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Alkuinés sgnario sklaida persodintose galiiniy uzuomazgose,
stokojanciose priekinés arba uzZpakalinés nekrozés zony

Renata Rizgeliené, Janina Zukiené, Violeta Zalgeviéiené
Vilniaus universiteto Medicinos fakulteto Anatomijos, histologijos ir antropologijos katedra

RaktaZodZiai: galinés sklaida, visciuko embrionas, apoptozeé.

Santrauka. Darbo tikslas. Istirti alkiinés sqnario sklaidq galuniy transplantatuose, stoko-
Jjanciuose priekinés ar uzpakalinés nekrozés zony, kuriose genetiskai uzprogramuota lgsteliy
Ziltis (apoptozé).

Tyrimo medziaga ir metodai. Naudotas visciuky galiniy uZuomazgy persodinimo §
chorioalantojo membrang metodas. Eksperimentinés grupés galiinés persodintos be priekinés
arba uzpakalinés nekrozés zonos. Kontroline grupe sudaré galunés, turincios Sias zonas.
Fiksuotuose formalinu, standintuose parafinu, pjaustytuose ir dazytuose alciano mélynuoju ir
eozinu transplantaty preparatuose tirta sqnariy sklaida. Abi grupes veikiancios isorinés
eksperimentinés sqlygos buvo vienodos, todél eksperimentinés grupés transplantaty sqnariy
sklaidos anomalijas galima buvo sieti su priekinés arba uzpakalinés nekrozés zonos stoka Siose
galinese.

Rezultatai. Eksperimentinés grupés transplantaty alkiunés sqnarj sudaranciy kauly platiis
arba visiski suaugimai pastebéti esant ankstyvoms transplantaty augimo ant chorioalantojo
membranos stadijoms. Kontroliniy transplantaty alkiinés sqnario regresija vyko palaipsniui:
nuo siaury tilteliy, jungianciy sqnarinius pavirsius ankstyvy stadijy metu, iki placiy suaugimy

Jjau esant vélyvoms stadijoms.

Isvados. Priekinés ar uzpakalinés nekrozés zonos izoliavimas uzslopino apoptoze tamsiojoje
nekrozés zonoje ir lemé alkinés sqnario kauly suaugimq.

Ivadas

GenetisSkai uzprogramuota lasteliy zutis esti dauge-
lyje embriono ktino viety. Ne iSimtis ir besiformuojanti
galiiné (1).

Amnioty galiinés uZuomazgos mezodermoje yra
kelios pagrindinés lasteliy Ziities zonos: priekiné nek-
rozés zona (PNZ), uzpakaliné nekrozés zona (UNZ),
tamsioji nekrozés zona (TNZ) ir tarppirstinés nekrozés
zonos (TpNZ). Nustatyta, kad Siy zony mezodermos
lasteliy ziities morfologiniai pozymiai buidingi ne nek-
rozei, bet apoptozei (2). Taciau iki Siol mokslingje lite-
ratiiroje §ios zonos tradiciSkai vadinamos nekrozés
zonomis (3).

Visciuko sparno uzuomazgoje, kuri kaip modelis
naudojama zmogaus galiinés sklaidai tirti, PNZ arba
UNZ iSsidésto atitinkamai ties priekinio ar uzpakalinio
galtinés krasto ir Soninés kiino sienos jungtimi ir lemia
galtinés forma (1). Pirmieji apoptozés pozymiai PNZ
atsiranda 23 HH ir UNZ — 24 HH stadijos metu, re-
miantis Hamburgerio-Hamiltono klasifikacija (4). Uz-
programuotos ziities laikrodis paleidziamas 17 HH sta-

dijos metu, o tarp 17 HH ir 22 HH stadijos, esant tam
tikroms eksperimento salygoms, dar galima ,,iSgelbéti
lasteles nuo apoptozés (5, 6).

