej dokladne informacje o zmianach zachodzacych w tkance
nerwowej, cho¢ nadal istnieja bardzo duze trudnosci z polaczeniem
zaobserwowanych zmian dyfuzji z obrazem zmian histopatologicznych. Badania na
modelach zwierzecych urazu rdzenia krggowego z zastosowaniem DWI potwierdzity
wysokg czuto$¢ tej techniki, wykazujac obecnos¢ zmian anizotropii dyfuzji wody nie
tylko w miejscach, gdzie widoczne byty zmiany w konwencjonalnym badaniu MRI,
ale rowniez w tkankach rdzenia, w ktorych w klasycznym badaniu MRI zmian nie
stwierdzono [37].

W wyniku urazu w istocie biatej w ciggu 15 minut dochodzi do napg¢cznienia
aksonow 1 uszkodzenia neurofilamentow. Wigzki mieliny ulegaja rozszczepieniu i
dochodzi do wzrostu przepuszczalnosci bton komodrkowych. Nastepstwem tych
zmian jest spadek warto$ci anizotropii istoty bialej rdzenia, spowodowany
obnizeniem si¢ dyfuzji podtuznej i wzrostem dyfuzji poprzecznej [37,38]. Przyjmuje
sie, ze wzrost dyfuzji poprzecznej jest zapewne wynikiem destrukcji mieliny i
zwigzanym z tym wzrostem przepuszczalno$ci bton komodrkowych. Natomiast
spadek dyfuzji podluznej wiaze si¢, podobnie jak w przypadku zmian
niedokrwiennych moézgu, z obrzekiem aksondow oraz uszkodzeniem potozonego w
ich wnetrzu systemu mikrofilamentow odpowiedzialnych za transport aksonalny
[89].

W po6znych zmianach pourazowych w istocie szarej, w wyniku zniszczenia
bton komorkowych 1 martwicy uszkodzonych komoérek dochodzi do formowaniu si¢
przestrzeni pltynowych w postaci drobnych torbieli, ktére nast¢pnie moga
przeksztatci¢ si¢ wigksze jamy (syryngomielia). Na zwierzgcym modelu, z
indukowang syryngomielig zaobserwowano w miejscu uszkodzenia tkanki rdzenia
wzrost warto$ci zaréwno dyfuzji podtuznej jak 1 poprzecznej odpowiadajace
tworzacej si¢ przestrzeni ptynowej. Udowodniono, ze metoda DWI mozna
wczesniej, niz w konwencjonalnym badaniu MRI wykry¢ tworzenie si¢ pourazowej

torbieli w istocie szarej rdzenia krggowego [90].
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1.7. Sposoby neuroprotekcji rdzenia kr¢gowego po urazie mechanicznym

Pomimo postepow w medycynie urazy rdzenia kregowego stanowig nadal
duzy problem kliniczny, ekonomiczny i spoteczny. Chorzy z urazami kregostupa
wymagaja dlugotrwatej i kosztownej rehabilitacji, ktorej efekty nie zawsze sa
zadowalajace. Zadaniem neuroprotekcji jest zapobieganie pogorszeniu si¢ stanu
neurologicznego chorych z urazem rdzenia krggowego. Obejmuje ona zarowno
metody chirurgiczne, celem ktorych jest dekompresja uci$nigtego przez odlamy
kostne rdzenia, a nastepnie stabilizacja kregostupa, jak rowniez leczenie
farmakologiczne dazace do ograniczenia rozwoju wtdrnych proceséw uszkodzenia
rdzenia. Potencjalna skuteczno$¢ farmakologicznej neuroprotekcji wynika z tego, ze
do pewnego momentu (najpewniej do chwili uszkodzenia bton komorkowych)
procesy te moga by¢ odwracalne.

Coraz lepsza znajomo$¢ patofizjologii urazu mechanicznego rdzenia, a
zwlaszcza wtornych mechanizméw urazu skutkuje stale rosngcg liczbg badan nad
nowymi $rodkami neuroprotekcyjnymi. Ponizej wymieniono najwazniejsze grupy
srodkow  farmakologicznych stosowanych dotychczas w  badaniach nad
neuroprotekcja urazéw rdzenia krggowego [20,30]:

e kortykosterydy,

e 2l-aminosterydy,

e antagonisci receptorow opioidowych,

e TRH - hormon uwalniajacy tyreotroping,
e antyoksydanty,

e blokery kanatéw wapniowych,

e blokery kanatéw sodowych, potasowych,
e Dblokery receptorow glutaminergicznych: jono i metabotropowych,
¢ inhibitory cyklooksygenazy - COX,

e antagonisci serotoniny,

e cyclosporyna A,

¢ inhibitory kaspazy,

Lekiem, ktory pierwszy znalazt powszechne zastosowanie w urazach rdzenia
kregowego u cztowieka byl metylprednisolon. Jest on obecnie stosowany
standardowo, a podanie pierwszej dawki powinno nastapi¢ jak najszybciej po urazie,
jeszcze w okresie przedszpitalnym (tzw. zasada pierwszej zlotej godziny).
Metylprednisolon jest kortykosterydem, ktorego dziatanie neuroprotekcyjne wigze
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si¢ z wihasno$ciami przeciwzapalnym, antyoksydacyjnym. Zastosowany w urazie
rdzenia zmniejsza jego niedotlenienie, obrzek, obniza poziom wapnia
wewnatrzkomorkowego,  hamuje  peroksydacje  lipidow 1 degradacje
neurofilamentéw. Badania wskazuja, ze wynik leczenia chorych przy podawaniu
metylprednisolonu jest lepszy o okoto 20%, niz u chorych, ktérzy nie otrzymali
takiego leczenia [16].

W ostatnich latach pojawity si¢ rowniez doniesienia o badaniach nad
zastosowaniem w urazie rdzenia krggowego neurotrofin (czynnikow wzrostu), ktore
zwigkszaja przezywalno$¢ neurondw oraz stymulujg wzrost uszkodzonych aksonow.
W koncowym efekcie prowadza do zmniejszenia si¢ obszaru urazu i lepszego
powrotu czynnosci behawioralnych. Do grupy tej naleza: czynnik wzrostu neuronow
- NGF (nerve growth factor), czynnik neurotropowy pochodzenia mézgowego -
BNDF (brain derived neurotrophic factor), neurotrofina 3 - NT-3. Eksperymenty na
szczurach z 1implantacja przeszczepéw lub  wstrzykiwaniem fibroblastow
zawierajacych rozne kombinacje powyzszych czynnikow wykazaty obecnos¢ cech
regeneracji aksonéw w obszarach urazu i polepszenie funkcji motorycznej. Roéwniez
czynnik wzrostu fibroblastow - FGF (fibroblast growth factor) - poza protekcja
uszkodzonych neuronow stymuluje rewaskularyzacje [20,76].

Oddzielna grupge stanowiag rowniez badania eksperymentalne z
przeszczepianiem w miejsce uszkodzenia rdzenia kregowego glejowych komorek
wechowych, komorek Schwanna, komorek macierzystych czy tez ptodowych tkanek
rdzenia kregowego [20]. Wyniki wielu z tych badan nie sa jeszcze catkowicie
jednoznaczne 1 wymagaja potwierdzenia. Niektore, dotyczace przeszczepiania tkanek

ptodowych budza tez kontrowersje etyczne.
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1.8. Zastosowanie metody DWI do oceny neuroprotekcji rdzenia krggowego po
urazie mechanicznym

Wyniki badan nad urazem rdzenia krg¢gowego zaowocowaty w dalszej
kolejnosci probami zastosowania metody DWI do oceny neuroprotekcji rdzenia
kregowego po urazie. Badania te do tej pory wykonywano tylko na wyizolowanych
rdzeniach kregowych szczurdw (ex - vivo). Po wykonanym zabiegu zwierzgta byly
poddane obserwacji behawioralnej, nastgpnie je u$miercano, a wypreparowane
rdzenie kregowe poddawano badaniu DWI i ocenie histopatologiczne;.

Skutecznos¢ tej metody wykazal Nevo [74] w badaniu na modelu
uszkodzenia typu weight-drop z dootrzewnowym podaniem limfocytow T
skierowanych przeciwko zasadowemu biatku mieliny (MBP- myelin basic porotein),
o potwierdzonym wcze$niej dziataniu neuroprotekcyjnym. W badaniu ex - vivo po
trzech tygodniach od urazu, na podstawie analizy wspotczynnika anizotropii Al oraz
jego map, wykazano typowy spadek anizotropii w miejscu urazu zar6wno w grupie z
podanymi limfocytami jak 1 w grupie kontrolnej. Jednocze$nie wykazano znamiennie
mniejszy spadek anizotropii dyfuzji w miejscu urazu w grupie leczonej] w
poréwnaniu do zwierzat nie leczonych. Uzyskane wyniki pokrywaly si¢ z oceng
czynnosci motorycznej. Wedlug autora wyzsza anizotropia w grupie leczonej byla
wynikiem zahamowania destrukcji wtokien nerwowych.

Rowniez badania =z zastosowaniem genetycznie modyfikowanych
fibroblastow wydzielajacych czynnik neurotropowy pochodzenia mdzgowego
(BNDF - brain derived neurotrophic factor), ktére wszczepiano w miejsce
uszkodzonego sznura bocznego rdzenia potwierdzity przydatno$¢ metody DWIL
BNDF jest neurotroping, ktora dziata przez receptory TrkB na powierzchni aksonow
drogi czerwienno-rdzeniowej 1 ma potwierdzone dziatanie neuroprotekcyjne
polegajace na regeneracji wiokien nerwowych tej drogi nerwowej i pobudzaniu do
wzrostu innych aksonéw. W badaniu DWI wypreparowanych rdzeni po dwunastu
tygodniach od urazu wykazano w obrebie istoty biatej powyzej i ponizej uszkodzenia
typowe dla urazu zmiany polegajace na wzroscie dyfuzji poprzecznej tADC oraz
spadku dyfuzji podtuznej IADC. Zanotowano réwniez wzrost anizotropii (wyrazony
jako AI=tADC/IADC). W grupie poddanej leczeniu wartos$ci parametrow dyfuzji
byly blizsze zdrowej grupie kontrolnej niz u szczuré6w z przeszczepionymi
niemodyfikowanymi fibroblastami. Wyniki zostaly potwierdzone badaniami
histopatologicznymi ktore wykazaty istotny wzrost aksonéw w leczonej grupie

[89,91,93].
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1.9. Aktualne mozliwosci zastosowania techniki DWI w diagnostyce rdzenia

kregowego u czlowieka

W przypadku badan rdzenia kregowego nie sg dostepne jeszcze standardowe
procedury diagnostyczne z uzyciem DWI, tak jak ma to juz miejsce w badaniach
moézgowia. Wynika to przede wszystkim z opisanych wcze$niej ograniczen w
zastosowaniu tej metody zwigzanych z uwarunkowaniami anatomicznymi i
zaburzeniami sygnatu wywotanymi ruchem tkanek i1 pltynow ustrojowych w
otoczeniu rdzenia. Dotychczas opisane w literaturze badania wykonane byly na
zdrowych ochotnikéw 1 wyselekcjonowanych, waskich grupach chorych, w oparciu o
obrazowanie pelnego tensora dyfuzji, jak réwniez prostsze sposoby badania
anizotropii dyfuzji. Wszystkie te badania dotyczyly gltownie szyjnego odcinka
rdzenia krggowego.

Na dyfuzyjnie wazonych obrazach rdzenia krggowego, zdrowych
ochotnikéw, nie zawsze mozna odrdznic istote bialg od szarej, ze wzgledu na jeszcze
niska jakos$¢ tych obrazow. Wigkszos¢ dotychczasowych badan prezentuje zatem
warto$ci  wspotczynnikéw dyfuzji ADC dla calej tkanki rdzenia krgegowego,
uzyskane na podstawie przekrojow strzatkowych. Wyniki te zgodne sa z danymi
uzyskanymi w badaniach eksperymentalnych na zwierzetach. Potwierdzaja
anizotropowy charakter dyfuzji wody w rdzeniu kregowym jak rowniez
potwierdzaja, ze wartosci dyfuzji w kierunkach poprzecznych do osi dlugiej rdzenia
sa do siebie zblizone [7,24,25]. Przyktadowe wartosci wspotczynnikow dyfuzji w

prawidtowym rdzeniu kregowym cztowieka prezentuje tabela 4.

Tab. 4 . Wartosci wspolczynnikow dyfuzji ADC (Srednia + SD - 107 mm?/s), w
r6znych kierunkach uzyskane ze strzatkowych przekrojow szyjnego odcinka rdzenia
kregowego czlowieka.

IADC tADCap tADCrL
wg Bammera [7] 1.6 £0.08 0.55+0.08 0.55+0.08
wg Clarka [24] 1.55+0.07 0.58 £0.03 -
wg Tsuchiya [100] 2.26 +0.08 1.54 £0.28 1.29+0.52
wg Riesa [81] 2.2 0.9 0.8

IADC - wspoéiczynnik dyfuzji podluznej, tADCap - wspotczynnik dyfuzji
poprzecznej w kierunku przednio-tylnym, tADCrr wspotczynnik dyfuzji poprzecznej
w kierunku prawo-lewym
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W badaniu Holdera [43] z zastosowaniem sekwencji - mulitishot EPI, z
uzyciem supresji thuszczu 1 bramkowaniem sekwencji pomiarowej rytmem serca i
oddechu udato si¢ uzyska¢ na tyle dobre obrazy, z widoczng r6znicg pomigdzy istotg
biatg 1 szarg, ze pozwolilo to wyliczy¢ wspotczynniki dyfuzji dla obu tych istot
oddzielnie: WM - tADC = 0.4 - 10° mm?s i IADC = 2.3 - 10” mm’/s oraz GM -
tADC = 0.6 - 10 mm?/s i IADC = 2.0 - 10~ mm?/s. Wyniki te potwierdzily wysoka
anizotropi¢ istoty bialej oraz wykazaty rowniez anizotropowy charakter istoty szare;j.
Autorzy zauwazyli, ze nieco wyzsze wartos$ci uzyskanych przez nich wynikow, w
poréwnaniu do badan ex - vivo u zwierzat, mogly wiaza¢ si¢ z wyzsza temperatura,
wystepujaca podczas badan in - vivo, a takze z przeplywem kapilarnym i ruchami
aksoplazmy, ktore to czynniki wedtug nich mogg podnosi¢ wartosci ADC.

Jasinski [48] w swoich badaniach przedstawit wyniki obrazowania pelnego
tensora dyfuzji na podstawie przekrojow osiowych rdzenia krggowego zdrowych
0sob. Skatdowe tensora wynosily odpowiednio: dla istoty szarej - A;=(0.64 = 0.08) -
107 mm?/s, 1,=(0.65+0.08) - 10~ mm?/s, A5=(1.38+0.10) - 10~ mm?/s oraz dla istoty
biatej - 1,=(0.37 + 0.08) - 10” mm?/s, A,=(0.38+0.08) - 10~ mm?/s, A3=(2.20+0.07) -
10° mm?/s.

W badaniach klinicznych najwigksza grupg pacjentow stanowig chorzy ze
spondyloza szyjnego odcinka kregostupa 1 mielopatig szyjnego rdzenia krggowego.
Badania u takich pacjentéw przeprowadzono zard6wno w oparciu o sekwencje single
shot FSE, bez bramkowania, jak i w oparciu o sekwencj¢ muli-shot EPI z
bramkowaniem zapisem EKG. W zmianach o charakterze mielopatii
spowodowanych przewleklym uciskiem, stwierdzono znamienny wzrost wartosci
ADC 1 spadek anizotropii. Wyniki badania DWI potwierdzone byty konwencjonalng
technika MRI, w ktorej ogniska mielopatii miaty obnizony sygnal w obrazach T;-
zaleznych 1 podwyzszony sygnat w obrazach T,-zaleznych. Znamienny wzrost ADC
w obszarze mielopatii uznany zostal przez autor6w za objaw nieodwracalnego
uszkodzenia struktury tkanki nerwowej [100]. Porownujac natomiast obrazowanie
dyfuzji wody z konwencjonalnym badaniem MRI wykazano, ze mapy ADC maja
wyzsza czuto$¢ (80%) w wykrywaniu zmian o charakterze mielopatii w pordwnaniu
z obrazami T,-zaleznymi (60%). Z kolei u pacjentow z potwierdzonymi
elektrofizjologicznie objawami mielopatii czulos¢ metody DWI wzrasta do 90%.
Wykazano natomiast nizsza specyficznos¢ obrazow DWI (53%) w poréwnaniu z

obrazami T,-zaleznymi (92%) [27].
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Odwrotne wyniki uzyskano w badaniu na przyktadzie dwoch pacjentow z
mielopatia w przebiegu spondylozy, u ktérych w miejscu uszkodzenia rdzenia
wykazano spadek dyfuzji, co wedtug autorow mogto by¢ wynikiem niedotlenienia na
skutek ucisku. Natomiast u chorych z zapaleniem rdzenia stwierdzono wzrost
wartosci ADC [7].

Zmiany w obrazach dyfuzyjnie wazonych zaobserwowano réwniez u
pacjentow we wczesnym okresie ostrego niedokrwienia rdzenia kregowego (do 48
godzin). W obszarach potencjalnego niedokrwienia zaobserwowano podwyzszony
sygnal odpowiadajacy spadkowi ADC. Obserwacje te potwierdzono w pozniejszym
konwencjonalnym badaniu MRI, w ktérym na obrazach T,-zaleznych w tych samych
miejscach stwierdzono podwyzszenie sygnatu [60].

Rowniez u chorych ze stwardnieniem rozsianym w miejscach ognisk
demielinizacji stwierdzono istotnie podwyzszong warto$¢ sredniej dyfuzji, co mogto
odpowiada¢ zniszczeniu wiokien nerwowych lub obrzekowi wazogennemu w ostrym
odczynie zapalnym [24].

Opisano takze zastosowanie odmiennej techniki (line scan DTI), ktorg
zastosowano u przedwczesnie urodzonych noworodkéw z bardzo niskg waga
urodzeniowg do oceny szyjnego odcinka rdzenia krggowego [73].

Wszystkie z omowionych badan byly wykonane w magnesach o polu 1,5T.
Kolejna generacja magnesoOw z polem 3T jak rowniez badania nad ulepszeniem
sekwencji pomiarowych moga przyczyni¢ si¢ do dalszego postepu tej techniki
obrazowania, ktéra we wszystkich opisanych dotychczas przyktadach zastosowania

przewyzsza pod wzgledem czutosci konwencjonalng technike MRI.
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2. CELE PRACY

Celem pracy bylo zastosowanie obrazowania dyfuzji wody metodg rezonansu

magnetycznego w badaniach u szczura in - vivo do:

I. Oceny nastepstw urazu rdzenia kregowego przez obliczenie
wspotczynnikow dyfuzji (IADC, tADC, ID, Al) dla wybranych obszaréw
istoty biatej i szarej na przekrojach osiowych rdzenia kregowego i ich
analiza w zalezno$ci od odlegtosci od $rodka urazu i od czasu od

momentu urazu.
2. Oceny wplywu substancji neuroprotekcyjnej (MPEP) na zmiany

zachodzace po urazie mechanicznym rdzenia krggowego, na podstawie

analizy wspotczynnikow dyfuzji (IADC, tADC, ID, Al).
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3. MATERIAL I METODA

Badania przeprowadzono w Zaktadzie Rezonansu Magnetycznego Instytutu
Fizyki Jadrowej PAN w Krakowie w ramach wspolpracy z Katedra Radiologii CM
UJ. Wniosek o przeprowadzenie badan eksperymentalnych pozytywnie zaopiniowata

IT Lokalna Komisja Etyczna w Krakowie przy Instytucie Farmakologii PAN.

Zwierzgta

Doswiadczenia przeprowadzono na szczurach, samcach rasy Wistar o masie
ciata 250 - 350 g pochodzacych z licencjonowanych hodowli. Przechowywane byty
one w zwierzetarni, pojedynczo w klatkach, karmione standartowg karma i pojone
wodag bez ograniczen.

Eksperymenty obejmowaly cztery grupy zwierzat:

- 5 osobnikow zdrowych,

- 5 osobnikow z laminektomig bez urazu,

- 10 osobnikéw z laminektomig 1 urazem,

- 10 osobnikéw z laminektomia, urazem i podanym lekiem (MPEP),

Procedury zabiegowe

Laminektomi¢ i uraz we wszystkich przypadkach przeprowadzano w ten sam
sposob. Przed zabiegiem zwierzgta wazono, a nast¢pnie usypiano podawanym
dootrzewnowo 4% roztworem wodzianu chloralu w dawce 0.9 ml na 100 g masy
ciata. Zabiegi wykonywano w sterylnych warunkach. Po ogoleniu i odkazeniu
grzbietu szczura, przecinano skoér¢ i mig$nie przykregostupowe. Nastgpnie przy
pomocy mikrowiertarki wykonywano laminektomi¢ (usunig¢cie tuku kregu) na
poziomie Th12, odstaniajagc rdzen krggowy przykryty nienaruszong opong twardg.
Poziom uszkodzenia (Th12) wybrano ze wzgledu na to, ze w tym odcinku
kregostupa rdzen kregowy potozony jest najblizej grzbietowej powierzchni ciata
szczura, a tym samym najblizej zastosowanej do pomiaréw cewki powierzchniowe;j.
Poniewaz nat¢zenie sygnatu fali elektromagnetycznej zmniejsza si¢ proporcjonalnie
do kwadratu odlegtosci, dlatego im blizej cewki znajduje si¢ badana struktura tym
lepszy uzyskuje si¢ stosunek sygnatu do szumu i w efekcie lepszej jakosci obraz.

Uraz wykonywano w oparciu o zmodyfikowany model mechanicznego
uszkodzenia rdzenia kregowego typu ,,weight-drop”. Po wykonaniu laminektomii

zwierz¢ uktadano na specjalnie przystosowanym stoliku stereotaktycznym ASP-01.
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Nad odstonigtym rdzeniem umieszczano pionowo ustawiong szklang rurke, bedaca
prowadnica dla spadajacego cigzarka. W dolny koniec rurki wprowadzano
aluminiowy element posredniczacy (impounder) Srednicy 2.5 mm. Dolny,
zaokraglony koniec impoundera, ktory wystawat przez dolny koniec rurki, delikatnie
opierano bezposrednio na odkrytym rdzeniu kregowym. Uraz wykonywano
spuszczajac z doktadnie wyznaczonej wysokos$ci pigtnastu centymetrow metalowy
ciezarek o masie 1.164 g, ktéry uderzat w spoczywajacy na rdzeniu impounder.

Site urazu dobrano na podstawie danych z literatury tak, aby spowodowac
stosunkowo umiarkowany uraz rdzenia, nie powodujac znacznych zmian
krwotocznych ani zupelnego zniszczenia tkanek rdzenia.

Po wykonaniu zabiegu laminektomii lub laminektomii z nastgpowym urazem
dokonywano chirurgicznego zaopatrzenia rany zeszywajac warstwowo kolejno
migsénie przykregostupowe, powiez i skoérg. Na okolicg rany stosowano niewielka
ilos¢ antybiotyku (ampicyliny). W okresie pooperacyjnym, ze wzgledu na
wegetatywne zablokowanie funkcji pecherza moczowego spowodowang urazem
rdzenia, okresowo uciskano szczurom brzuch, aby stymulowaé¢ oddawanie moczu.

Ostatniej grupie 10 szczurdw testowych oprocz wykonania urazu rdzenia
kregowego, trzykrotnie droga dootrzewnowa podano rozpuszczony w soli
fizjologicznej MPEP (Novartis) - (2-methyl-6-(phenylethynyl)-piridine) -
selektywnego antagoniste glutaminergicznych receptorow metabotropowych
mGIluRS, w dawce 30 mgkg m.c. Pierwszag dawke podano 5 minut przed
wykonaniem urazu, dwie nastgpne odpowiednio 24 i1 48 godzin po urazie. Podanie
pierwsze] dawki przed urazem bylo podyktowane checig uzyskania jak
najsilniejszego efektu jej dziatania, poniewaz jest to bloker tylko jednego z kilku
typoOw receptoréw glutaminergicznych réwnoczes$nie pobudzanych pod wplywem

urazu rdzenia.

Protokol badania DWI

Eksperymenty pomiarowe dyfuzji wody (DWI) prowadzono przy wziewnym
znieczuleniu ogodlnym 1.5 - 2% halotanem w mieszaninie tlenu i powietrza w
stosunku objetosci 40:60 z monitorowaniem podstawowych funkcji zyciowych.
Giebokos¢ znieczulenia warunkowata bezruch w czasie catego badania. Uspionego
wstepnie, w specjalnie przygotowanym pojemniku, przy pomocy halotanu szczura,
umieszczano w glowicy pomiarowej w pozycji na grzbiecie (Ryc. 2). Zaktadano mu

maske polaczong z wentylatorem i podpinano do niego elektrody rejestrujace
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rownoczesnie zapis EKG i rytm oddechowy. Elektrody te taczono z oscyloskopem
(Tektronik TDS 3000) i dedykowanym dla zwierzat urzadzeniem odpowiedzialnym
za wyzwalanie sekwencji pomiarowe] w odpowiedniej fazie cyklu pracy serca i
oddechu (ECG Trigger Unit HSB Rapid Biomedical GMBH). W czasie badania
Srednia czgstos¢ akcji serca szczura wynosita 300/min, a $rednia czg¢sto$¢ oddechu
75/min. Temperatur¢ ciala mierzong termometrem endorektalnym utrzymywano na
poziomie 37°C przy pomocy zainstalowanego w glowicy pomiarowej materaca

wodnego. Czas pelnego jednego pomiaru DWI wynosit okoto trzy godziny.

Ryc. 2. Szczur umieszczony w glowicy pomiarowe;.

Badania pomiarowe dyfuzji wody metoda rezonansu magnetycznego
wykonano przy pomocy tomografu MR z magnesem nadprzewodzacym o polu 4.7 T
1 otworze Srednicy 31 cm firmy Bruker, wyposazonego w cyfrowa konsolag Maran
DRX (Resonance Instruments Ltd). Do pomiaréw uzyto skonstruowanej w Instytucie
Fizyki Jadrowej glowicy pomiarowej z cewka powierzchniowg o wymiarach
zewngetrznych 20 x 30 mm, indukcyjnie sprz¢zong z torem nadawczo-odbiorczym.

Pomiary wykonano stosujac standardowg sekwencje echa spinowego (SE)
bez gradientow dyfuzyjnych oraz =z gradientami przylozonymi w trzech
prostopadtych do siebie kierunkach:

- kierunek z (kranio-kaudalny) - réwnolegly do osi dlugiej rdzenia,

- kierunek x (prawo-lewy) i

- kierunek y (brzuszno-grzbietowy) - prostopadie do osi diugiej rdzenia.

Parametry sekwencji pomiarowej byty nastepujace: pole widzenia (FOV) =
2,5 cm, macierz obrazu = 128 x 128, grubo$¢ warstwy = 1,6 mm, rozdzielczos¢ =
0,15 mm, czas dyfuzji 30 ms, czas echa TE = 60 ms, czas powtarzania TR = 3 s,

ilo$¢ akumulacji NX = 4. Wspoélczynnik dyfuzyjnosci b wynosit odpowiednio dla
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poszczegblnych kierunkow: x - 1500 s/mm?, y - 1500 s/mm?, z - 750 s/mm?
Mniejsza warto$¢ wspotczynnika b dla kierunku z wynikata z tego, ze przy wyzszych
wartosciach sygnat MR w tym kierunku szybko zanikat, co powodowato spadek
stosunku sygnatu do szumu. Pomimo, ze warto$¢ wspodtczynnika b dla kierunku z,
réznita si¢ od wartosci b dla kierunkow x iy, to wszystkie one miescily si¢ w
zakresie stuzacym do badania tzw. szybkiej sktadowej dyfuzji. Sekwencja
pomiarowa sprzezona byta z zapisem EKG i rytmem oddechowym. Wyzwalana byta

w drugim cyklu pracy serca nast¢pujacym po oddechu (Ryc. 3).

. 908ms
292ms

Ch1 Period
89.02ms

M 200ms A Chi S 212V

Ryc. 3. Obraz z monitora oscyloskopu: 1-krzywa EKG, 2-fala oddechowa, 3- punkt
wyzwalania sekwencji pomiarowe;.

Grupa pierwsza szczurow zdrowych byla poddana eksperymentom
pomiarowym w tomografie MR jednokrotnie. Pozostate trzy grupy zwierzat badano
cztery razy w takich samych odst¢pach czasowych. Pierwszy pomiar rozpoczynano 1
godzing po wykonanym zabiegu, nastepne pomiary odpowiednio od zabiegu: drugi -
24 godziny, trzeci - 48 godzin i czwarty - 168 godzin (7dni).

Pomiary wykonano w trzech warstwach osiowych (aksjalnych) -
prostopadlych do dtugiej osi rdzenia, z ktorych pierwsza przechodzita przez $rodek
miejsca zabiegu (laminektomii lub laminektomii 1 urazu), a dwie kolejne byty
przesunigte w kierunku doglowowym co 2.8 mm (Ryc.4). Wykonano réwniez
pomiar w jednej warstwie strzatkowej (sagitalnej) przechodzacej przez S$rodek

rdzenia, przy tych samych parametrach pomiarowych.
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Ryc.4. Obraz sagitalny MR (T,-zalezny) rdzenia kregowego szczura z
zaplanowanymi przekrojami osiowymi.

W efekcie dla kazdej badanej warstwy otrzymano zbior czterech obrazdw:
jednego obrazu T, bez gradientow dyfuzyjnych i trzech obrazéw wazonych
dyfuzyjnie - w kierunku podtuznym i dwoch kierunkach poprzecznych do dugiej osi
rdzenia.

Po wykonaniu ostatniego pomiaru zwierzeta usypiano przy pomocy wodzianu
chloralu 1 usmiercano wykonujac dosercowg perfuzj¢ zbuforowanym 4% roztworem
formaliny w ilosci 1 ml na 1 g masy ciala. Nastgpnie wycinano kregostup 1
wypreparowywano rdzen kregowy, ktéry umieszczano w roztworze formaliny w celu
dalszego utrwalenia. Tak przygotowane rdzenie kr¢gowe przekazano do Zaktadu
Neuropatologii CM  UJ, gdzie poddane zostaly dalszym badaniom

neuropatologicznym.

Analiza danych pomiarowych

Analize danych uzyskanych na podstawie badan dyfuzji wody wykonano za
pomocag programu, ktéry zostat opracowany w Instytucie Fizyki Jadrowej przy
pomocy pakietu IDL (Research System Inc). Do analizy wspotczynnikow dyfuzji
odzwierciedlajacych stan anizotropii tkanek rdzenia postuzyly przekroje osiowe, na
ktorych wyraznie zaznaczona byla granica pomiedzy istota bialg i1 szarg. Oceng
morfologiczng zmian w rdzeniu kregowym oparto natomiast na analizie obrazow w
przekrojach strzatkowych, ze wzgledu na to, ze polem widzenia obejmowaty caly
obszar laminektomii i urazu wraz z dalszymi czg¢$ciami prawidlowego rdzenia.

Z uzyskanych obrazow dla kazdej warstwy otrzymano trzy mapy
wspotczynnikéw dyfuzji, dla poszczegdlnych kierunkow: ADCx, ADCy, ADCz.
Nastepnie na przekrojach osiowych wyznaczono 11 obszardéw zainteresowan (ROI):

6 w obrebie sznurdw istoty biatej (po jednym obszarze w obrebie sznuréw przednich
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1 tylnych oraz symetrycznie po dwa obszary w sznurach bocznych) i 5 w istocie
szarej (symetrycznie w rogach przednich i tylnych oraz jeden obszar w istocie szarej
posredniej w otoczeniu kanatu kregowego). Potem na podstawie tak zaznaczonych
ROI, obliczono wartosci wspotczynnikow dyfuzji - IADC, tADC oraz ich pochodne
ID oraz Al. Wspdiczynniki te obliczono w postaci §rednich warto$ci ze wszystkich
ROI istoty biatej (WM) i istoty szarej (GM). Ze wzgledu na $cisle ustalone miejsce i
kierunek dziatania urazu mechanicznego podjeto rowniez analize bardziej
szczegblowa 1 pogrupowano zaznaczone obszary wzgledem strony brzusznej i
grzbietowej, co dokladnie prezentuje rycina 5. Pierwsza warstwa osiowa zawsze
przechodzita przez $rodek zabiegu (laminektomii i urazu), warstwa druga potozona
2.8 mm od pierwszej znajdowata si¢ tuz za widocznymi w obrazie T,-zaleznym
zmianami pourazowymi, natomiast warstwa ostatnia potozona byta 5.6 mm od
pierwszej, w obszarze w ktérym na obrazach T,-zaleznych, w Zzadnej z badanych
grup nie zaobserwowano zmian w morfologii 1 charakterze sygnatu rdzenia

kregowego.

Istota biala - WM

1- sznury grzbietowe - SZG

2, 6 - sznury boczne (czegsci grzbietowe) -SZBG
3, 5 - sznury boczne (czgs$ci brzuszne) - SZBB
4 - sznury brzuszne - SZB

Istota szara - GM

7, 11 - rogi grzbietowe - RG

8, 10 - rogi brzuszne - RB

9 - istota szara posrednia - ISZP

Ryc.5. Obraz przekroju osiowego rdzenia krggowego z zaznaczonymi obszarami
zainteresowan (ROI) w istocie biatej i szare;.

Obserwacje behawioralne

Réwnoczesnie z badaniami MR dyfuzji wody prowadzono obserwacje
czynnosci motorycznej szczurdw w oparciu o 21 stopniowag skale BBB (Basso,
Beattie and Bresnahan) [11]. Obserwacj¢ przeprowadzano na specjalnie
przygotowanym wybiegu, przed wykonaniem pomiarow DWI. W dniu zabiegu nie
przeprowadzano obserwacji behawioralnych, poniewaz pierwsze badanie DWI
odbywato si¢ zaraz po wykonaniu zabiegu oraz ze wzgledu to, ze stres 1 bol

wywotane operacja mogly wptywaé na zachowanie si¢ zwierza.
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Skala BBB zostata opracowana w celu oceny czynno$ci motorycznej konczyn
tylnych po urazie mechanicznym rdzenia krggowego u szczura. Wedlug tej skali
warto$¢ 0 oznacza porazenie konczyn tylnych (catkowity brak spontanicznych
ruchow), natomiast wartos¢ 21 przypisuje si¢ prawidlowemu chodowi z
réwnoleglym stawianiem tap i koordynacja ruchow konczyn tylnych i przednich.
Wartosci w przedziale od 0 do 7 wskazuja na powr6t izolowanych ruchow w obrebie
trzech gléwnych stawow konczyn tylnych (biodrowego, kolanowego i skokowego).
Wyniki pomiedzy 8 i 13 odpowiadajg powrotowi czynnos$ci stawiania fap w czasie
chodu i koordynacji ruchow konczyn tylnych. Wartosci pomigdzy 14 i 21 oznaczaja
powrdt odstepéw pomigdzy palcami podczas stgpania, dominujace réwnolegle

utozenie tap w stosunku do tutowia, stabilizacj¢ tutowia i pozycji ogona.

Analiza statystyczna

W badanej populacji szczurow analizie poddano wspotczynniki dyfuz;ji
podtuznej 1 poprzecznej, wspotczynniki izotropii i aniztropii.

Wspotczynniki te porowywano w obrebie kazdej z grup: pomigdzy trzema
warstwami osiowymi oraz pomi¢dzy kolejnymi pomiarami, jak réwniez pomiedzy
poszczegdlnymi grupami w kazdej z warstw 1 w kazdym z pomiaréw.

Do wykazania réznic pomiedzy warstwami w §rednich wartosciach badanych
parametréw (osobno dla kazdej z badanych grup szczurdéw), z uwagi na rownoczesne
poréwnywanie trzech warstw, wykorzystano test analizy wariancji ANOVA.

W celu okreslenia zmiennych wptywajacych na obserwowane roznice
wartosci wspodtczynnikow dyfuzji pomiedzy kolejnymi pomiarami zastosowano test
anlizy wariancji wieloczynnikowe;.