TNZ (taip vadinama todél, kad, apSvietus galiing
transmisine $viesa, ji lieka tamsi ir neskaidri) vis¢iuko
galtinés mezodermos centrinéje srityje susidaro 23 HH
stadijos metu ir maksimuma pasiekia 24 HH stadijos
metu, padalydama distaling centrinés mezodermos
kondensuotg sritj | dvi Sakas — | biisimas alkiinkaulio
ir stipinkaulio uzuomazgas. Nuo 26 HH stadijos TNZ
siauréja, pasislenka link dilbio kauly uzuomazgy prok-
simaliniy galy (1). Vis¢iuky mutanty Talpid® galtiniy
uzuomazgose TNZ yra genetiskai uzslopinta, todél
alktinkaulis ir stipinkaulis lieka i$ dalies arba visiskai
suaugg, o alkiinés sanarys nesusiformuoja (7). Vis¢iuko
gemalo galiiniy, persodinty be PNZ arba UNZ, alkiin-
kaulio ir stipinkaulio uZuomazgos suaugusios i vientisa
kremzle, pasagos ar apskritimo formos struktiira (8).

TpNZ formuoja galtinés plastakos iSorini apvada,
atskirdamos pirstus. GenetiSkai arba eksperimentiskai
uzslopinus lasteliy degeneracija TpNZ, licka minkstyju
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audiniy sindaktilija (9).

Apoptozé, manoma, lemia galiinés sanariy sklaida
ir yra svarbi sanariniui plySiui susidaryti (1, 10, 11).

Sio eksperimentinio darbo tikslas — istirti alkiinés
sanario sklaida galtiniy transplantatuose, stokojan¢iuo-
se PNZ arba UNZ, bei nustatyti ir jvertinti galima $iy
zony jtaka. Naudojant galiiniy uzZuomazgy persodini-
mo i chorioalantojo membrana (CAM) metoda (12),
galima palyginti skeleto anomalijas, biidingas visos
galtinés uzuomazgos transplantatams ir anomalijas,
budingas transplantatams, augantiems CAM be PNZ
arba UNZ (13). Abiem atvejais transplantatus veikia
tos pacios iSorinés eksperimento salygos, todél sklai-
dos anomalijy, bidingy transplantatams be PNZ arba
UNZ, buvima galima biity sieti su PNZ arba UNZ
stoka Siose galiinése.

Tyrimo medZiaga ir metodas

72 vis¢iuky donory sparno uzuomazgos buvo per-
sodintos i recipienty CAM. Donorai inkubuoti iki 21—
22 HH stadijos, t. y. tol, kol apoptozés procesas PNZ
ir UNZ dar neprasidéjes. Recipientai inkubuoti 8—9
dienas, kol susidaré ju CAM.

Donory sparno uzuomazgos buvo amputuotos tri-
mis biidais. 24 uzuomazgos amputuotos be prospek-
tinés PNZ, 23 — be prospektinés UNZ (jos sudaré
eksperimenting grupg). 25 atidalytos galtinés turéjo visa
galiinés uzuomazgos medziaga (kontroliné grupé).

Recipienty kiauSiniuose buvo padaryti langeliai, pro
kuriuos galima buvo pasiekti CAM. Kiekviena ampu-
tuota donoro galiinés uzuomazga arba jos dalis buvo
padéta ant recipiento CAM stambesniy kraujagysliu
Sakojimosi vietose, pries tai kiek pazeidus aplinkinius
kapiliarus. Cia kontroliniy galiiniy uzuomazgos toliau
skleidési atskirtos nuo gemalo kiino, o eksperimenti-
niy galtiniy uzuomazgos — ir nuo PNZ arba UNZ. Po
persodinimo recipienty kiausiniy langeliai buvo uz-
dengti stikliuku ir uzlydyti Siltu parafinu. Recipientai
su tranplantatais buvo grazinti | inkubatoriy.

Prigij¢ transplantatai buvo tikrinami kasdien ir at-
skiriami nuo CAM 3, 5, 7 ir 9 dienomis.

Tiek kontroliniai, tiek eksperimentiniai transplan-
tatai buvo fiksuoti 10 proc. formalinu, standinti para-
finu, supjaustyti 6-8 um pjuviais ir dazyti alciano mé-
lynuoju ir eozinu. Siuose histologiniuose preparatuose
tirta sanariy diferenciacija. Analizuojant duomentis,
taikytas matematinés paklaidos metodas.

Rezultatai

Pirmomis dienomis po persodinimo rezorbavosi
15,96%=+0,8 transplantaty. Visais eksperimento atve-
jais prigijusiuose transplantatuose dazniausiai (89,1%
+0,3) skleidési visi trys galtinés segmentai: stilo-
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podiumas, zeugopodiumas ir autopodiumas. Galtinés,
kurioms triiko daugiau kaip vieno segmento, toliau ne-
nagrinétos.

Tiek kontroliniy, tiek eksperimentiniy transplanta-
ty autopodiumo delniniy pirSty ir savyju pirsty sanariy
diferenciacija nedaug skyrési, todél Sis galiinés seg-
mentas straipsnyje nenagrinéjamas.

Labiausiai buvo pakitgs eksperimentiniy transplan-
taty zeugopodiumo skeletas ir alkiinés sanarys.

Beveik visu (96,9%=0,2) eksperimentiniy trans-
plantaty histologiniuose pjuviuose rasta alkiinés sana-
rio formavimosi sutrikimy ir Zastikaulio (H), alktin-
kaulio (U) ir stipinkaulio (R) kremzliniy uzuomazgy
dalinis ar visiSkas suaugimas. Tik dvieju transplantaty
be UNZ skeletas buvo be anomalijy.

Anomalija pastebéta tik ankstyvy formavimosi
CAM stadijy metu (trecios ir penktos paros po perso-
dinimo) — stilopodiumo ir zeugopodiumo kauly uzuo-
mazgy suaugimai kremzliniais tilteliais. Sia anomalija
turéjo 20%=1,3 transplantaty be PNZ, ir 35,7%=1,2
transplantaty be UNZ. Histologiniuose pjliviuose ma-
téme kremzlinius tiltelius sanario interzonos centre ar-
ba poasinéje interzonos periferijoje. Juos, sudarytus i$
ploksc¢iy arba apvaliy bazofilisky kremzliniy lasteliy,
supo tanki mezenchima, pereinanti i besiformuojanciy
kauly antkremzlj (1 pav.). Tilteliai, jungiantys H ir U
uzuomazgas, buvo platesni negu tilteliai, jungiantys
H ir R uZzuomazgas. O penktos paros transplantaty
alktinés sanaryje esantys tilteliai buvo platesni negu
trecios paros.

Ilgéjant transplantacijos laikui (nuo penktos paros),
tiltelius pakeité iStisiniai kauly uzZuomazgy suaugimai.
U ir R uzuomazgos buvo suaugusios proksimaliniy
epifiziy vidiniais pavirSiais ir savo ruo$tu suaugusios
su H uzuomazga. Transplantatai be UNZ, Sia anomalija
turéjo 28,6+1,4 atveju. Transplantatams be PNZ, §i

1 pav. Zastikaulio ir alkiinkaulio uZuomazgy su-
augimas kremzliniu tilteliu transplantate, stokojan-
¢iame PNZ, penktaja para po persodinimo x 100
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2 pav. Zastikaulio visi§kas suaugimas su alkiinkaulio
ir stipinkaulio uZuomazgomis transplantate, stoko-
janciame PNZ, septintaja para po persodinimo x 100

anomalija buvo biidingesné — 43,3%=+1,2. Histologi-
niuose §iy transplantaty pjiiviuose visiskas kauly uzuo-
mazgy suaugimas rodé ryskia alkiinés sanario regresija.
Penktaja para po persodinimo interzony srityse esan-
Cios kremzlinés lastelés buvo arba suplokstéjusios ir
i$sidésciusios keliais sluoksniais, arba apvalios, uzi-
mancios visa interzona, nepalikdamos jokio tarpo
(2 pav.). Vélesniy transplantaty su Sia anomalija al-
kiinés sanario interzona uzpildé subrendgs kremzlinis
audinys, iSnyko skaiduliniai sanario komponentai, U
ir R uzuomazgos vis labiau suaugo vidiniais pavirsiais.
Tarp sanariniy kremzliy daznai buvo isiterpg kraujo
kapiliarai, kurie jaugo i regresuojancio sanario plySio
vieta.