Dla poréwnania wybranych par wspoélczynnikow w obrgbie jednej grupy
szczurdw w réznym czasie wykorzystano test Wicoxona'a dla zmiennych zaleznych.
Poréwnywano wspotczynniki dyfuzji pomiedzy pierwszym i trzecim pomiarem.

W przypadku porownan dwoch wybranych grup zwierzat ze wzgledu na
obserwowane skosne rozktady zmiennych wykorzystano test U Manna-Whitney'a dla
zmiennych niezaleznych (za takie uwazano wspotczynniki poréwnywane pomigdzy
grupami). Poréwnywano:

- grupe bez laminektomi z grupa z laminektomia,

- grup¢ z laminektomig z grupg z laminektomig i urazem rdzenia,

- grupe z laminektomig z grupa z laminektomia, urazem rdzenia 1

neuroprotekcja,
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- grup¢ z laminektomig i urazem rdzenia z grupa z laminektomig, urazem
rdzenia i neuroprotekcja.

Do analizy statystycznej wykorzystano pakiet Stata 8.0.
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4. WYNIKI

Ocena morfologiczna

e Grupa szczuréw zdrowych

Zastosowana technika obrazowania anizotropii dyfuzji wody (DAI) pozwolita
uzyska¢ dobrej jakosci obrazy MR rdzenia kregowego, wolne od artefaktow
ruchowych.

Rycina 6.a-c przedstawia pelny zestaw obrazéw dla pojedynczego przekroju
osiowego 1 strzatlkowego prawidlowego rdzenia krggowego szczura @z
odpowiadajagcymi im mapami wspotczynnika dyfuzji.

Na obrazach wazonych dyfuzyjnie (DWI) wyraznie zaznaczona byla granica
pomiegdzy istota szarg i biala, niewidoczna w klasycznych obrazach T,-zaleznych
Sygnat z obszarow o silniejszej dyfuzji w kierunku zgodnym przytozonymi
gradientami ulega mocniejszemu tlumieniu, co na obrazie DWI daje ciemniejsze
zabarwienie. Natomiast na mapach wspolczynnika dyfuzji ADC obszary te maja
jasniejsze zabarwienie.

Na obrazach DWI z gradientami w kierunkach poprzecznych do osi rdzenia
(x 1y) potozona w centrum istota szara byta ciemniejsza od istoty biatej, poniewaz
dyfuzja wody w tych kierunkach silniejsza jest w istocie szarej. Odpowiednio na
mapach wspoétczynnika dyfuzji ADC istota szara w tych kierunkach byta jasniejsza
od istoty biate;.

Natomiast na obrazach DWI z gradientami w kierunku z, ciemniejsza byta
istota biata, w ktorej w tym kierunku dyfuzja jest znacznie silniejsza niz w istocie

szarej. I odpowiednio na mapach ADC istota biata byta jasniejsza od istoty szarej.
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Ryc.6.a.

Ryc.6.c.

Ryc.6.a-c. Obrazy prawidlowego rdzenia kregowego szczura: bez gradientow
dyfuzyjnych (a) oraz z gradientami dyfuzyjnymi (DWI) i odpowiadajagcymi im
mapami wspotczynnikow dyfuzji (ADC) w przekroju osiowym (b) i strzatkowym
(c). Kierunki gradientow: x - prawo-lewy, y - przednio-tylny, z - kranio-kaudalny.
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e Grupa z laminektomia

Zabieg laminektomii, ktorego celem bylto odstonigcie powierzchni rdzenia
kregowego wykonywany byl u wszystkich szczuréw przed wykonaniem urazu.
Dlatego grupa zwierzat z wykonang sama laminektomia postuzyla w celu oceny na
ile sam ten zabieg wptywal na obraz rdzenia kr¢gowego. Byta to zatem wiasciwa
grupa kontrolna dla pozostatych grup szczuréw z urazem rdzenia. Ponizej
zamieszczone ryciny prezentuja obrazy rdzenia kregowego szczura po wykonanej
laminektomii w kolejnych pomiarach: obrazy T,-zalezne w przekrojach strzatkowym
1 osiowym w centrum zabiegu (Ryc.7) oraz strzatkowe obrazy wazone dyfuzyjnie
wraz z mapami wspotczynnikow dyfuzji (Ryc.8, Ryc.9 i Ryc. 10).

W grupie szczurow z wykonang tylko laminektomig, na obrazach T,-
zaleznych rdzenia kregowego zaobserwowano, ze w przyleganiu do powierzchni
grzbietowe] rdzenia, w miejscu przeprowadzonego zabiegu, dochodzito do
nagromadzenia si¢ krwi pochodzacej z przecietych tkanek. Formujacy si¢ nad opong
twardg krwiak w pierwszych dwoch badaniach, po 1 i 24 godzinach od zabiegu
wykazywat sygnal hipointensywny zwigzany z obecno$cia deoksyhemoglobiny
(Ryc.7.a,b), a nastepnie po uptywie 48 godzin stat si¢ hiperintensywny co wynikato z
obecnosci methemoglobiny zewnatrzkomoérkowej (Ryc.7.c,d).

Krwiak nadtwardowkowy powodowal uci$nigcie grzbietowej powierzchni
rdzenia kreggowego. Kompresja rdzenia w kolejnych pomiarach wyraznie si¢ nasilata
(Ryc.7.a-d). Na obrazach DWI, zwlaszcza z gradientem dyfuzyjnym w kierunku y
(przednio-tylnym), na poziomie zabiegu, zauwazalne byto dyskretne podwyzszenie
sygnatlu w srodkowej czesci rdzenia, w obrebie istoty szarej, mogace $wiadczy¢ o

spadku dyfuzji w tym kierunku.
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Rye.7.d.

Ryc.7.a-d. Obrazy T,-zalezne rdzenia krggowego szczura z laminektomig, w
przekroju strzalkowym oraz osiowym przechodzacym przez centrum zabiegu, w
kolejnych pomiarach.
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Ryc.8.d.

Ryc.8.a-d. Obrazy DWI rdzenia kregowego szczura z laminektomia, z gradientem
dyfuzyjnym w kierunku x, w przekroju strzatkowym, w kolejnych pomiarach oraz
odpowiadajace im mapy wspotczynnikow dyfuzji (ADC).
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Ryc.9.b.

Ryc.9.d.

Ryc.9.a-d. Obrazy DWI rdzenia kregowego szczura z laminektomia, z gradientem
dyfuzyjnym w kierunku y, w przekroju strzatkowym, w kolejnych pomiarach oraz
odpowiadajace im mapy wspotczynnikow dyfuzji (ADC).
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Ryc.10.b.

Ryc.10.d.

Ryc. 10.a-d. Obrazy DWI rdzenia kregowego szczura z laminektomig, z gradientem
dyfuzyjnym w kierunku z, w przekroju strzatkowym, w kolejnych pomiarach oraz
odpowiadajace im mapy wspotczynnikow dyfuzji (ADC).
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¢ Grupa z laminektomia i urazem rdzenia

W grupie szczurdw z laminektomig i urazem mechanicznym, zmiany
pourazowe widoczne byly w obrebie rdzenia, we wszystkich czterech pomiarach.
Obrazy rdzenia krggowego z wykonanym urazem, T,-zalezne w przekroju
strzatkowym 1 osiowym w centrum urazu oraz strzatkowe obrazy wazone dyfuzyjnie
wraz z mapami wspotczynnika dyfuzji prezentujg ryciny 11, 12, 13 1 14.

Podobnie jak w grupie szczurow z wykonang tylko laminektomia, u szczurow
z dodatkowo wykonanym urazem w przyleganiu do odstonigtej grzbietowej
powierzchni rdzenia krggowego doszlo do uformowania si¢ krwiaka, ktory
powodowat ucisnigcie rdzenia. Charakter 1 dynamika zmian sygnalu krwiaka
nadtwardowkowego w kolejnych pomiarach byty takie same jak w grupie z sama
laminektomig. W poréwnaniu do zwierzat z sama laminektomig zauwazono, ze
stopien deformacji rdzenia u szczur6w z urazem byl nieco mniejszy. Spowodowane
to bylo najpewniej rozwijajacym si¢ wewnatrz rdzenia obrzekiem, ktorego dziatanie
mialo przeciwny kierunek do kierunku sity wywieranej przez krwiaka.

W pierwszym pomiarze, na obrazach strzatkowych, T,-zaleznych, jak
rowniez na dyfuzyjnie wazonych (we wszystkich kierunkach) zaobserwowano
potozong w $§rodkowe] czeSci rdzenia strefe  hipointesywna, otoczong
hiperintensywnym obszarem o nieostrych granicach. Opisana strefa hipointensywa
byta wynikiem nagromadzenia si¢ wynaczynionej krwi w fazie deoxyhemoglobiny i
nie odpowiadaty jej zadne zmiany na mapach ADC. Natomiast obwodowa strefa
hiperintensywa odpowiadata obrzgkowi tkanki rdzenia, a na mapach ADC
(szczegodlnie w kierunku z) widoczna byta jako ciemny obszar zmniejszonej dyfuzji
(Ryc.14.a). W calosci obraz przedstawial stluczenie rdzenia - krwiaka
wewnatrzrdzeniowego otoczonego strefg obrzeku.

W kolejnych badaniach po 24 i1 48 godzinach obszar rdzenia objgtego urazem
powigkszyt si¢ 1 w calosci wykazywatl podwyzszony sygnat (zar6wno na obrazach
T,-zaleznych, jak 1 wszystkich obrazach DWI niezaleznie od kierunku) (Ryc.11.b,c. -
Ryc.14.b,c). Podwyzszony sygnat krwiaka polozonego w centrum zmiany zwigzany
byl z obecnoscig w jego obrgbie methemoglobiny.

Po siedmiu dniach obszar urazu rdzenia ulegl zmniejszeniu. Zauwazalna byta
réznica w intensywnos$ci sygnatlu (zardbwno na obrazach T2-zaleznych jak i DWI)
pomigdzy strong brzuszng i grzbietowa, gdzie sygnal byt wyraznie silniejszy.
Centrum urazu na obrazach T2-zaleznych i DWI ponownie wykazywato sygnat

obnizony w stosunku do zdrowych tkanek rdzenia. Zwigzane to byto najpewniej z
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obecnos$cig w centrum urazu hemosyderyny. W odréznieniu od pierwszego badania
obnizonej intensywnosci sygnalu w centrum urazu w obrazach T,-zaleznych,
towarzyszyt wzrost dyfuzji widoczny w postaci jasniejszego obszaru na wszystkich

mapach ADC (Ryc.11.d. - Ryc.14.d).

Obrazy MR rdzeni kr¢gowych szczuréw, z wykonanym urazem i podang
substancja neuroprotekcyjng, zarowno klasyczne T,-zalezne jak 1 wazone dyfuzyjnie,
nie roéznity w widoczny sposob ani pod wzgledem wielkosci zaobserwowanych
zmian, ani pod wzgledem charakteru sygnatu od grupy z urazem rdzenia i bez

neuroprotekcji.
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Ryc.11.d.

Ryc.11.a-d. Obrazy T»-zalezne rdzenia krggowego szczura z laminektomig i urazem
w przekroju strzalkowym oraz osiowym przechodzacym przez centrum zabiegu, w
kolejnych pomiarach.
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Ryc.12.b.

Ryc.12.c.

Ryc.12.d.

Ryc. 12.a-d. Obrazy DWI rdzenia krggowego szczura z laminektomig i urazem, z
gradientem dyfuzyjnym w kierunku x, w przekroju strzatlkowym, w kolejnych
pomiarach oraz odpowiadajace im mapy wspotczynnikow dyfuzji (ADC).
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Ryc.13.b.

Ryc.13.d

Ryc.13.a-d. Obrazy DWI rdzenia kregowego szczura z laminektomig 1 urazem, z
gradientem dyfuzyjnym w kierunku y, w przekroju strzatkowym, w kolejnych
pomiarach oraz odpowiadajgce im mapy wspotczynnika dyfuzji (ADC).
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Ryc.14.d.

Ryc.14.a-d. Obrazy DWI rdzenia kregowego szczura z laminektomig 1 urazem, z
gradientem dyfuzyjnym w kierunku z, w przekroju strzalkowym, w kolejnych
pomiarach oraz odpowiadajgce im mapy wspotczynnika dyfuzji (ADC).
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Analiza wspoltczynnikéow dyfuzji

e Grupa szczuréw zdrowych

Grupa szczuréw zdrowych (bez laminektomii) postuzyta do obliczenia
wartosci wspotczynnikow dyfuzji dla istoty bialej 1 szarej prawidtowego rdzenia
kregowego. Byla to rowniez grupa kontrolna dla zwierzat z wykonang laminektomig.
Celem porownania tych dwoch grup (bez laminektomii i z samg laminektomig) bylo
okreslenie czy i w jakim stopniu ten zabieg, ktory byt wykonywano réwniez u
zwierzat z urazem, wplywal na zmiany dyfuzji wody w tkance rdzenia krggowego.

Uzyskane $rednie warto$ci wspotczynnikow dyfuzji dla catej istoty szarej i
biatej rdzenia kregowego, w grupie bez laminektomii, przedstawiono w tabeli 5 oraz

na rycinie 15.a-d.

Tab. 5. Wartosci IADC, tADC, ID i Al dla istoty biatej (WM) i szarej (GM) dla
grupy bez laminektomii.

WM GM
IADC | $rednia 2.049 - 107 1.111 - 107
[mm?s] | min-max 1.877 —2.298 - 107 0.794 — 1.746 - 107
SD 0.163 - 107 0.374 - 107
tADC | $rednia 0.271 - 107 0.641 - 10~
[mm%/s] | max/min 0.186 —0.325 - 107 0.6-0.672 - 107
SD 0.052 - 107 0.026 - 107
ID Srednia 0.134 0.628
min-max 0.082 - 0.161 0.381 - 0.834
SD 0.031 0.163
Al Srednia 0.765 0.243
max/min 0.722 — 0.849 0.0984 — 0.454
SD 0.049 0.131
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WM i GM: ADCx, ADCy, ADCz WM i GM: IADC, tADC
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06 06
05 0.5
04 04
0.3 0.3
0.2 0.2

0.1 0.1

0.0

WM-AI

Ryc.15.c. Ryc.15.d.

Ryec. 15.a-d. Wartosci ADCx, ADCy, ADCz oraz IADC, tADC, ID i Al dla istoty
biatej (WM) i szarej (GM) dla grupy bez laminektomii.

W  grupie szczuréw bez laminektomii zaobserwowano, ze istota biata
wykazywata wysoki stopien anizotropii dyfuzji wyrazony wspotczynnikiem Al,
wynikajacy z prawie dziesigciokrotnie wigkszej dyfuzji podtuznej (IADC) w
stosunku do $redniej dyfuzji w kierunkach poprzecznych (tADC). Wspotczynnik
dyfuzji podtuznej w istocie biatej byt dwukrotnie wigkszy niz w istocie szarej. W
istocie szarej anizotropia zaznaczona byla tylko nieznacznie, a wysoki byt
wspotczynnik izotropii ID. Podobnie jak w istocie biatej warto$¢ wspotczynnika
dyfuzji podtuznej byta wigksza od wspotczynnika dyfuzji poprzecznej, ale tylko
niespetna dwukrotnie.

Wielko$¢ dyfuzji w kierunkach poprzecznych do osi rdzenia (ADCx 1 ADCy)
oddzielnie w obrebie istoty biatej i szarej mialy zblizone do siebie warto$ci.
Poréwnujac $rednig dyfuzje dla tych kierunkdéw, wyrazong przez wspotczynnik
dyfuzji poprzecznej, zaobserwowano, ze jest ona ponad dwa razy wigksza w istocie
szarej, niz w biate;j.

Na podstawie testu ANOVA wykazano brak istotnych statystycznie rdznic
(p>0.05) w srednich wartosciach wspotczynnikow dyfuzji dla catej istoty bialej i

szarej, pomiedzy trzema badanymi warstwami osiowymi w tej grupie zwierzat.
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e Grupa z laminektomia

Zwierzeta z wykonang samg laminektomig stanowily wlasciwg grupe

kontrolng dla dwdch pozostatych grup szczurow z wykonanym urazem rdzenia

kregowego.

W grupie

z laminektomig

analiz¢ wspotczynnikow  dyfuz;ji

przeprowadzono w pordéwnaniu do grupy szczurow zdrowych bez laminektomii.

Zaobserwowano roznice w wartosciach porownywanych parametréw dyfuzji we

wszystkich trzech warstwach osiowych, a wigc roéwniez poza obszarem zmian

widocznych w obrazach T,-zaleznych. Uzyskane $rednie warto$ci wspotczynnikdéw

dyfuzji dla calej istoty szarej i bialej rdzenia kregowego, w grupie z laminektomisa,

przedstawiono w tabeli 6 oraz na rycinach 17, 181 19.