Pati biidingiausia eksperimentiniy transplantaty
anomalija buvo H, U ir R uzuomazgy suaugimas i vien-
tisg kremzle. Sia anomalija turéjo 36,7%=1,2 trans-
plantaty be PNZ ir 35,7%+1,2 transplantaty be UNZ.
Idomu tai, kad tokios placios apimties suaugimy turé-
jo ne tik vélyvuy, bet ir pa¢iy ankstyviausiy formavimosi
CAM stadijy transplantatai. Treciaja para po perso-
dinimo tokiy transplantaty zeugopodiume buvo tik vie-
na stora kremzliné uZuomazga. Matyt tai neatsisky-
rusios U ir R uzuomazgos. Ilgéjant transplantacijos
laikui, transplantaty su $ia anomalija daugéjo. Ju U ir
R uzuomazgos buvo suaugusios vidiniais epifiziy ir
diafiziy pavirSiais, nepalikdamos jokio plyselio tarp
zeugopodiumo kauly uzuomazgy. Proksimaliniai U ir
R uzuomazgy galai buvo suaugg su H uzuomazga i
vientisa kremzlg, kurios iSplatéjimas arba alkiinés sa-
nario interzonos likuciai rodé riba tarp stilopodiumo
ir zeugopodiumo. Alktinés sanario interzonos buvo
uzpildytos keliy ploks¢iy ar apvaliy kremzliniy lasteliy
eiliy, tarp kuriy vélyvomis formavimosi stadijomis bu-
vo jaugg kraujo kapiliarai. Vidiniai U ir R diafiziy pa-
vir§iai buvo suaugg arba keliais sluoksniais smulkiy

3 pav. Alkiinkaulio ir stipinkaulio uZuomazgy su-
augimas | vientisg kremzle transplantate, stokojan-
¢iame PNZ, septintaja para po persodinimo x 100

bazofiliniy kremzliniy lasteliy (3 pav.) arba visiskai
subrendusiu kremzliniu audiniu.

Transplantaty be PNZ H, U ir R uzuomazgy
suaugimo ir alkinés sanario regresijos apimtis ir dina-
mika buvo kiek ryskesné negu transplantaty be UNZ.

ISsiplétusiy ir deformuoty kraujagysliy, kraujosri-
vu (3 pav.) arba pisliy, prisipildziusiy kraujo plazmos
transudato, galéjusios sutrikdyti dilbio skeleto forma-
vimasi, rasta 54,8%=0,9 transplantaty be PNZ ir
42,9%=1,1 transplantaty be UNZ.

Kontrolinés grupés transplantaty alkiinés sanariui
placios apimties suaugimai nebuidingi. Auks§ciau apra-
Sytu zeugopodiumo anomalijy — U ir R epifiziy suau-
gimy arba suaugimy i vientisa kremzlg — pastebéta tik
pavieniais atvejais (31,1%+1,6) ir tik vélyvomis forma-
vimosi CAM stadijomis (septintaja ir devintaja para).
Daugumos $iy transplantaty U ir R uzuomazgos buvo
atsiskyrusios viena nuo kitos.

Alktinés sanario pradiné morfologiné diferenciacija
kontroliniuose transplantatuose vyko normaliai. Nuo
penktos dienos po persodinimo buvo pastebéta nuosekli
alklinés sanario regresija: nuo siaury kremzliniy tilteliy
penktaja para po persodinimo iki galutinio sanarinio
plysio iSnykimo bei kauliniy uzuomazgy suaugimo ne
tik sanariniais, bet kartais ir Soniniais pavirsiais devin-
taja para. Taigi alkiinés sanario regresija vyko palaips-
niui ir ankstyvomis formavimosi CAM stadijomis ne-
buvo istisiniy sanariniy pavir§iy suaugimy, kokie ap-
rasyti eksperimentinéje grupéje.

Kraujo nutekéjima i§ zeugopodiumo sunkinanciy
kraujosriivy arba piisliy buvo pastebéta 31,3%=+1,6
kontrolinés grupés galtiniy, t. y. gerokai reCiau negu
eksperimentiniy transplantaty.

Rezultaty aptarimas
Galiinés uzuomazgos skeletogenezé glaudziai siejasi
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su vaskulizacijos kitimais (14, 15). Vienas veiksniuy,
turinciy itakos persodintos galtinés skeleto ir sanariy
sklaidai, yra kraujotakos nepakankamumas transplan-
tate (16). Sio ekspermento transplantaty kraujotakos
nepakankamumo morfologiniai poZymiai: i$siplétusios
kraujagyslés, kraujosriivos, piislés — ryskiausi trans-
plantaty be PNZ. Taciau budingy skeleto anomaliju
atsiradimo Sio eksperimento salygomis negalima pa-
aiSkinti vien kraujotakos sutrikimais zeugopodiume.
Be to, anomalijos formavosi ir gerai vaskulizuotose
galtinése.

Progresuojanti sanariniy pavir§iy suaugima nuo
siaury kremzliniy tilteliy iki ankiloziy galima i$ dalies
paaiskinti judéjimo stoka (17). Galtniy imobilizacija
nesutrikdo pradiniy sanario sklaidos etapy (nuo inter-
zonos susidarymo iki plysio atsiradimo). Taciau sanario
plysiui egzistuoti judéjimas bitinas. Sio eksperimento
transplantatai, neturintys motorinés inervacijos, yra
nejudris, todél vélyvy formavimosi CAM stadijy trans-
plantaty dilbio kauly ir alkiinés sanario suaugimus
galima paiSkinti transplantaty judéjimo stoka. Taciau
visiski ir platis H, U ir R uzuomazgy suaugimai i
vientisg kremzle ankstyvomis formavimosi CAM sta-
dijomis (treCiaja ir penktaja para) rodo, kad $iy kauly
uzuomazgos matyt nebuvo galutinai atsiskyrusios viena
nuo kitos. Taigi dilbio kauly uZuomazgy suaugimas
transplantatuose be PNZ arba UNZ — pirminis reiski-
nys. Antrinis kauly uZuomazgy suaugimas, kai jos be-
siformuodamos atsiskiria viena nuo kitos, o véliau su-
auga, buvo budingas vélyvy formavimosi CAM stadijy
kontrolinés grupés transplantatams. Taciau jy suaugi-
mai apsiriboja alktinés sanario srityje, o U ir R suauga
1 vieng kremzlg tik pavieniais atvejais ir tik vélyvomis
formavimosi CAM stadijomis. Dauguma kontrolinés
grupés transplantaty turi aiskiai atsiskyrusias U ir R
uzuomazgas.

Intensyvus ,,pirminis“ U ir R suaugimas sutrikdé
pradinius alkiinés sanario formavimosi etapus, todél
sutriko eksperimentiniy galtiniy proksimodistaliné
sanariy diferenciacijos seka.

Taigi transplantaty be PNZ arba UNZ alkiinés ano-
malijy negalima paaiskinti vien judéjimo stoka arba
kraujotakos nepakankamumu. Matyt, §iy anomalijy
priezastys ir susidarymo mechanizmai gerokai sudé-
tingesni.

Panasius U ir R suaugimus vis¢iuky mutanty Tal-
pid® galtiniy uzuomazgose aprasé J. R. Hinchliffe ir
kt. (7). Siy mutanty U ir R kauly uzuomazgos visada
yra visiskai arba iS dalies (ties alkiinés sanariu) suau-
gusios. Suaugimo priezastis — genetinis lasteliy Ziities
uzslopinimas TNZ.

Normaliai augancios galtinés TNZ vyksta mezo-
dermos lasteliy apoptozé, todél 24 HH stadijos metu
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centrinés kondensuotos mezodermos distaliné dalis
pasidalija i dvi Sakas — biisimas U ir R uzuomazgas ir
formuoja tipiska Y formos mezodermos kondensacija
galinéje (1). GenetiSkai ar kaip kitaip uzslopinus
apoptozés procesus TNZ, U ir R uzuomazgy Sakos
kondensuotoje mezodermoje neatsiskiria arba atsiski-
ria tik i§ dalies, U bei R auga visi§kai arba proksima-
liniais galais suaugg.