Tab. 6. Warto$ci $rednie IADC, tADC, ID i Al dla calej istoty biatej (WM) 1 szarej
(GM) dla grupy z laminektomig, w trzech warstwach osiowych, w kolejnych
pomiarach. Pomniejszong czcionka ponizej wartoSci wspotczynnikow dyfuzji
podano wartosci odchylenia standardowego.

warstwa 1 warstwa 2 warstwa 3
WM GM WM GM WM GM
IADC[2.04 - 10710.81 - 10°[1.92 - 10| 0.5 - 10~ [2.05 - 107 |0.82 - 10~
[mm*/s]| 0.311-10° | 0311-10° | 0242-10° | 0.167-10° | 0.99-10° | 0156107
. tADC[0.25 - 107{0.58 - 107]0.26 - 107 | 0.2 - 10™ |0.25 - 107|0.55 - 10~
S = | [mm¥s]| 0.023-10° 0.023 - 107 0.035 - 107 0.052 - 107 0.02 - 107 0.018 - 10°
g — D 0.125 0.735 0.134 0.733 0.125 0.691
a. 0.023 0.027 0.004 0.175 0.005 0.111
Al 0.778 0.162 0.764 0.170 0.779 0.194
0.036 0.036 0.006 0.121 0.009 0.08
IADC[2.23 -107[0.97 - 10°[2.13-10°] 0.9 - 107 [2.18 - 107[0.92 - 10~
[mm*s]| o.11-10° 0.11-10° 0.088-10° | 0.121-10° | 0.183-10° | 0212-10°
< tADC|0.28 - 10°]0.50 - 107|0.32 - 107 |0.51 - 10°]0.25 - 107 |0.58 - 10
S fr [mm¥s]| 0014-10° | 0142-10° | 0.14-10° | 0.085-10° | 0.086- 10" 0.11-10*
g N D 0.129 0.533 0.152 0.59 0.115 0.662
a, 0.054 0.054 0.043 0.138 0.039 0.148
Al 0.779 0.314 0.748 0.272 0.797 0.216
0.081 0.081 0.06 0.115 0.063 0.114
IADC[2.04 - 10°]0.94 - 10°[1.91 - 10°[0.81 - 107 [1.98 - 107 [0.86 - 10~
[mm*s]| 0225-10° | 0225-10° | 0.116-10° | 0.182-10° | 0.195-10° | 0.113-10°
< tADC|0.24 - 10°]0.46 - 1070.23 - 107| 0.5- 10 [0.24 - 107|0.52 - 10
.8 g [mm%s] | 0.066- 10° 0.142-10° | 0.101-10° | 0.089-10° | 0.117-10° 0.09 - 10
g <t 1)) 0.117 0.502 0.122 0.643 0.119 0.611
e, 0.030 0.054 0.039 0.146 0.043 0.073
Al 0.794 0.338 0.789 0.235 0.794 0.251
0.049 0.081 0.065 0.111 0.065 0.066
IADC[2.32-107]1.28 - 107[2.53 - 107[1.55 - 107 [2.46 - 107[ 1.31- 10~
[mm*/s]| 0.092- 107 0.092-10% | 0.408-10° | 0.642-10° 0.145 - 107 0.189 - 107
T - [tADC|0.25-107[0.54 - 107]0.22 - 107|0.56 - 107]0.27 - 107|0.64 - 10
8 % |[mm¥s]| 0054107 0.054- 107 0.027-10° | 0.054-10° | 0.059-10° | 0.052-10°
g ° D 0.106 0.447 0.089 0.404 0.111 0.496
e, 0.019 0.019 0.0127 0.142 0.0154 0.033
Al 0.807 0.394 0.835 0.438 0.803 0.339
0.032 0.032 0.021 0.141 0.024 0.03
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Najsilniejsze zmiany widoczne byly w istocie szarej rdzenia krggowego,
gdzie zaobserwowano znamienny statystycznie spadek warto$ci tADC w obrgbie
wszystkich trzech badanych warstw (Ryc. 17.d. Ryc. 18.d. Ryc. 19.d.). Zmiany te
obejmowaty caty obszar istoty szarej. Poziom istotnos$ci statystycznej dla
poréwnania poszczegolnych czesci istoty szarej pomigdzy grupa z laminektomia i
bez laminektomii prezentuje tabela 7. Spadek dyfuzji poprzecznej najsilniej
zaznaczony byt w centrum laminektomii 1 w kolejnych warstwach byt coraz
mniejszy. Na podstawie testu ANOVA nie udalo si¢ jednak wykaza¢ istotnych
statystycznie roznic pomig¢dzy warto$ciami tADC w zalezno$ci od odlegtosci od
srodka laminektomii (p>0.05).

W centrum zabiegu zaobserwowano roéwniez roznice w wartosciach
wspotczynnika tADC pomigdzy poszczegdlnymi czgéciami istoty szarej (Ryc.16.a).
Najsilniejszy spadek dyfuzji poprzecznej dotyczyt rogéw grzbietowych, potozonych
najblizej miejsca zabiegu 1 uciskajagcego powierzchni¢ grzbietowg rdzenia krwiaka.
Najstabszy spadek tADC widoczny byt po stronie przeciwnej w rogach brzusznych,
natomiast zmiany w istocie szarej posredniej pokrywaty si¢ ze Srednim warto§ciami

dla catej istoty szare;.

Centrum laminektomii: GM - tADC Centrum laminektomii: GM - Al
0.0008 050
0.40
— 0.0006 =
2 T 0.30
E 0.0004 I
g 3 -: I 0.20
2 00002 0.10
0.00
0-0000 1 24 48 168
1 24 .. 48 168 czas [h]
— RG RB — |SZP — RG RB — |SZP
Ryc.16.a. Ryc.16. b.

Ryc.16.a,b. Zmiany warto$ci tADC 1 Al w centrum laminektomii, w kolejnych
pomiarach, dla wybranych czg¢sci istoty szarej (GM): RG - rogi grzbietowe, RB - rogi
brzuszne, ISZP - istota szara posrednia; kolorem szarym zaznaczono wartosci $rednie
dla catej istoty szarej.
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Tab. 7. Poziom istotnosci statystycznej dla roéznic wspdiczynnika tADC w istocie
szarej; grupa z laminektomig w poréwnaniu z grupa bez laminektomii, test U Manna-
Whitney'a.

pomiar
I-1h | 2-24h | 3-48h | 4-168h
ﬁ GM 0.009 0.009 0.009 0.025
£_| RrG 0.028 0.009 0.009 0.052
5 RB 0.047 0.028 0.009 0.101
) GM 0.009 0.028 0.009 0.052
24| RG 0.009 0.028 0.016 0.025
5 RB 0.016 0.047 0.028 0.052
j GM 0.047 0.464 0.028 0.881
Z.| RG 0.047 0.250 0.028 0.456
5 RB 0.016 0.250 0.117 0.654

GM - cafa istota szara, RG - rogi grzbietowe, RB - rogi brzuszne. Pogrubialg
kursywa zaznaczono wartos$ci statystycznie istotne (p<0.05).

We wszystkich trzech warstwach zaobserwowano rowniez, ze wartosci
wspotczynnika tADC w istocie szarej zmieniajg si¢ w czasie. W kolejnych trzech
pomiarach dyfuzja poprzeczna zmniejszata si¢ coraz bardziej, osiggajac po uptywie
48 godzin najnizszg zaobserwowang warto$§¢. W centrum laminektomii wykazano
uzywajac testu ANOVA, Ze czas znamiennie wplywal na obserwowane roznice
wartosci tADC w istocie szarej (p=0.024) oraz na podstawie testu Wilcoxon'a, ze
istotna statystycznie byta réznica w wartosci tADC pomiedzy pomiarami po 1 i 48
godzinie (p=0.043). Po uptywie siedmiu dni zaobserwowano odwrdcenie si¢
kierunku zmian dyfuzji poprzecznej, i wzrost jej wartosci.

W istocie szarej rdzenia zaobserwowano rowniez niewielkie pod wzgledem
wartos$ci, statystycznie nieistotne, zmniejszenie si¢ dyfuzji podtuznej. Zmiany te
widoczne byly we wszystkich trzech warstwach i1 niezaleznie od odlegtosci, od
centrum zabiegu mialy podobne nasilenie (Ryc. 17.b. Ryc. 18.b. Ryc. 19.b). Spadek
IADC w trzech pierwszych pomiarach utrzymywal si¢ na podobnym poziomie.
Natomiast po uptywie siedmiu dni zaobserwowano wzrost dyfuzji podluzne; w
istocie szarej do wielkosci przekraczajacy warto$ci dla grupy bez laminektomii.

Wynikiem powyzszych zmian dyfuzji wody byly zmiany anizotropii istoty
szarej. Zmiany Al podobnie jak tADC najsilniejsze byly w rogach tylnych 1 istocie

szarej posredniej, a najstabiej wyrazone w rogach przednich (Ryc.16.b). W
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porownywanych grupach (bez laminektomi i z sama laminektomig), w centrum
zabiegu zaobserwowano istotng roznice w warto§ciach Al w 2, 3 i 4 pomiarze (test U
Mana Whitney'a: 24h - p=0.028, 48h - p=0.016, 168h - p=0.025). Wspotczynnik
anizotropii w pierwszym pomiarze obnizyt si¢, a nastepnie w kolejnych pomiarach,
niezaleznie od odleglosci od centrum laminektomii rdést osiggajac wartosci wyzsze
niz w grupie bez laminektomii (Ryc. 17.h. Ryc. 18.h. Ryc. 19.h). Opisane zmiany Al
w pierwszej warstwie byly znamiennie zalezne od czasu (p=0.003) - test ANOVA,
jak réwniez istotna byla roznica pomigdzy wartosciami Al po 1 1 48 godzinie
(p=0.043) - test Wilcoxon'a .

W istocie bialej rdzenia kregowego w grupie z wykonang tylko laminektomia
zaobserwowano zmiany dotyczace przede wszystkim dyfuzji poprzeczne;j.
Wspotczynnik tADC we wszystkich trzech warstwach obnizyt si¢ nieznacznie, w
podobnym zakresie warto$ci i nie podlegat istotnym zmianom w czasie (Ryc. 17.c.
Ryc. 18.c. Ryc. 19.c). Nastepstwem tych zmian byl zauwazalny niewielki, staty w
czasie wzrost Al i spadek ID, widoczne we wszystkich trzech warstwach (Ryc.
17.e,g. Ryc. 18.e,g. Ryc. 19.e,g). Nie stwierdzono réznic w zmianach tADC oraz ID i
Al pomigdzy warstwami. Dyfuzja podtuzna w pierwszych trzech pomiarach,
utrzymywata si¢ na niezmienionym poziomie (odpowiadajagcym grupie bez
laminektomii), a po siedmiu dniach we wszystkich warstwach zaobserwowano,

podobnie jak w istocie szarej wzrost jej wartoSci.
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Ryc. 17.a-h. Srednie wartosci wspotczynnikow dyfuzji dla catej istoty bialej i szarej,
w centrum zabiegu (warstwa 1), w kolejnych pomiarach, dla grupy z laminektomia
(kolor granatowy) oraz grupy z urazem (kolor z6lty). Kolorem szarym zaznaczono

poziom prawidtowych wartosci dla grupy szczuréw zdrowych bez laminektomii.

WM - istota biata, GM - istota szara, IADC - wspolczynnik dyfuzji podtuznej, tADC
- wspotczynnik dyfuzji poprzecznej, ID - wspotczynnik izotropii, Al - wspotczynnik

anizotropii.
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Ryc. 18.a-h. Srednie wartosci wspotczynnikow dyfuzji dla calej istoty biatej i szarej,
2,8 mm od centrum zabiegu (warstwa 2), w kolejnych pomiarach, dla grupy z
laminektomig (kolor granatowy) oraz grupy z urazem (kolor zo6lty). Kolorem szarym
zaznaczono poziom prawidtowych wartosci dla grupy szczurow zdrowych bez

laminektomii.

WM - istota biata, GM - istota szara, IADC - wspotczynnik dyfuzji podtuznej, tADC
- wspotczynnik dyfuzji poprzecznej, ID - wspotczynnik izotropii, Al -

anizotropii.
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WM - IADC (warstwa 3) GM - IADC (warstwa 3)
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Ryc. 19.a-h. Srednie wartosci wspotczynnikow dyfuzji dla calej istoty biatej i szarej,
5,6 mm od centrum zabiegu (warstwa 3), w kolejnych pomiarach, dla grupy z
laminektomig (kolor granatowy) oraz grupy z urazem (kolor z6tty). Kolorem szarym
zaznaczono poziom prawidlowych wartosci dla grupy szczuréw zdrowych bez

laminektomii.

WM - istota biata, GM - istota szara, IADC - wspotczynnik dyfuzji podtuznej, tADC
- wspotczynnik dyfuzji poprzecznej, ID - wspotczynnik izotropii, Al - wspotczynnik

anizotropii.
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e Grupa z urazem rdzenia

Uzyskane $rednie wartosci wspotczynnikow dyfuzji dla calej istoty szarej 1 biatej
rdzenia krggowego, w grupie z wykonana laminektomig i nast¢pnie urazem
mechanicznym, przedstawiono w tabeli 8 oraz na rycinach 17, 18 1 19.
Tab. 8. Warto$ci $rednie IADC, tADC, ID i Al dla calej istoty biatej (WM) 1 szarej
(GM) dla grupy z urazem rdzenia, w trzech warstwach osiowych, w kolejnych

pomiarach. Pomniejszong czcionka ponizej wartosci wspotczynnikow dyfuzji
podano warto$ci odchylenia standardowego.

warstwa 1 Warstwa 2 warstwa 3

WM GM WM GM WM GM

IADC|1.54-107°]0.99 - 10 [2.24 - 10°]1.22 - 107[2.32- 107 [ 1.49 - 10~
[mm‘/s] 0.344 - 107 0.471- 103 0.692 - 107 0.673 - 107 0.627 - 107 0.774 - 107

T |[tADC[0.28-107|0.57 - 10°]0.29 - 10”|0.58 - 107|033 - 10”*| 0.6 - 10”
S <= [mmz/s] 0.084 - 10~ 0.106 - 10~ 0.077 - 10” 0.087 - 107 0.096 - 10~ 0.111 - 10"
E~| Ip | 0198 | 0667 | 0139 | 059 | 0162 | 0.508
o, 0.044 0.161 0.052 0.166 0.062 0.25
Al | 0676 | 0219 | 0762 | 0291 | 0735 | 0369
0.057 0.121 0.069 0.136 0.071 0.214
[ADC|1.53- 10°[1.18 - 107|221 - 10° | 1.54 - 107|224 - 10°| 1.6 - 10°
[mm?/s] 036 - 107 0.92- 107 0.635 - 10° 0.676 - 10~ 0.682 - 10~ 0.744 - 10°
o~ [tADC[0.39 - 10|0.64 - 107 |0.34 - 10| 0.6 - 10”* |0.31 - 10| 0.64 - 10”
§ = [mmz/s] 0.301 - 107 0.269 - 10~ 0.254 - 10" 0.11- 107 0.131 - 10" 0.104 - 10'3
ES| D | 0300 | 0588 | 0167 | 0453 | 0.16 0.51
8—4 0.22 0.178 0.14 0.153 0.116 0'205
Al | 038 | 0282 | 0733 | 0397 | 0739 | (3sg
0.182 0.137 0.162 0.155 0.141 6.186

IADC|1.83-103|1.56-107|2.41-10°]1.72 - 10°]0.14 - 10| 1.43 - 107

[mm%s]| 0.563-10° 0.597 - 107 0.792 - 107 0.945 - 107 0.584 - 107 0.582 - 10°

Dl tADC|0.48 - 1073]0.72 - 107 [0.34 - 10°]0.59 - 10 [0.29 - 107 [0.61 - 10~
8 = [mm%s]| 0379103 0.24 - 103 0.222 - 10° 0.069 - 107 0.054 - 107 0.080 - 10°
E¥| D 0.292 0.547 0.159 0.448 0.141 0.509
Q. 0.258 0.288 0.131 0.22 0.036 0.199
Al 0.605 0.338 0.745 0.416 0.754 0.353
0.207 0.192 0.152 0.202 0.052 0.161

IADC 5147 -10°[1.99 - 107 1.5 - 107 [1.94 - 10°]1.32 - 107
[mm?/s] 1.57 - 1(_)3 0.451 - 107 0.437 - 10° 0439-10° | 0.629-10° 0.467 - 10°
tADC| %2® 10 10.74 - 107035 - 10°]0.57 - 107 0.31 - 10°]0.59 - 107

< 3
8 i [mm%s] 0.39 - 1(_)3 0.262 - 107 0.182 - 107 0.083 - 10” 0.081 - 10° 0.085 - 10
EE | p | M0 0.534 0.206 0.432 0.217 0.514
84 — 0.318 0.157 0.152 0.147 0.198 0.15
Al 0"'515678 0.327 0.686 0.429 0.683 0.344
(;.127 0.135 0.156 0.125 0.174 0.137

Poréwnujac grupy szczuréw z wykonang sama laminektomig oraz z
laminektomig i urazem rdzenia, zaobserwowano, ze zmiany dyfuzji wody zaréwno w
istocie bialej jak i szarej miaty w tych grupach przeciwny charakter, w odniesieniu

do prawidlowego rdzenia zdrowego szczura. W istocie biatej obserwowane zmiany
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dotyczyty przede wszystkim pierwszej warstwy, przechodzacej przez centrum urazu,
a w istocie szarej zauwazalne byly we wszystkich trzech warstwach.

W istocie biatej w centrum urazu zaobserwowano obnizenie si¢ dyfuzji
podtuznej we wszystkich czterech pomiarach, w poréwnaniu do grupy kontrolnej z
samg laminektomig (Ryc. 17.a). W warstwie drugiej natomiast dyfuzja podtuzna w
pierwszych trzech badaniach wykazywata nieznaczny wzrost, najbardziej
zaznaczony po 48 godzinach (Ryc. 18.a). Stwierdzono, ze r6znice w wartosciach
IADC pomigdzy centrum urazu, a dwoma warstwami dalszymi byly statystycznie
istotne w pierwszym i drugim pomiarze (Tab. 9).

Tab. 9. Poziom istotnosci statystycznej dla roéznic wspdiczynnika IADC w istocie
biatej, w grupie z urazem; porownanie pomiedzy warstwami; test ANOVA.

pomiar
1-1h 2 -24h
warstwa 1 : 2 0.037 0.045
warstwa 1 : 3 0.019 0.035

Pogrubialg kursywa zaznaczono wartos$ci statystycznie istotne (p<0.05).

W centrum urazu znamienny spadek dyfuzji podtuznej stwierdzono we
wszystkich czesciach istoty bialej (Tab. 10). Spadek dyfuzji podtuznej najsilniejszy
byt w sznurach grzbietowych, bedacych miejscem bezposredniego dziatania
czynnika uszkadzajacego. Nie zauwazono natomiast roéznicy pomig¢dzy czgsécia
brzuszng 1 grzbietowg sznurdw bocznych. Opisane zmiany widoczne byly we
wszystkich pomiarach (Ryc. 20.a).

Tab. 10. Poziom istotnosci statystycznej dla réznic wspotczynnika IADC w istocie

bialej, w centrum urazu; grupa z urazem w poréwnaniu z grupa laminektomia; test U
Manna-Whitney'a.

pomiar
1 -1h 2-24h 3 -48h 4 - 168h
WM 0.014 0.014 0.9 0.011
SZBG 0.05 0.02 0.946 0.018
SZBB 0.05 0.014 0.386 0.011
SZG 0.013 0.007 0.037 0.014

WM - cala istota biata, SZBG - czg$ci grzbietowe sznurow bocznych, SZBB - czesci
brzuszne sznuréw bocznych, SZG - sznury grzbietowe. Pogrubialg kursywa
zaznaczono wartosci statystycznie istotne (p<0.05).
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Analizujac zmiany dyfuzji poprzecznej w istocie biatej zaobserwowano w
centrum urazu stopniowy wzrost jej wartosci, w trakcie pierwszych trzech pomiarow
(Ryc. 17.¢c). Po uplywie 48 godzin wspotczynnik tADC osiggnat najwicksza
zaobserwowang warto$¢, znamiennie roznigcg si¢ od wartosci tADC dla szczurdéw z
laminektomig (p=0.013). W siodmym dniu od urazu zaobserwowano spadek wartosci
dyfuzji poprzecznej. W warstwach dalej potozonych od centrum urazu dyfuzja
poprzeczna utrzymywata si¢ na nieznacznie wyzszym poziomie niz u SZCzZuréw z
laminektomia, nie wykazujac zadnych istotnych zmian w czasie (Ryc. 18.c. 1 Ryc.
19.c).

W nastgpstwie zmian dyfuzji wody (spadku 1ADC i wzrostu tADC), w
centrum urazu, w istocie bialej rdzenia krggowego zaobserwowano znamienny
statystycznie w porownaniu do grupy kontrolnej spadek anizotropii i wzrostu

izotropii (Tab. 11. 1 Ryc. 17.e,g).

Centrum urazu: WM - IADC 100 Centrum urazu: WM - Al
0.0030 ’
0.0025 T 080 L T 2
& 0.0020 T S
g L / _ 0s0
E 00015 < B
o 0.40
A 0.0010
< L
0.0005 4 020
0.0000 0.00
1 2 asm 2 168 1 24 asm 48 168
— S7BG SZBB — S 7 (G — SZBG SZBB —SZG
Ryec. 20.a. Ryc.20.b.
Centrum urazu: GM - IADC Centrum urazu: GM - tADC
0.0020 0.0008
= 0.0015 I = 0.0006
g g , g
E 0.0010 - E 0.0004
| 1 8
< 0.0005 & < 0.0002
0.0000 J 0.0000
1 24 e 8 168 1 2 e 8 168
— RG RB — |SZP — RG RB — |SZP
Ryec. 20.c. Ryec. 20.d.

Ryc. 20.a-d. Zmiany wartosci IADC, tADC i Al w centrum urazu, w kolejnych
pomiarach, dla wybranych czg¢sci istoty szarej (GM): RG - rogi grzbietowe, RB - rogi
brzuszne, ISZP - istota szara posrednia i biatej: (WM): SZG - sznury grzbietowe,
SZBG - cze$ci grzbietowe sznurdw bocznych, SZBB - cze$ci brzuszne sznuréw
bocznych; kolorem szarym zaznaczono warto$ci $rednie dla calej WM 1 GM.
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Zmiany Al najsilniej zaznaczone byly w sznurach grzbietowych, a najstabie;j
po stronie brzusznej rdzenia (Ryc. 20). Spadek anizotropii 1 wzrost izotropii istoty
biatej nasilaly si¢ w czasie 1 wykazywaly znamienne rdéznice w wartosciach
pomigdzy pierwszym i ostatnim pomiarem (Al p=0.016; ID p=0.021).

Tab. 11. Poziom istotno$ci statystycznej dla réznic wspotczynnikow Al i ID w

istocie bialej, w centrum urazu; grupa z urazem w porOwnaniu z grupg z
laminektomig; test U Manna-Whitney'a.

pomiar
1-1h 2 -24h 3 -48h 4 - 168h
Al 0.033 0.02 0.006 0.011
ID 0.033 0.02 0.006 0.011

Pogrubiatg kursywg zaznaczono wartos$ci statystycznie istotne (p<0.05).

W istocie szarej we wszystkich warstwach zaobserwowano stopniowy wzrost,
a nastegpnie spadek dyfuzji podtuznej (Ryc. 17.b. Ryc. 18.b. Ryc. 19.b). Widoczne
byly réznice pomigdzy poszczegélnymi warstwami. Po pierwszej godzinie
najwickszy wzrost IADC zaobserwowano w najdalszej trzeciej warstwie, a
najstabszy w centrum urazu. W warstwie trzeciej 1ADC osiggneta maksymalng
warto$¢, istotng statystycznie w porownaniu do grupy kontrolnej (p=0.02)
najwczesniej, po 24 godzinach. W centrum urazu znamiennie statystyczny wzrost
IADC (p=0.029) widoczny byt do 48 godzinach, kiedy zaobserwowang najwyzsza
warto$¢, r6znigcg si¢ istotnie z grupa, z samg laminektomiag (p=0.019). W warstwie
drugiej zmiany w czasie miaty podobny przebieg jak w centrum urazu.

Zaobserwowane zmiany dyfuzji poprzecznej w istocie szarej dotyczyly
gléwnie centrum urazu (Ryc. 17.d). Wartos¢ tADC w pomiarze po pierwszej
godzinie zblizona byta do wartosci dla grupy kontrolnej (z samg laminektomia), a
nastgpnie zanotowano stopniowo jej wzrost przez wszystkie kolejne pomiary.
Stwierdzono, ze réznica wartosci tADC pomigdzy pierwszym i trzecim pomiarem
byla na granicy poziomu statystycznej istotnosci p=0.05. Wtedy tez (po 48
godzinach) warto$¢ dyfuzji poprzecznej istotnie rdznita si¢ w poréwnaniu do grupy
kontrolnej (p=0.013). W pozostatych dwoch warstwach dyfuzja poprzeczna w istocie
szarej byta nieznacznie podwyzszona i nie stwierdzono tam istotnych zmian w czasie
(Ryc. 18.d. Ryc. 19.d).

Zmiany dyfuzji wody wywotane urazem w podobny sposob obejmowaty caty
obszar istoty szarej. Dotyczyto to zaréwno wartosci, jak 1 zmian w czasie (Ryc.

20.c,d). Jedyna dostrzegalng réznice mozna byto zauwazy¢ po siedmiu dniach od
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urazu, kiedy powrot dyfuzji poprzecznej i podtuznej do wartosci prawidtowych
wyrazniejszy byt w rogach brzusznych rdzenia kregowego.
Ocena neuroprotekcji rdzenia Kkregowego po urazie mechanicznym na

podstawie analizy wspoélczynnikow dyfuzji

Uzyskane $rednie warto$ci wspotczynnikow dyfuzji dla calej istoty szarej i
biatej rdzenia krggowego, w grupie z urazem rdzenia 1 zastosowang neuroprotekcja
przedstawiono w tabeli 12.

Tab. 12. Warto$ci $rednie IADC, tADC, ID 1 Al dla catej istoty biatej (WM) 1 szarej

(GM) dla grupy z urazem rdzenia i MPEP, w trzech warstwach osiowych, w
kolejnych pomiarach. Pomniejszong czcionka ponizej wartosci wspdlczynnikow

dyfuzji podano warto$ci odchylenia standardowego.

warstwa 1 warstwa 2 warstwa 3
WM GM WM GM WM GM
IADC|[1.45-107[0.78 - 107 |1.80 - 10°[0.99 - 107 [1.85 - 107 | 1.14 - 10~
[mm*/s]| 0.342- 10" 0.145 - 10 0.24 - 10 0.166 - 10 0.216 - 10 0.256 - 10
” tADC[0.25-107|0.59 - 10°[0.26 - 10°|0.60 - 10°| 0.3 - 10~ | 0.63 - 10~
.8 < | [mm%s]| 0.055-10° 0.074 - 10 0.064 - 10 0.067 - 107 0.085 - 107 0.056 - 10
g — | ID 0.193 0.818 0.148 0.642 0.167 0.599
=y 0.053 0.21 0.041 0.173 0.048 0.158
Al 0.684 0.122 0.745 0.235 0.717 0.267
0.074 0.119 0.061 0.117 0.068 0.115
IADC|1.44-107]0.97 - 107 |1.88 - 10°[1.06 - 10| 1.9 - 10 |1.14 - 10~
[mm*/s]| 0.332-10° 0.189- 10 0.137 - 10 0.144 - 10 0.323 - 10 0.205 - 10
N tADC[0.32-107|0.62 - 10°[0.25 - 10°|0.55 - 10°[0.32 - 10| 0.64 - 10~
,§ < | [mm¥s]| 0099 -10* 0.094 - 107 0.112 - 10 0.073 - 107 0.14 - 10 0.117 - 10
g 3| D 0.245 0.666 0.136 0.544 0.189 0.576
<y 0.077 0.11 0.054 0.112 0.086 0.102
Al 0.617 0.208 0.764 0.306 0.7 0.276
0.101 0.083 0.081 0.093 0.104 0.082
IADC| 144 - 103]1.02-10°[1.76 - 10°]1.16 - 10°|1.67 - 10°]0.98 - 107
[mm?¥s]| 0.22-10° 0.142- 10° 0.203 - 10° 0.176 - 10° 0.311-10° 0.244 - 10°
©  [tADC|0.35-107]0.68 - 107[0.31 - 107]0.62 - 107| 0.3 - 10° | 0.63 - 107
8 <= [mm?s]| 0.176 - 107 0.094 - 107 0.263 - 10° 0.144 - 107 0.186 - 107 0.17 - 107
g S| D 0.295 0.695 0.201 0.554 0.2 0.687
=9 0216 0.16 0.217 0.129 0.163 0.202
Al 0.588 0.197 0.704 0.299 0.69 0.206
0.192 0.087 0.209 0.101 0.18 0.126
IADC|155-103]1.01 - 10°[1.78 - 10°]1.09 - 10°[1.79 - 107 | 1.14 - 107
[mm*/s]| 0.308 - 10° 0.204 - 10° 0.138 - 107 0.102 - 10° 0.243 - 10° 0.225 - 10°
¥ _|tADC[0.30 - 107|0.61 - 107]0.26 - 10°|0.54 - 107]0.28 - 10°]0.59 - 10°
S % | [mm%s]| 0.06-10° 0.102 - 107 0.062 - 10° 0.079 - 107 0.046 - 107 0.064 - 10°
g | ID 0.225 0.633 0.156 0.512 0.168 0.544
=9 0.085 0.125 0.04 0.1 0.049 0.112
Al 0.648 0.235 0.737 0.335 0.719 0.306
0.109 0.098 0.06 0.085 0.069 0.1
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1 24 czas [h] 48 168

GM - IADC (warstwa 2)

1 24 czas[h] 48 168

GM - IADC (warstwa 3)

0.0005

0.0000

1 £4 czas [h] 4‘8 1(;8
Ryc.21.c.

Ryc. 21.a-c. Srednie wartosci wspotczynnika dyfuzji podtuznej (IADC) dla catej
istoty szarej (GM), w trzech kolejnych warstwach, w kolejnych pomiarach, dla grupy
z laminektomia (kolor granatowy), grupy z laminektomig i1 urazem (kolor z6ity) i
grupy z laminektomia, urazem i MPEP (kolor czerwony).

Na podstawie przeprowadzonej analizy wspotczynnikéw  dyfuzji
zaobserwowano w obrebie istoty szarej, ze u szczurOw z zastosowang neuroprotekcja
warto$ci dyfuzji podluznej, w porownaniu do grupy z laminektomia, we wszystkich
trzech warstwach, w czasie trzech kolejnych pomiaréw, byly coraz wigksze, ale ten
wzrost warto$ci IADC byt mniejszy niz w grupie z urazem bez leku (Ryc. 21.a-c).
Zmiany 1ADC zachodzace w centrum zabiegu, w grupie z podanym lekiem,
podobnie jak w grupie bez leku byly znamiennie zalezne od czasu (p=0.004) - test
ANOVA.

Wykazano na podstawie testu U Manna-Witney'a istotng statystycznie

réznice w warto$ciach dyfuzji podtuznej, dla calej istoty szarej, pomiedzy grupa z
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lekiem i bez leku: w centrum urazu po 48 godzinach (p=0.038), a w drugiej warstwie
po 24 godzinach (p=0.041) i 168 godzinach (p=0.007). Zaobserwowano réwniez, ze
roznice te dotyczyly zaro6wno rogow brzusznych jak i grzbietowych istoty szarej

(Ryc. 23.c,d).

WM - tADC (warstwa 1)

0.0006

0.0005

o
o
S
=]
=

0.0003 ——

tADC [mm2/s]

0.0002 4~

0.0001

0.0000
48 168

1 24 czas [h]

Ryc. 22. Srednie wartosci wspotczynnika dyfuzji poprzecznej (tADC) dla catej istoty
bialej (WM), w centrum zabiegu, w kolejnych pomiarach, dla grupy z laminektomia
(kolor granatowy), grupy z laminektomig 1 urazem (kolor zotty) 1 grupy z
laminektomig, urazem i MPEP (kolor czerwony).

Druga réznice zaobserwowano w istocie bialej, w ktérej w centrum urazu, w
grupie z podanym lekiem, wzrost dyfuzji poprzecznej wywolany urazem rdzenia, we
wszystkich pomiarach, byl mniejszy niz u szczuréw bez leku (Ryc. 22). Roznice w
warto$ciach tADC dotyczyly zar6wno przedniej jak i tylnej czgséci sznuréw bocznych
(Ryc. 23.a,b). Nie udalo si¢ jednak wykaza¢ dla tej r6znicy w wartosciach dyfuz;ji

poprzecznej istotnosci statystyczne;.

Centrum zabiegu: SZBB - tADC Centrum zabiegu: SZBG - tADC

0.0006

—

Em— |aminektomia

czas [h]

uraz

48

168

m— uraz+MPEP

0.0005

0.0004

0.0003 é
0.0002 =

tADC [mm2/s]

0.0001

0.0000
1

Em— |aminektomia

24

czas [h]

uraz

48

168

e uraz+MPEP|

Ryc.23.a.

Ryc.23.b.
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Centrum zabiegu: RG - IADC

Centrum zabiegu: RB - IADC

0.0020 0.0020

0.0015 - =
7 O o 00015
3 )
£ £
E 00010 — £ 00010 -
Q 3}
a C - a
< 0.0005 < 50005

0.0000 0.0000

1 24 48 168
czas [h] 1 24 czas ] 48 168
S |aminektomia uraz — raz+MPEP S |aminektomia uraz e raz+MPEP|
Ryc.23.c. Ryc.23.d.

Ryc. 23.a-d. Zmiany wartosci tADC w brzusznych (SZBB) i grzbietowych (SZBG)
czesSciach sznuréw bocznych oraz zmiany IADC w rogach brzusznych (RB) i

grzbietowych (RG), w centrum zabiegu, w kolejnych pomiarach.
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Ocena behawioralna

Zwierzg¢ta z wykonanymi zabiegami samej laminektomii, laminektomii z
urazem rdzenia oraz laminektomi z urazem rdzenia i neuroprotekcjga poddane zostaty
ocenie czynnosci motorycznej konczyn tylnych, w oparciu 21 stopniowa skale BBB.
Ocena oparta byla o doktadng analiz¢ ruchomosci trzech glownych stawow konczyn
tylnych, koordynacji ruchow wszystkich konczyn migdzy sobg i z tulowiem.
Obserwacje behawioralne, ktore odzwierciedlaly funkcje rdzenia kregowego,
prowadzono aby oceni¢ czy w czasie zabiegu laminektomii nie doszto do
przypadkowego urazu rdzenia, aby poréwnaé¢ sit¢ 1 zakres urazu pomig¢dzy
poszczegdlnymi szczurami z urazem rdzenia 1 w celu oceny efektu
neuroprotekcyjnego zastosowanego leku (MPEP).

W grupie szczurOw z wykonana tylko laminektomig, nie zaobserwowano
zadnych deficytow funkcji rdzenia. Wszystkie osobniki wykazywaly pelna
sprawno$¢ motoryczng w zakresie konczyn tylnych i petng koordynacje ruchow w
czasie poruszania si¢.

W obu grupach zwierzat z urazem rdzenia zauwazono w kolejnych
obserwacjach stopniowa poprawe funkcji motorycznej kofczyn tylnych.
Zaobserwowano, ze wartosci $rednie w skali BBB byly wyzsze dla szczuréw z
urazem 1 zastosowana neuroprotekcja, niz w grupie bez neuroprotekcji, we
wszystkich obserwacjach (Ryc. 24). W obu grupach zwierzat z urazem zauwazono
obecno$¢ pojedynczych osobnikow, ktorych sprawno$¢ ruchowa odbiegata od
pozostalych zwierzat. Najpewniej dlatego obserwowane roznice pomiedzy tymi

dwoma grupami zwierzat nie osiggnety istotnosci statystycznej.

25
20
g 1517 Ouraz
E 10 +— Buraz+MPEP
4
("]
5 1|
0

24 48 168

24
czas [h]

Ryc. 24. Zmiany wartos$ci w skali BBB dla szczuroéw z urazem 1 urazem oraz
podanym lekiem.
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5. OMOWIENIE WYNIKOW I DYSKUSJA

Dyfuzja wody w tkance nerwowej jest zdeterminowana jej budowa
histologiczng. Dyskretne zmiany takich czynnikow jak wielko$¢ komorek,
organizacja przestrzenna witokien nerwowych, ciggtos¢ ostonek mielinowych czy
przepuszczalno$¢ bton komoérkowych wplywaja na zmiany tego procesu. Majac
zatem mozliwo$¢ oceny kierunkéw 1 wartosci dyfuzji wody mozna otrzymac¢ dane o
aktualnym stanie struktury tkanki nerwowej rdzenia i ewentualnym stopniu jej
uszkodzenia. Prowadzone na $wiecie badania eksperymentalne z zastosowaniem
techniki DWI, zar6wno na  wypreparowanych  rdzeniach  (ex-vivo)
[37,41,44,74,90,91,103], jak 1 zywych zwierzetach (in-vivo) [31,34,39,40], majg na
celu poznanie i zrozumienie, ktore procesy rozwijajace si¢ po urazie rdzenia i w jaki
sposob, wplywaja na zmiany dyfuzji wody. Stuza one do opracowania procedur
doswiadczalnych, a w przysztosci pelnego komercyjnego oprogramowania do badan
rdzenia kregowego cztowieka. Wyniki badan z zastosowaniem obrazowania DWI w
diagnostyce mozgowia [58,64,71,83] i pierwsze proby zastosowania tej metody w
badaniach rdzenia krggowego u ludzi [27,60,81,100] pokazaly, ze technika ta
zaczyna odgrywac¢ coraz wigksza role w diagnostyce chordb ukitadu nerwowego,
poniewaz daje mozliwo$ci uzyskania informacji niedostgpnych do tej pory przy

pomocy innych technik diagnostyki obrazowe;.