Sio eksperimento duomenimis, transplantaty be
PNZ arba UNZ tamsiosios nekrozés zonos lasteliy
apoptozé taip pat uzslopinta. Galima manyti, kad TNZ
prislopino vienos i$ kity dvieju nekrozés zony — PNZ
arba UNZ izoliavimas.

Pastaraisiais metais mokslingje literatiiroje pasiro-
dé teiginiy, tvirtinanciy, kad sanario interzonoje apop-
tozé nevyksta, o sanario plysio susidaryma skatina hia-
lurono ruigsties sekrecija i interzonos centra (18). Ta-
¢iau daugelis autoriy pritaria nuomonei, kad kiekvie-
no sanario diferenciacijoje vyksta rySkesnis arba silp-
nesnis lasteliy ziities procesas, padedantis susiformuoti
sanariniam ply$iui (1, 10, 11).

Zmogaus igimtos radioulnarinés sinostozés diag-
nostika ir gydymas yra aktualus klinikinéje praktikoje
(19, 20), todél svarbis ir Sio sklaidos sutrikimo susi-
darymo mechanizmo klausimai. Gali buti, kad $i su-
trikima nulémé TNZ uzslopinimas embriogenezéje.

PNZ ir UNZ tyrimai in vitro ir in situ parodé, kad
apoptozés zonose lasteles gali ,,iSgelbéti* jvairios eks-
perimento salygotos aplinkybés: ektodermos virs$
apoptuojanciy lasteliy pasalinimas (5), apoptozés zo-
nos lasteliy auginimas vienasluoksnéje kultiiroje ir
fibroblasty augimo faktoriaus jterpimas i Siy lasteliy
kultiira (6). Sio eksperimento duomenys rodo, kad PNZ
arba UNZ izoliavimas persodintoje i CAM galtinéje —
tai dar viena eksperimento aplinkybé, galinti keisti
apoptoze TNZ.

ISvados

1. Galunés uzuomazgose, persodintuose i chorio-
alantojo membrang ir stokojanciose priekinés ar uz-
pakalinés nekrozés zony, labiausiai sutriko alkiinés
sanario ir zeugopodiumo kauly sklaida.

2. Ryskiausi alkinés sanario ir dilbio kauly uzuo-
mazgy suaugimai, greiciausia suaugimy dinamika buvo
transplantaty, persodinty be priekinés nekrozés zonos.

3. Alkiinkaulio ir stipinkaulio uzuomazgy suaugi-
mai rodo, kad eksperimentiniuose transplantatuose
buvo uzslopinta lasteliy apoptozé tamsiojoje nekrozés
zonoje.

4. Mechanizmas, ,,i$jungiantis* tamsiosios nekrozés
zonos veikima, kol kas neaiskus. Taciau néra abejoniuy,
kad gallinés uzuomazgoje tarp apoptozés zony vyksta
glaudi saveika.
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Elbow joint formation in grafts of the limbs lacking the anterior or posterior
necrotic zones

Renata Rizgeliené, Janina Zukiené, Violeta Zalgeviéiené
Department of Anatomy, Histology and Anthropology, Faculty of Medicine, Vilnius University, Lithuania

Key words: limb development, chick embryo, apoptosis.

Summary. The purpose of this experimental work is to examine the joint formation in limb bud grafts
lacking the anterior or posterior necrotic zones where programmed cell death (apoptosis) occurs.

Methods. The embyonic chick limbs were transplanted onto the chorioallantoic membrane. The limbs of
experimental group were transplanted without the prospective anterior or posterior necrotic zones. Transplants
containing all limb bud material served as the control group.

Results. Most experimental grafts showed wide or complete fussions of the bones forming the elbow joint in
the early developmental stages. The regression of the elbow joint in the control grafts was gradually progressive:
from the narrow cartilaginous bridges between articular surfaces in early stages to extensive fusion of bone
primodia in late developmental stages.

Conclusions. The elimination of the anterior or posterior necrotic zones suppressed apoptosis in the “opaque
patch” and caused the fussion of the bones in elbow joint.
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