Zastosowany w prezentowanej pracy sposob obrazowania dyfuzji wody przy
pomocy rezonansu magnetycznego (obrazowanie anizotropii dyfuzji - DAI), okazat
si¢ w badaniach rdzenia krggowego metoda catkowicie wystarczajacg do otrzymania
powtarzalnych wynikow, ktore nastepnie postuzyly do ilosciowej analizy zmian
dyfuzji wody w rdzeniu, po urazie mechanicznym. Zastosowana metoda, w
poréwnaniu z obrazowaniem pelnego tensora dyfuzji, pozwolita na skrdcenie czasu
badania o potowe, ograniczajac przy tym stres i obcigzenie lekami anestetycznymi u
badanych zwierzat. Dzigki temu w tej pracy po raz pierwszy zastosowano technike
DWI do kilkukrotnie powtarzanych pomiaréw, w tym trzech pierwszych w
jednodniowych odstepach czasowych. Uzyskano w ten sposéb informacje o
charakterze 1 dynamice zmian dyfuzji wody w rdzeniu kregowym zachodzacych po

urazie [8,17,45,46,49].
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Uzyskane w prezentowanej pracy wyniki badanh DWI prawidlowych rdzeni
kregowych szczurow (bez laminektomii) wykazaly, ze dyfuzja wody w istocie biatej
jest silnie anizotropowa, natomiast w istocie szarej anizotropia jest tylko nieznacznie
zaznaczona. Wyniki te sg zgodne z badaniami do$wiadczalnymi innych autorow
przeprowadzonymi zaréwno na wypreparowanych rdzeniach jak 1 zywych
zwierzetach [34,37,39,44]. Rowniez warto$ci otrzymanych wspotczynnikow dyfuzji
byly podobne do tych, jakie uzyskali w swoich badaniach eksperymentalnych in-vivo
na szczurach Feneys [34] 1 Frankoni [39]. W prezentowane] pracy anizotropia
dyfuzji w istocie biatej, wynikala z prawie dziesigciokrotnie wigkszej dyfuzji
podtuznej od dyfuzji poprzecznej. Podobny stosunek IADC do tADC w istocie biatej
rdzenia wykazat w swoich badaniach Frankoni, natomiast Feneys wykazat IADC
sze$ciokrotnie wicksze od tADC. Taki charakter dyfuzji wody w istocie biatej jest
bezposrednio zwigzany z jej cytoarchitektonika. Jak bowiem wynika z badan na
szczurach z deficytem ostonek mielinowych, przeprowadzonych przez Gulianiego
[41], to blony komorkowe aksondéw sg czynnikiem najsilniej ograniczajacym dyfuzje
w tkance nerwowej. Dlatego w istocie biatej zbudowanej] z rownolegle
przebiegajacych aksonow dyfuzja podluzna znacznie przewyzsza dyfuzje
poprzeczng. Natomiast mielinizacja wiokien jedynie stopien anizoptropii dyfuzji w
istocie biatej nasila, ograniczajac jeszcze bardziej tADC 1 podwyzszajac IADC. W
przypadku wartosci wspotczynnikow dyfuzji w heterogennej istocie szarej, na ktora
sktadaja si¢ roznej wielkosci komorki nerwowe i gleju, widkna nerwowe bezrdzenne
lub z cienka oslonka mielinowa, oraz naczynia, zarowno w prezentowanej pracy jak i
u obu cytowanych wyzej autorow, stwierdzono okoto dwukrotnie wickszg wartos¢
IADC od tADC, co warunkowato prawie izotropowy charakter dyfuzji w tej tkance.

Dzigki roéznicy w wartosciach dyfuzji w kierunkach réwnoleglym 1
prostopadlym do osi rdzenia, migdzy istota bialg i szara, obrazy wazone dyfuzyjnie
jak i mapy ADC prezentuja bardzo wysoki kontrast pomigdzy tymi dwoma cz¢$ciami
rdzenia krggowego, trudny do zauwazenia lub catkowicie nieobecny na

konwencjonalnych obrazach MR.

W zastosowanym modelu urazu, przed jego wykonaniem, w celu odstonigcia
rdzenia konieczne bylo wykonanie zabiegu laminektomii. Powodowato to powstanie
krwiaka nadtwardowkowego, ktory doprowadzat do ucisku grzbietowej czesci
rdzenia. Mimo braku zmian charakteru sygnatu rdzenia w obrazach T,-zaleznych i

catkowicie prawidtowej czynnosci ruchowej zwierzat, wywotato to znamienne
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zmiany dyfuzji wody. Dotyczyly one przede wszystkim istoty szarej i wyrazaly si¢
zmniejszeniem dyfuzji poprzecznej i w mniejszym stopniu réwniez zmniejszeniem
dyfuzji podtuznej. W istocie biatej dziatanie krwiaka powodowato, podobnie jak w
istocie szarej, nasilenie restrykcji dyfuzji w kierunkach poprzecznych wyrazajace si¢
spadkiem tADC, natomiast zupelnie nie wptywato na wartosci dyfuzji podtuznej. W
efekcie tych zmian wzrdst jeszcze bardziej stopien anizotropii istoty biatej, i obnizyta
si¢ izotropia istoty szarej.

Problem laminektomii i jej nastepstw w postaci krwiaka nadtwardowkowego,
nie byt do tej pory opisywany w badaniach eksperymentalnych z zastosowaniem
DWI w urazach rdzenia krggowego, poniewaz opierajg si¢ one przede wszystkim na
modelach ex-vivo. Wypreparowany rdzen kregowy nie podlega dziataniu sit
zewnetrznych, przez co problem ewentualnego krwiaka i powodowanego przez
niego ucisku nie ma w tych badaniach znaczenia. Rowniez tematu tego nie poruszali
autorzy, ktorzy prowadzili podobne doswiadczenia z uzyciem konwencjonalnej
techniki MRI zaré6wno w badaniach in-vivo jak i ex-vivo [33,36,42].

Wiadomo jest, ze spadek catkowitej dyfuzji jest charakterystyczny dla
obrzeku cytotoksycznego istoty bialej mozgowia w  przebiegu udaru
niedokrwiennego [32]. Ten typ obrzgku jest wynikiem zwigkszonego naptywu wody
do wnetrza aksondow. Wzrost objetosci wody wewnatrzkomorkowej 1 z drugiej strony
zmniejszenie objetosci przestrzeni zewnatrzkomodrkowej, z rownoczesnym wzrostem
stopnia jej kretosci ma odpowiadaé za spadek tADC. Natomiast obrzek komorek
Schwanna w przestrzeni zewnatrzaksonalnej i redukcja dyfuzji wewnatrz aksonow
na skutek uszkodzenia cytoszkieletu 1 wzrostu lepkosci cytoplazmy, majg
odpowiada¢ za spadek IADC [14]. Wsrod autordw istniejg jednak réznice pogladow,
ktora frakcja wody (wewnatrz czy zewnatrzkomoérkowa) ma zasadniczy wptyw na
spadek wartosci catkowitego ADC w obrzeku cytotoksycznym. Silva w badaniach na
mozgach szczurow wykazal, ze to przestrzen wewnatrzkomorkowa, cechujaca si¢
silniejszg restrykcja dyfuzji ma wigkszy wptyw na catkowitg warto§¢ ADC zaréwno
w prawidlowym mozgu jak i w przebiegu niedotlenienia [86]. Natomiast Stanisz na
podstawie symulacji komputerowej wykazal, ze obrzgk aksondéw prowadzi do
spadku wartosci ADC w przestrzeni zewnatrzkomorkowej 1 nieznacznego wzrostu
ADC wewnatrz aksonow. Dlatego wedlug niego to zmiana objgtosci wody w
przestrzeni zewnatrzkomorkowej odpowiada przede wszystkim za spadek

catkowitego ADC [95].
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Wiadomo, ze mimo zachowania duzej staranno$ci i precyzji, podczas
wykonywania zabiegu laminektomii moze doj$¢ mikrouszkodzen rdzenia
kregowego, co potwierdzita analiza histopatologiczna, w badaniach opartych na
takim samym modelu eksperymentu [1]. Wykazano w nich, ze w obrebie rdzenia
niektorych szczuréw, z wykonang samg laminektomig obecne byly pojedyncze
ciemne neurony, bedace wyktadnikiem jego uszkodzenia. Jednakze nie stwierdzono,
aby wykonany zabieg laminektomii prowadzit do powstania silniejszego
uszkodzenia tkanki nerwowej. Brak zmian charakteru sygnatu rdzenia w obrazach
T,-zaleznych u szczuréw tej grupy takze przemawia przeciwko zwigkszonej
koncentracji wody, w miejscu ucisku rdzenia, typowej dla obrzeku.

Mozna zatem przypuszczaé, ze obserwowane obnizenie si¢ wartosci ADC u
szczurOw z samg laminektomig moglo by¢ wynikiem zmian w przestrzennej
organizacji struktury rdzenia wywolanej bezposrednim mechanicznym jego
uciskiem. W przypadku istoty biatej spadek dyfuzji poprzecznej tADC mogt wynikaé
ze zmniejszenia si¢ wymiaru poprzecznego aksonow, bo jak wiadomo z
przeprowadzonej przez Forda [38] symulacji komputerowej, warto§¢ tADC maleje
wraz ze zmniejszeniem si¢ $rednicy tych wiokien. Natomiast prawidlowe warto$ci
IADC, potwierdzalyby brak uszkodzenia ostonek mielinowych 1 struktur
cytoszkieletu wtokien osiowych. Trudniej natomiast jednoznacznie zinterpretowac
spadek wartosci ADC w istocie szarej, poniewaz zarowno badania eksperymentalne,
jak 1 analizy z uzyciem modeli teoretycznych, probujace korelowaé zmiany dyfuzji
wody z procesami zachodzacymi w tkance nerwowej odnosza si¢ przede wszystkim
do istoty biatej [14,21,38,95,103]. Sadzi¢ nalezy ze spadek wartosci ADC mogt by¢
przede  wszystkim  wynikiem  zwigkszenia  si¢  kretosci  przestrzeni
zewnatrzkomorkowej, wynikajagcego z  gestszego upakowania elementow
komorkowych, spowodowanego uciskiem i zmniejszeniem wymiaréw poprzecznych
rdzenia. Stad najpewniej rowniez wynika silniejszy spadek tADC, niz IADC w tej
tkance. Stopniowe nasilanie si¢ zmian tADC w pierwszych trzech pomiarach w
centrum zabiegu wynika¢ moglo z powigkszania si¢ objetosci krwiaka w tym
okresie.

Nie mozna jednak rowniez wykluczy¢, ze za spadek catkowitej dyfuzji w
miejscu ucisku rdzenia w grupie szczuroOw z samg laminektomia, moze odpowiadac
rozwijajace si¢ na tle kompresji niedotlenienie. Takie obserwacje wykazal w swoich
badaniach, u dwoch pacjentow z mielopatia na tle przewlektego ucisku, Bammer [7].

Wedhug tego autora zaobserwowany w miejscu ucisku rdzenia spadek catkowite;j
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dyfuzji, ktoremu towarzyszyt podwyzszony sygnal w obrazach T,-zaleznych, mogt
by¢ wilasnie wynikiem niedokrwienia i obrzeku komoérek w tym obszarze rdzenia.
Taka hipoteze potwierdzatyby rowniez badania u oso6b z ostrym niedokrwieniem
rdzenia, u ktorych rowniez stwierdzono spadek wartosci ADC w obszarze
niedotlenionej tkanki nerwowej [60].

Trudno$ci interpretacyjne sprawiaja wyniki uzyskane u szczuréw z wykonang
samg laminektomig po siedmiu dniach od zabiegu. Nieistotny statystycznie wzrost
warto$ci zarowno tADC jak i IADC w rdzeniu kr¢egowym moze wynikaé¢ z btedu
pomiaru. Szczury z wykonang sama laminektomia, wykazywaly peilng aktywnos$é
ruchowg, co spowodowato u niektérych osobnikow znacznego stopnia wygigcia
kregostupa 1 rdzenia w miejscu wykonanego zabiegu. Dlatego nie u wszystkich
zwierzat z tej grupy udato si¢ uzyska¢ w ostatnim badaniu idealnie rownolegte
ulozenie rdzenia krggowego wzgledem osi aparatury pomiarowej, co moglo mieé¢
wpltyw na uzyskane wyniki pomiaréw. Takiego stopnia deformacja nie byla
widoczna w grupie z laminektomig 1 urazem rdzenia.

Krwiak nadtwardéwkowy w kanale krggowym jest bardzo rzadka patologia u
ludzi. Moze pojawia¢ si¢ samoistnie, by¢ wynikiem urazéw kregostupa i rdzenia lub
mie¢ charakter jatrogenny. W przypadku etiologii pourazowej najczgsciej wystepuje
w odcinku szyjnym 1 dotyczy okoto 1-2% wszystkich urazéw tego odcinka
kregostupa. Jest wynikiem uszkodzenia splotow zylnych i1 najczesciej lokalizuje si¢
jest w grzbietowej czgsci kanatu kregowego. Krwiak nadtwardowkowy moze
pojawi¢ si¢ natychmiast po urazie lub w pdzniejszej fazie. Przedtuzony ucisk na
rdzen kregowy moze doprowadzi¢ do jego mechanicznego uszkodzenia i rozwoju
mielopatii [22,23,94].

Uzyskane w tej pracy wyniki pokazuja, ze sama kompresja rdzenia, wywotuje
catkowity spadek dyfuzji obejmujacy zarowno istote¢ szarg jak 1 biala, bez
roOwnoczesnych zmian charakteru sygnatu w obrazach T,-zaleznych. Pierwsze
doniesienia z zastosowania techniki DWI w badaniach u ludzi, wykazaly rowniez, ze
rozwijajaca si¢ pod wplywem przewleklej kompresji rdzenia mielopatia,
charakteryzuje si¢ wzrostem catkowitej dyfuzji, co wedlug autoréw tych badan
swiadczy¢ ma o powstawaniu nieodwracalnych zmian malacyjnych w tkance
nerwowej rdzenia [27,100].

Mozna zatem wysnu¢ przypuszczenie, ze umiarkowany ucisk mechaniczny
rdzenia powoduje w pierwszym okresie spadek calkowitej dyfuzji, a w dalszej

kolejnosci prowadzi do uszkodzenia ostonek mielinowych i wtokien nerwowych, co
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wyraza si¢ wzrostem wartosci ADC. Dysponujac zatem mozliwoscig oceny zmian
dyfuzji wody jaka daje technika DWI, mozna by w procesach przebiegajacych z
uciskiem rdzenia, nie tylko w ostrych urazach, ale rowniez w urazach przewlektych,
na przyktad na tle spondylozy, okresli¢ czy wywotane urazem zmiany w tkance
nerwowej maja jeszcze charakter odwracalny, czy s3 juz efektem uszkodzenia

struktury tej tkanki.

Zastosowany model urazu mechanicznego rdzenia krggowego typu weight-
drop nalezy do jednego z najczg¢sciej stosowanych modeli urazu eksperymentalnego,
ze wzgledu na stosunkowo prosty sposob wykonania i1 powtarzalne wyniki
[36,37,69,74]. Wyniki porownawczych analiz badan histopatologicznych wskazuja,
ze zmiany morfologiczne obecne w rdzeniu cztowieka nie r6znig si¢ zasadniczo od
tych, jakie obserwuje si¢ u zwierzat doswiadczalnych [75]. Rowniez badania Metza
[65] porownujace przewlekty uraz rdzenia u ludzi, z modelem urazu weight-drop u
szczuréw, wykazaty ze zastosowane do tej analizy badania czynnos$ci motorycznej,
elektofizjologiczne badania potencjalow wywotanych i obrazowanie MRI, majg w
obu grupach porownywalng warto$¢ jezeli chodzi o ocen¢ rozleglosci i cigzkosci
uszkodzenia rdzenia. Dlatego wedlug cytowanego autora, ten model urazu
eksperymentalnego u szczura moze shuzy¢ za odpowiednik urazu rdzenia u
cztowieka. Najwazniejsze réznice w deficycie neurologicznym rdzenia pomigdzy
ludZmi 1 zwierzetami eksperymentalnymi wynikaja z tego, ze tego rodzaju uraz
doswiadczalny zawsze wykonuje si¢ od strony grzbietowej rdzenia, natomiast u ludzi
uszkodzenie moze obejmowac zarowno stron¢ brzuszng jak i grzbietowg rdzenia

Wywotane, przy pomocy =zastosowanego modelu urazu, mechaniczne
uszkodzenie rdzenia na konwencjonalnych obrazach T,-zaleznych widoczne byto w
postaci ogniska stluczenia z centralnie potozonym hipointensywnym krwiakiem,
otoczonym hiperintensywng strefg obrzeku. Podobne wyniki uzyskat Falconer w
badaniach na takim samym modelu urazu rdzenia, z uzyciem konwencjonalnego
MRI [33]. Obwodowa strefe hiperintensywng interpretowal jako obszar obrzgku
cytotoksycznego, a zatarcie si¢ kontrastu pomiedzy centrum, a obwodowa strefa
urazu, jakie miato miejsce w pierwsze] dobie po urazie jako czasowa granice
pomigdzy pierwotnymi i wtérnymi mechanizmami urazu. Analogiczny byl réwniez
powrdt réznicy sygnalu pomigdzy centrum urazu i jego obwodem, w trzeciej dobie,

widoczny az do dwdch tygodni po urazie. Podobnie jak w badaniach wykonanych w
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tej pracy, autor ten zauwazyt, ze klasyczne obrazy T,-zalezne, wykonane w dobie
urazu i dwa tygodnie p6zniej, nie r6znig si¢ znamiennie mi¢dzy soba.

Analiza wspotczynnikow dyfuzji wykonana na podstawie wiasnych badan, w
grupie z laminektomig 1 urazem rdzenia, wykazatla zmiany dyfuzji wody w
zaleznosci od odlegtosci od miejsca urazu, jak i czasu od momentu urazu. W centrum
urazu w istocie bialej zaobserwowano spadek dyfuzji podtuznej i wzrost dyfuzji
poprzecznej, powodujagce w efekcie obnizenie si¢ anizotropii dyfuzji w tej tkance.
Zmiany dyfuzji wody o takim charakterze opisali wcze$niej Ford [37] oraz Fradijakis
[40] 1 uznawane sg za charakterystyczne objawy uszkodzenia istoty biatej zarowno w
mozgu jak i rdzeniu kregowym. Spadek IADC w istocie biatej, ktory jest najpewniej
wyrazem obrzeku aksonalnego, pojawiajacego si¢ juz kilkanascie minut po urazie
oraz uszkodzenia wewnatrzaksonalnego uktadu mikrofilamentéw, widoczny byl juz
po pierwszej godzinie od urazu i utrzymywat si¢ na obnizonym poziomie we
wszystkich pomiarach. Dyfuzja poprzeczna, natomiast stopniowo zwickszata si¢ w
pierwszych dwoch dobach po urazie, co $wiadczy o tym ze odpowiedzialne za to
mechanizmy (uszkodzenie ostonek mielinowych 1 wzrost przepuszczalnosci bton
komoérkowych aksonow) sa procesami narastajacymi w czasie [14]. Zmiany o
podobnym charakterze zaobserwowat rowniez Arfanakis w badaniach DWI u ludzi z
rozlanym urazem aksonalnym moézgu [6].

Natomiast zmiany w istocie szarej, w centrum urazu, ktoére cechowaty si¢
stopniowym wzrostem zaréwno dyfuzji podluznej jak 1 poprzecznej byty
wyktadnikiem rozwijajacej si¢ stopniowo martwicy 1 uszkodzenia bton
komoérkowych, co prowadzito do powstawania przestrzeni jamistych, a w koncowym
efekcie prowadzi do pourazowej jamisto$ci rdzenia. Zostalo to potwierdzone w
doswiadczalnym modelu indukowanej syryngomielii przeprowadzonym przez
Schwartza [90]. Charakterystyczne dla zmian dyfuzji wody w istocie szarej, w
centrum urazu bylo rowniez to, ze po siedmiu dniach od urazu zarowno 1ADC jak 1
tADC wykazywaty znacznie podwyzszone wartosci, bedace efektem postepujacej
martwicy tkanki nerwowe;j.

Jak opisano wcze$niej, obrazy T,-zalezne rdzenia kregowego po urazie, po
pierwszej godzinie 1 siedmiu dniach, nie rdéznity si¢ znaczgco miedzy soba.
Natomiast mapy wspotczynnikow dyfuzji ADC oraz rdéznice w wartoSciach
wspotczynnikéw dyfuzji poprzecznej i podluznej, wyraznie wskazywaly na
postepujace zmian destrukcyjne w istocie szarej w centrum urazu. Potwierdza to

wyniki innych badan, eksperymentalnych na szczurach, ktore wskazuja, ze technika
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DWI przewyzsza pod wzgledem czulosci konwencjonalne badanie MRI, w
wykrywaniu formujacych si¢ pourazowych przestrzni jamistych w obrebie rdzenia
[80,90].

Nalezy réwniez zwroci¢ uwage na wzrost dyfuzji podtuznej w istocie szarej,
w drugiej i trzeciej warstwie, ktory moze odpowiada¢ obrzekowi wazogennemu. Ten
rodzaj obrzeku, ktéry charakteryzuje wzrost catkowitej dyfuzji, rozpoczyna si¢ w
istocie szarej i1 nastgpnie przesuwa odsrodkowo [32]. W prezentowanych badaniach
zauwazono, ze najsilniejszy wzrost IADC dotyczyl drugiej warstwy, potozonej na
brzegu widocznej w obrazach Tr-zaleznych strefy urazu. Wzrost IADC obecny byt
roOwniez w trzeciej warstwie, gdzie najwczesniej (po 24 godzinach) osiggnal wartos¢
maksymalng. Obrzekowi wazogennemu powinien rowniez towarzyszy¢ wzrost
dyfuzji poprzecznej, ktory mimo, ze byl zauwazalny nie osiggnat istotnosci
statystycznej w poréwnaniu do grupy z sama laminektomig. By¢ moze byt to wynik
zwiekszonej restrykcji dyfuzji w kierunkach poprzecznych przez dzialania krwiaka
nadtwardowkowego, przy jednoczesnym braku zmian martwiczych i zwigzanej z
tym destrukcji bton komoérkowych, w tym obszarze.

Poréwnujac uzyskane wyniki wspotczynnikow dyfuzji pomiedzy grupa z
samg laminektomiag oraz z laminektomig i urazem rdzenia nalezy zauwazy¢, ze w
przypadku bardzo jednorodnej istoty biatej wspotczynniki izotropii 1 anizotropii w
bardzo dobry sposéb oddajg zmiany dyfuzji wody zachodzace w tej tkance 1 moga
by¢ traktowane jako wyktadniki stopnia jej uszkodzenia [14,74,91]. Natomiast w
przypadku heterogennej istoty szarej rdzenia, nie do konca si¢ sprawdzaja, na co
wskazuja wyniki uzyskane w centrum zabiegu, gdzie zarbwno w grupie z samg
laminektomig jak i1 z laminektomig i urazem rdzenia wspdiczynnik anizotropii
(podobnie jak wspotczynnik izotropii) w obu grupach osiggaty bardzo podobne
warto$ci mimo, ze zmiany dyfuzji wody zachodzace w rdzeniach kregowych tych
zwierzat mialy charakter zupetnie przeciwny.

Wyniki badan pokazaty, ze w grupie szczurow z laminektomig i1 urazem
rdzenia zmiany dyfuzji wody nasilaty si¢ stopniowo w pierwszych trzech kolejnych
pomiarach, co bylo zapewne wynikiem rozwijajacych si¢ wewnatrz  rdzenia
wtérnych mechanizméw urazu. Z kolei po siedmiu dniach widoczne byly cechy
powrotu  niektorych  wspotczynnikéw  dyfuzji w  kierunku  wartosci
charakterystycznych dla prawidlowego rdzenia, co $wiadczy o czgSciowo
odwracalnym charakterze niektorych z tych proceséw. Poniewaz wedtug przyjetej

procedury badawczej, nie wykonywano badan w trzeciej 1 kolejnych dobach po
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zabiegu, a dopiero po uptywie tygodnia, nie mozna jednoznacznie okresli¢ granicy
czasowej, kiedy dochodzi do odwrécenia si¢ kierunku zaobserwowanych zmian
dyfuzji wody w rdzeniu.

Na podstawie uzyskanych wynikéw zaré6wno w grupie z wykonang samg
laminektomia, jak rowniez w grupie z laminektomig i urazem rdzenia udato si¢
zaobserwowac roznice pomigdzy brzuszng 1 grzbietowa czescig rdzenia kregowego.
Zgodnie z oczekiwaniami, wyraznie silniejsze zmiany dyfuzji wody widoczne byty
w rogach grzbietowych istoty szarej i grzbietowych cze$ciach sznuréw bocznych
istoty biatej, ktore byty potozone blizej dziatania uszkadzajacej sity mechanicznej, co
potwierdza wysoka czulo$§¢ zastosowane] metody. Potwierdzito si¢ rowniez
zaobserwowane wczesniej, rowniez w badaniach nad urazem rdzenia, przez Forda
[37] to, ze technika DWI potrafi pokaza¢ zmiany dyfuzji wody odzwierciedlajace
zaburzenia struktury tkanki nerwowej poza obszarem urazu widocznego w
konwencjonalnym badaniu MRI. Wiadomo jednak réwniez, ze zmiany pourazowe,
co potwierdzit w swoich badaniach na podstawie oceny ekspresji ubikwityny i GFAP
Adamek, wykraczaja poza strefe obserwowanych zmian dyfuzji wody w badaniu

DWI [2].

Coraz lepsza znajomos¢ patomechanizméw urazu rdzenia kregowego pociaga
za sobg rozwdj badan nad neuroprotekcjg. Zablokowanie bowiem kazdego z
wtérnych mechanizméw urazu moze doprowadzi¢ do zahamowania tych proceséw 1
efekcie ograniczenia strefy urazu, a to z kolei przektada¢ si¢ na mniejszy deficyt
neurologiczny. Opisane do tej pory w literaturze proby zastosowania techniki DWI
do oceny neuroprotekcji rdzenia krggowego po urazie mechanicznym, oparte byty
tylko na badaniach ex-vivo. Wykazaty one, ze analiza wspolczynnikow dyfuzji
pozwala zauwazy¢ istotne zmiany $wiadczace o cechach neuroprotekcji 1
neuroregeneracji tkanki nerwowej, ktore korelowaty z lepszym powrotem czynnosci
motorycznej i obrazem histopatologicznym [74,91]. W tej pracy po raz pierwszy
zastosowano technike DWI do oceny farmakologicznej neuroprotekcji na zywych
zwierzgtach.

Udziat receptoréw metabotropowych mGIuRS5 W procesie
ekscytotoksycznego uszkodzenia rdzenia potwierdzity miedzy innymi badania
Lorrain [61], z uzyciem agonisty grupy I receptorow metabotropowych (S)-3,5-
DHPG. Jego podanie droga dordzeniowej mikroinjekcji stymulowato uwalnianie

kwasu glutaminowego, natomiast wczesniejsze zastosowanie dootrzewnowe MPEP,
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efekt dzialania tego agonisty oslabialo. Receptory mGIuRS, w rdzeniu kregowym
zlokalizowane zostaly wytacznie w istocie szarej, a ich funkcja zwigzana jest przede
wszystkim z procesem nocycepcji [3,69]. Mechanizm neuroprotekcyjnego dziatania
MPEP w urazie rdzenia nie jest jednoznacznie okreslony 1 najpewniej moze wynikac
z kilku mechanizméw: oddzialywania na uwalnianie kwasu glutaminowego [67],
hamowania kaskady apoptozy [62] oraz interakcji z receptorami jonortopowymi
[101].

Efektem zastosowania MPEP - specyficznego antagonisty receptorow
metabotropowych mGluRS - u zwierzat z wykonanym urazem rdzenia, bylo w
poréwnaniu do grupy szczuréw z wykonanym urazem bez neuroprotekcji, ostabienie
zmian dyfuzji wody zard6wno w istocie szarej, jak i bialej, co wskazywato na
ograniczenie wtornych, ekscytotoksycznych mechanizméw urazu i zmniejszenie
stopnia uszkodzenia tkanek rdzenia. R6znice w istocie szarej dotyczyty ograniczenia
zmian dyfuzji podluznej, a w istocie biatej dyfuzji poprzecznej. Przy czym
statystycznie istotne byly tylko roznice w istocie szarej. Nalezy zaznaczy¢, ze
konwencjonalne obrazy T,-zalezne szczurdw z urazem i neuroprotekcja nie rdznily
si¢ istotnie od grupy bez neuroprotekc;ji.

Uzyskane wyniki byly podobne do tych jakie uzyskat Mills, przy
zastosowaniu pojedynczej dawki MPEP, w takim samym modelu urazu rdzenia u
szczurow [69]. W badaniach tych wykazal on na podstawie analizy
histopatologicznej, statystycznie istotne ograniczenie obszaru uszkodzenia istoty
szarej 1 nieistotne ograniczenie uszkodzenia istoty biatej w centrum urazu, co
przektadato si¢ na ograniczenie pourazowej nadwrazliwosci na bodzce termiczne.
Nie zaobserwowal on natomiast roznicy w czynno$ci motorycznej pomiedzy
szczurami z neuroprotekcja i bez. Roznica taka byla zauwazalna, cho¢ nieistotna
statystycznie, w prezentowanej pracy. We wszystkich pomiarach szczury z podanym
MPEP wykazywaty lepsza sprawnos$¢ motoryczng konczyn tylnych w poréwnaniu do
grupy z urazem, bez neuroprotekcji.

Technika rezonansu magnetycznego, z mozliwosciag obrazowania dyfuzji
wody, jest obecnie najlepsza metoda pozwalajaca na doktadng ocene urazu rdzenia
kregowego, prognozowanie jego nastgpstw klinicznych 1 ocen¢ skutecznosci
leczenia. Dlatego specjalistyczne o$rodki zajmujace si¢ leczeniem urazéw rdzenia
powinny mie¢ mozliwo$¢ natychmiastowego wykonywania badania MRI. Poniewaz
wczesna, dokladna diagnostyka i wynikajace z niej wlasciwe leczenie sg elementami

majacymi decydujace znaczenie dla loséw chorego.
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6. WNIOSKI

1.

Technika obrazowania dyfuzji wody metodg rezonansu magnetycznego jest
skuteczng metoda do oceny urazu mechanicznego rdzenia kregowego u

szczura w badaniach in - vivo.

Analiza wspolczynnikéw dyfuzji pozwala uzyska¢ informacje o zmianach

wartos$ci dyfuzji wody w kierunkach rownolegtym i prostopadtym do rdzenia,

dzigki czemu mozna:

- wnioskowac o charakterze zmian struktury istoty szarej i bialej
rdzenia spowodowanych urazem,

- wykaza¢ rdznice w charakterze i nasileniu tych zmian w zalezno$ci od
odlegtosci od miejsca urazu,

- wykazac¢ roznice w nasileniu tych zmian w zaleznosci od czasu od

chwili urazu.

Przy pomocy obrazowania dyfuzji wody metodg rezonansu magnetycznego i
analizy wspotczynnikéw dyfuzji potwierdzono neuroprotekcyjne dziatanie

MPEP w urazie mechanicznym rdzenia u szczura.
Jednoczes$nie wykazano przydatnos$¢ tej metody diagnostycznej do oceny

farmakologicznej neuroprotekcji  rdzenia kregowego w  badaniach

eksperymentalnych in - vivo.
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8. STRESZCZENIE

Rezonans magnetyczny jest obecnie jedyng metoda diagnostyki obrazowe;j
pozwalajaca na doktadng ocen¢ rdzenia kregowego po urazie mechanicznym.
Wprowadzenie metody badania dyfuzji wody przy pomocy rezonansu
magnetycznego (DWI) stworzylo mozliwosci uzyskania informacji o zmianach
zachodzacych w strukturze tkanek niedostgpnych do tej pory dla innych technik
obrazowych. Daje to mozliwosci nie tylko doktadnej oceny urazu rdzenia, ale
roOwniez prognozowania jego nastepstw klinicznych i oceny skutecznos$ci leczenia.
Praca ta jak 1 podobne eksperymenty na zwierzg¢tach prowadzone na §wiecie, sa
przygotowaniem do zastosowania tej techniki w standardowych badaniach rdzenia
kregowego u ludzi. Po raz pierwszy w badaniach in-vivo wykorzystano technike
DWI do kilkukrotnie powtarzanych pomiaréw, uzyskujac dynamiczny obraz zmian
dyfuzji w pierwszych dobach po urazie rdzenia. Pierwszy raz uzyto réwniez t¢
metode do oceny farmakologicznej neuroprotekcji rdzenia w badaniach na zywych
zwierzetach.

Celem pracy bylo zastosowanie obrazowania dyfuzji wody przy pomocy
metody rezonansu magnetycznego do ceny nastgpstw urazu rdzenia kregowego u
szczura, na podstawie analizy wspotczynnikow dyfuzji, w zaleznosci od odlegtosci
od $rodka urazu i1 czasu od momentu urazu oraz proba zastosowania tej techniki do
oceny wplywu substancji neuroprotekcyjnej (MPEP) na zmiany pourazowe w
rdzeniu.

Material badawczy stanowito 30 szczuréw rasy Wistar, podzielonych na
cztery grupy: 5 osobnikow zdrowych, 5 osobnikow z samg laminektomig, 10
osobnikdw z Iminektomig i urazem rdzenia oraz 10 osobnikow z laminektomia,
urazem rdzenia i podang dootrzewnowo substancja o potwierdzonym dziataniu
neuroprotekcyjnym — MPEP. Badania eksperymentalne przeprowadzono w
Zaktadzie Rezonansu Magnetycznego Instytutu Fizyki Jadrowej PAN w Krakowie.
Uraz rdzenia przeprowadzono w oparciu o zmodyfikowany model typu weight-drop,
ktéry wykonywano na poziomie Th12.

Eksperymenty pomiarowe dyfuzji wody prowadzono z uzyciem znieczulenia
ogolnego halotanem, przy pomocy tomografu MR z magnesem nadprzewodzacym o
polu 4.7 T firmy Bruker. Pomiary wykonano stosujac standardowa sekwencje echa
spinowego, sprzezong z zapisem EKG i rytmem oddechowym. Badania wykonano w

trzech warstwach osiowych, z ktorych pierwsza przechodzila przez §rodek miejsca
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zabiegu (laminektomii lub laminektomii i urazu), a dwie kolejne byty przesunigte w
kierunku doglowowym co 2.8 mm oraz jednej warstwie strzatkowej przechodzacej
przez $rodek rdzenia. Dla kazdej warstwy wykonano 4 obrazy: jeden bez gradientoéw
dyfuzyjnych T,-zalezny oraz trzy z gradientami przytozonymi w kierunku
rownolegtym (z) i prostopadtym (x,y) do osi dlugiej rdzenia. Grupa szczurdéw
zdrowych byla poddana eksperymentom pomiarowym jednokrotnie. Pozostate trzy
grupy zwierzat badano cztery razy w takich samych odstgpach czasowych od
wykonania urazu: po 1, 24, 48 1 186 godzinach.

Uzyskane obrazy DWI postuzyty do obliczenia map wspolczynnika dyfuzji
(ADC) 1 nastepnie wspotczynnikéw: dyfuzji podtuznej 1ADC, poprzecznej tADC,
izotropii ID 1 anizotropii Al dla wybranych obszarow istoty bialej 1 szarej rdzenia.
Wspotczynniki te poddano nast¢pnie analizie statystycznej porownujac je osobno w
obrebie kazdej z grup: pomigdzy trzema warstwami osiowymi oraz pomigdzy
kolejnymi pomiarami, jak rowniez pomig¢dzy poszczegdlnymi grupami w kazdej z
warstw 1 w kazdym z pomiarow.

Szczury bez laminektomii stanowity grupe kontrolng dla zwierzat z sama
laminektomig. Poréwnanie tych grup stuzylo ocenie wptywu tego zabiegu na dyfuzje
wody w rdzeniu kregowym. W grupie bez laminektomii, istota biala rdzenia
wykazywata wysoki stopien anizotropii dyfuzji wody, wynikajacy z prawie
dziesieciokrotnie wigkszego IADC od tADC, natomiast w istocie szarej dyfuzja byta
prawie izotropowa.

Efektem zabiegu laminektomii bylo powstanie krwiaka nadtwardowkowego,
ktory powodowat ucisk grzbietowej powierzchni rdzenia, z nastgpowym spadkiem
tADC (znamiennym statystycznie) i IADC w istocie szarej oraz spadkiem tADC w
istocie biatej. Zaobserwowany spadek dyfuzji moégt by¢ wynikiem zaréwno
bezposredniego dziatania sily mechanicznej, jak réwniez by¢ moze efektem
rozwijajacego si¢ miejscowego niedokrwienia rdzenia, ktore w efekcie prowadzity
do nasilenia restrykcji dyfuzji w tkankach rdzenia. Zwierzegta z samg laminektomia
stanowity zarazem grup¢ kontrolng dla dwoch pozostatych grup z laminektomig i
urazem rdzenia.

W wyniku wykonanego urazu, w jego centrum, w tkance rdzenia kregowego
zaobserwowano znamienne statystycznie zmiany dyfuzji wody bedace wyktadnikami
uszkodzenia zaréwno istoty biatej, jak i szarej. W istocie biatej wyrazalo si¢ to
spadkiem wartosci IADC, jako efekt obrzeku aksonalnego 1 uszkodzenia

wewnatrzaksonalnego uktadu mikrofilamentow oraz wzrostem tADC wynikajacym z
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uszkodzenia ostonek mielinowych i wzrostu przepuszczalno$ci blon komorkowych.
W istocie szarej natomiast postgpujaca destrukcja struktur komorkowych i
formowanie si¢ przestrzeni jamistych, spowodowalo stopniowy wzrost zaréwno
1ADC jak i tADC.

Zaro6wno w grupie z samg laminektomia, jak rowniez w grupie z laminektomig i
urazem rdzenia, zaobserwowano stopniowe narastanie zmian dyfuzji wody gléwnie
w centrum zabiegu w pierwszych trzech pomiarach §wiadczace o postepujacym
uszkodzeniu rdzenia.

Analiza wspolczynnikéw  dyfuzji pozwolita wykaza¢ neuroprotekcyjne
dziatanie antagonisty receptorow metabotropowych mGIluRS5 (MPEP), ktore

wyrazato si¢ mniejszym wzrostem tADC (znamiennym statystycznie) i IADC w

istocie szarej oraz mniejszym wzrostem tADC w istocie biatej w centrum urazu, w
poréwnaniu do grupy z urazem bez neuroprotekcji, co $wiadczylo o ograniczeniu
wtornych procesow ekscytotoksycznych i1 zmniejszeniu stopnia uszkodzenia rdzenia.

W pracy tej wykazano przydatno$¢ techniki DWI w ocenie urazu rdzenia
kregowego u szczura w badaniach in vivo. Analiza wspotczynnikéw dyfuzji pozwala

wnioskowa¢ o charakterze zmian struktury istoty biatej i szarej rdzenia pod
wplywem urazu i jednoczesnie pozwala wykazac roznice w zaleznosci od odleglosci
od miejsca urazu i czasu od momentu urazu. Po raz pierwszy stwierdzono
przydatnos¢ tej techniki do oceny neuroprotekcji rdzenia krggowego po urazie
mechanicznym w  badaniach na  zZywych  zwierzgtach, potwierdzajac

neuroprotekcyjne dziatanie MPEP.
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SUMMARY

At present magnetic resonance (MRI) is the only method of diagnostic
imaging for precise evaluation of spinal cord traumatic injury. Diffusion - weighted
magnetic resonance imaging (DWI) can provide information about changes of tissue
structure which are not visible using other imaging techniques. It is possible not only
to assess precisely spinal injury but it also gives rise prognostic implications of
clinical deficit and assessment of efficiency of treatment. This study like other
experiments carried out in the world on animals, is an introduction for application
this method as a standard examination of human spinal cord in future. For the first
time technique of DWI was used in in-vivo experiments and dynamic changes of
water diffusion during first days after spinal contusion were obtained. This method
was applied also for the first time to assess in - vivo pharmacological neuroprotection
of the spinal cord.

The aim of this study was application of magnetic resonance diffusion
imaging for assessment of spinal cord injury in rats, based on analysis of diffusion
parameters depending on the distance from injury center and course of the time from
the moment of injury. It was also an attempt for application of this method for the
assessment of neuroprotection effect of MPEP on the posttraumatic changes in the
spinal cord.

The material consisted of thirty male Wistar rats, divided into four following
groups: 5 healthy animals with no surgical operation, 5 animals with laminectomy
only, 10 animals with laminectomy and spinal cord injury and 10 animals with
laminectomy, spinal cord injury and with intraperitoneall administration of
neuroprotective drug — MPEP. Experimenal investigation was performed in
Magnetic Resonance Department of Institute of Nuclear Physics, Polish Academy of
Sciences. Spinal cord injury was produced using a dynamic weight — drop model, on
the T 12 level.

Magnetic resonance diffusion weighted imaging was carried out using general
halotan anesthesia, on 4,7 T supraconducting magnet (Bruker). Standard Spin Echo
sequence was used, gated by ECG and breath signals. Three axial slices were made,
the first one was positioned in the central point of operation (laminectomy or
laminectomy and injury) and next two displaced rostrally each 2.8 mm, and one
sagittal slice positioned at the cener of the spine. A set of four images were acquired

for each slice: one T,-weighted with no diffusion gradients and three with diffusion
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gradients applied parallel (z) and perpendicular (x,y) to long axis of the spine. The
first group with no surgical procedures was measured only once. The remaining three
groups were examined four times, in the same time following the surgery: 1, 24, 48
and 186 hours.

Diffusion weighted images obtained, were used to count ADC (apparent
diffusion coefficient) maps and next diffusion parameters for defined regions of
white and gray matter were calculated: longitudinal diffusion — IADC, transverse
diffusion — tADC, isotropy index — ID and anisotropy index — Al. Statistic analysis
of these parameters was performed. Diffusion parameters were compared in each
group individually between slices and examinations and next between diferent
groups in every slice end examination.

Rats without laminectomy stated group of reference for group with
laminectomy only. The aim of the comparison between these two groups was to
assess changes of water diffusion in spine following this surgical procedure. In group
without laminectomy water diffusion in the white matter was highly anisotropic
comparing to IADC what resulted in about ten times greater than tADC; while
diffusion in the gray matter was almost isotropic.

The result of laminectomy was epidural haematoma that compressed the
dorsal surface of the spinal cord with decrease of tADC (statistically significant) and
IADC in the gray matter and decreasing IADC in the white matter. Low ADC values
were result of direct mechanical compression and developed ischemia that lead to
increased restriction of water diffusion in spine tissues. Group with laminectomy was
a reference group for animals with laminectomy and spinal cord contusion.

Injury of the spinal cord produced statistically significant changes of water
diffusion in spinal tissues that were results of both white and gray matter damage. In
the white matter IADC value decreased as an effect of axonal swelling and
interaxonal cytoskeletal breakdown, and tADC increased as a result of increased
permeability of damaged myelin sheaths end cellular membranes. In the gray matter
progression of cells damage and cavity formation produced increase of values, both
1ADC and tADC.

In both groups with laminectomy alone and with laminectomy and spinal cord
injury progressive changes in water diffusion were observed in the center of surgery
during first three examinations. These information suggested progressive spinal cord

tissue damage.
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Analysis of diffusion parameters allowed to confirm neuroprotective effect of
MPEP - antagonist of mGIuRS metabotropic glutamate receptors. In the center of
injury value of tADC in the gray matter was significantly lesser and values of IADC
in the gray matter and tADC in white matter were statistically insignificant lesser
then in control group with spinal cord injury but without neuroprotection. The results
indicated restriction of secondary excitotoxic mechanisms and lesser degree of spinal
cord tissue disruption.

In this study application of DWI in assessement of the rat spinal cord injury
in - vivo was confirmed. Analysis of diffusion parameters allow to draw a conclusion
about changes in the white and gray matter structure after traumatic injury and also
allow to see differences that depend on the distance from injury center and time
which passed from the moment of injury. For the first time the application of this
method was confirmed to assess pharmacological neuroprotection of the mechanical

spinal cord injury in-vivo, and neuroprotective effect of MPEP was established.
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9. SPIS TABEL I RYCIN

TABELE

Tab.1. Wartosci IADC i tADC w istocie biatej (WM) i szarej (GM), prawidlowych
rdzeni kregowych szczurow, w badaniach in - vivo.

Tab.2. Pierwotne 1 wtérne mechanizmy urazu rdzenia kregowego.

Tab.3. Rodzaje receptoréw glutaminergicznych (typy i podtypy).

Tab.4. Wartosci wspotczynnikow dyfuzji ADC ($rednia £ SD - 107 mm?/s), w
r6znych kierunkach uzyskane ze strzalkowych przekrojow szyjnego odcinka
rdzenia kregowego czlowieka.

Tab.5. Wartosci IADC, tADC, ID i Al dla istoty bialej (WM) i szarej (GM) dla
grupy bez laminektomii.

Tab.6. Wartosci $rednie IADC, tADC, ID i Al dla calej istoty biatej (WM) i szarej
(GM) dla grupy z laminektomia, w trzech warstwach osiowych, w kolejnych
pomiarach.

Tab.7. Poziom istotno$ci statystycznej dla réznic wspoétczynnika tADC w istocie
szarej; grupa z laminektomia w poréwnaniu z grupg bez laminektomii, test U
Mana-Whitney'a.

Tab.8. Wartosci $rednie IADC, tADC, ID i Al dla calej istoty biatej (WM) i szarej
(GM) dla grupy z urazem rdzenia, w trzech warstwach osiowych, w
kolejnych pomiarach.

Tab.9. Poziom istotno$ci statystycznej dla réznic wspoétczynnika IADC w istocie
bialej, w grupie z urazem; poréwnanie pomi¢dzy warstwami; test ANOVA.

Tab.10.Poziom istotno$ci statystycznej dla réznic wspoédtczynnika IADC w istocie
biatej, w centrum urazu; grupa z urazem W porOwnaniu z grupa
laminektomig; test U Mana-Whitney'a.

Tab.11.Poziom istotnosci statystycznej dla r6znic wspotczynnikow Al i ID w istocie
biatej, w centrum urazu; grupa z urazem Ww poréwnaniu z grupg z
laminektomig; test U Mana-Whitney'a.

Tab.12.Wartosci srednie 1ADC, tADC, ID i Al dla calej istoty biatej (WM) i szarej
(GM) dla grupy z urazem rdzenia i MPEP, w trzech warstwach osiowych, w
kolejnych pomiarach.
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RYCINY

Ryc.1. Sekwencja echa spinowego z dodanymi gradientami dyfuzyjnymi

Ryc.2. Szczur umieszczony w gtowicy pomiarowe;.

Ryc.3. Obraz z monitora oscyloskopu: 1-krzywa EKG, 2-fala oddechowa, 3-
punkt wyzwalania sekwencji pomiarowe;j.

Ryc.4. Obraz sagitalny MR (T,-zalezny) rdzenia krggowego szczura z
zaplanowanymi przekrojami osiowymi.

Ryc.5. Obraz przekroju osiowego rdzenia kregowego z zaznaczonymi obszarami
zainteresowan (ROI) w istocie biatej i szare;.

Ryc.6.a-c. Obrazy prawidlowego rdzenia kregowego szczura: bez gradientow
dyfuzyjnych (a) oraz z gradientami dyfuzyjnymi (DWI) i
odpowiadajgcymi im mapami wspotczynnika dyfuzji (ADC) w przekroju
osiowym (b) i strzatlkowym (c).

Ryc.7.a-d. Obrazy T,-zalezne rdzenia krggowego szczura z laminektomia, w
przekroju strzalkowym oraz osiowym przechodzacym przez centrum
zabiegu, w kolejnych pomiarach.

Ryc.8.a-d. Obrazy DWI z gradientem dyfuzyjnym w kierunku x rdzenia krggowego
szczura z laminektomig, w przekroju strzatlkowym, w kolejnych
pomiarach oraz odpowiadajace im mapy wspotczynnika dyfuzji (ADC).

Ryc.9.a-d. Obrazy DWI z gradientem dyfuzyjnym w kierunku y rdzenia krggowego
szczura z laminektomig, w przekroju strzalkowym, w kolejnych
pomiarach oraz odpowiadajgce im mapy wspotczynnika dyfuzji (ADC).

Ryc.10.a-d.Obrazy DWI z gradientem dyfuzyjnym w kierunku z rdzenia krggowego
szczura z laminektomia w przekroju strzatkowym, w kolejnych
pomiarach oraz odpowiadajace im mapy wspotczynnika dyfuzji (ADC).

Ryc.11.a-d.Obrazy T,-zalezne rdzenia kregowego szczura z laminektomig i1 urazem
wprzekroju strzatkowym oraz osiowym przechodzacym przez centrum
zabiegu, w kolejnych pomiarach.

Ryc. 12.a-d.Obrazy DWI z gradientem dyfuzyjnym w kierunku x rdzenia krggowego
szczura z laminektomig i urazem, w przekroju strzatkowym, w kolejnych
pomiarach oraz odpowiadajace im mapy wspotczynnika dyfuzji (ADC).

Ryc.13.a-d.Obrazy DWI z gradientem dyfuzyjnym w kierunku y rdzenia krggowego
szczura z laminektomig i urazem, w przekroju strzatkowym, w kolejnych
pomiarach oraz odpowiadajgce im mapy wspotczynnika dyfuzji (ADC).

Ryc.14.a-d.Obrazy DWI z gradientem dyfuzyjnym w kierunku z rdzenia krggowego
szczura z laminektomig i urazem, w przekroju strzatkowym, w kolejnych
pomiarach oraz odpowiadajace im mapy wspotczynnika dyfuzji (ADC).

Ryc.15.a-d.Wartosci ADCx, ADCy, ADCz oraz 1ADC, tADC, ID i Al dla istoty
bialej (WM) 1 szarej (GM) dla grupy bez laminektomii.

Ryc.16.a,b.Zmiany wartosci tADC 1 Al w centrum laminektomii, w kolejnych
pomiarach, dla wybranych czesci istoty szarej (GM): RG - rogi
grzbietowe, RB - rogi brzuszne, ISZP - istota szara posrednia; kolorem
szarym zaznaczono wartosci srednie dla calej istoty szare;.

Ryc.17.a-h.Srednie wartosci wspotczynnikow dyfuzji dla calej istoty biatej i szarej,
w centrum zabiegu (warstwa 1), w kolejnych pomiarach, dla grupy z
laminektomig (kolor granatowy) oraz grupy z urazem (kolor zoétty).
Kolorem szarym zaznaczono poziomo prawidlowych wartosci dla grupy
szczuréw zdrowych bez laminektomii.

Ryc.18.a-h.Srednie wartosci wspotczynnikow dyfuzji dla calej istoty biatej i szarej,
2,8 mm od centrum zabiegu (warstwa 2), w kolejnych pomiarach, dla
grupy z laminektomia (kolor granatowy) oraz grupy z urazem (kolor
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76lty). Kolorem szarym zaznaczono poziomo prawidlowych wartosci dla
grupy szczuréw zdrowych bez laminektomii.

Ryc.19.a-h.Srednie wartosci wspotczynnikow dyfuzji dla calej istoty biatej i szarej,
5,6 mm od centrum zabiegu (warstwa 3), w kolejnych pomiarach, dla
grupy z laminektomig (kolor granatowy) oraz grupy z urazem (kolor
76lty). Kolorem szarym zaznaczono poziomo prawidlowych wartosci dla
grupy szczurow zdrowych bez laminektomii.

Ryc.20.a-d.Zmiany wartosci 1ADC, tADC 1 Al w centrum urazu, w kolejnych
pomiarach, dla wybranych czesci istoty szarej (GM): RG - rogi
grzbietowe, RB - rogi brzuszne, ISZP - istota szara posrednia i biatej:
(WM): SZG - sznury grzbietowe, SZBG - czg$ci grzbietowe sznuréw
bocznych, SZBB - czg$ci brzuszne sznur6w bocznych; kolorem szarym
zaznaczono warto$ci $rednie dla cate] WM 1 GM.

Ryc.21.a-c.Srednie wartoéci wspotczynnika dyfuzji podtuznej (IADC) dla calej istoty
szarej (GM), w trzech kolejnych warstwach, w kolejnych pomiarach, dla
grupy z laminektomig (kolor granatowy), grupy z urazem (kolor zotty) i
grupy z urazem i MPEP (kolor czerwony).

Ryc.22. Srednie wartoéci wspotczynnika dyfuzji poprzecznej (tADC) dla calej
istoty biatej (WM), w centrum zabiegu, w kolejnych pomiarach, dla grupy
z laminektomig (kolor granatowy), grupy z urazem (kolor z6lty) i grupy z
urazem 1 MPEP (kolor czerwony).

Ryc.23.a-d.Zmiany warto$ci tADC w brzusznych (SZBP) i grzbietowych (SZBT)
czesciach sznurow bocznych oraz zmiany IADC w rogach brzusznych
(RB) i grzbietowych (RG), w centrum zabiegu, w kolejnych pomiarach.

Ryc.24. Zmiany warto$ci w skali BBB dla szczurow z urazem i urazem oraz
podanym lekiem.
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