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Prowadzenie pozaustrojowej hodowli tkanki nerwowej w $rodowisku
odzywczym, zawierajgcym surowice chorych ze zwyrodnieniem watro-
bowo-soczewkowym, prowadzi do uszkodzen komorek gleju gwiazdzi-
stego, typowych dla tzw. gliopatii wilsonowskiej. Nieprawidtowosci ko-
mérkowe przyjmujg postaé uogdlnionego przerostu indywidualnych as-
trocytéw, ktéremu towarzyszg zmiany zwyrodnieniowe, wyrazajace Sie
przede wszystkim fragmentacjg ich wypustek, prowadzgce do pojawia-
nia sie amebowatych bezwypustkowych komoérek. Na tle tych nieswoi-
stych uszkodzerh wystepuja zmienione komorki gwiazdziste znane pod
nazwg komorek Alzheimera typu Il oraz komoérek Opalskiego, ktére
obok komérek Alzheimera typu | stanowig najbardziej charakterystycz-
ny komponent patologii gleju w chorobie Wilsona (Mossakowski i wsp.
1970; Mossakowski, Weinrauder 1984). Identyczne nieprawidtowosci ko-
mérkowe uzyskano w pozaustrojowej hodowli tkanki nerwowej, pro-
wadzonej w Srodowisku odzywczym, zawierajagcym surowice zdrowych
ludzi z dodatkiem egzogennych zwigzkéw miedzi w ilosci odpowiadaja-
cej jej stezeniu w mozgach ludzi z chorobg Wilsona. Spostrzezenie to
sktonito do wysuniecia przypuszczenia, iz miedZ gromadzaca sie w nad-
miarze w osrodkowym uktadzie nerwowym i podwyzszona w surowicy
krwi u chorych z zespotem zwyrodnienia watrobowo-soczewkowego jest
podstawowym czynnikiem lub jednym z czynnikbw odpowiedzialnych
za rozwo0j patologii gleju zaréwno in situ, jak i in vitro (Mossakowski
i wsp. 1970). Posrednie potwierdzenie stusznosci tej hipotezy przyniosta
kolejna seria doswiadczen, w ktérych do Srodowiska odzywczego hodo-
wli, zawierajgcego surowice chorych z nieleczonym zespotem zwyrod-
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nienia watrobowo-soczewkowego lub egzogenne zwigzki miedzi poda-
wano d-penicylaming, stanowigcg podstawowy lek wspdlczesnej terapii
choroby Wilsona. Podawanie d-penicylaminy w tych warunkach zapo-
biegato rozwojowi gliopatii wilsonowskiej, a przede wszystkim pojawia-
niu sie komorek Alzheimera typu Il i komorek Opalskiego (Mossakow-
ski i wsp. 1977).

W tym Swietle wydawato sie celowe przesledzenie wptywu suro-
wic od chorych ze zwyrodnieniem watrobowo-soczewkowym, leczonych
d-penicylaming na rozwdj oraz obraz morfologiczny i immunohistoche-
miczny doswiadczalnej gliopatii wilsonowskiej in vitro. Terapia d-peni-
cylamina prowadzi do wydatnego obnizenia poziomu miedzi w suro-
wicy krwi chorych, nie wplywajgc istotnie na zawarto$¢ i aktywnos$¢
ceruloplazminy stanowigcej alfa-2-glikoproteine surowicy, syntetyzowang
w watrobie i wigzaca w trudno dysocjujagcy zwigzek jony miedzi. Za-
wartos¢ ceruloplazminy oraz jej zdolno$¢ wigzania miedzi stanowi czyn-
nik decydujacy o proporcji tzw. miedzi zwigzanej, tworzgcej z nig
trwaty zwigzek, oraz miedzi wolnej, pozostajgcej w tatwo dysocjujgcym
zwigzku z albuminami surowicy. Do badan celowo uzyto surowic cho-
rych o réznym czasie trwania procesu chorobowego ze zréznicowanym
okresem stosowania terapii d-penicylamina.

MATERIAL | METODY

Badania przeprowadzono na organotypowych hodowlach mézdzku
noworodkow szczurzych, prowadzonych we flaszkach Carrela wedtug
metody opisanej przez Krasnicka i Mossakowskiego (1965). Srodowisko
odzywcze hodowli, zmieniane dwa razy w tygodniu, zawierato 50% su-
rowicy krwi ludzi zdrowych, 40% zbuforowanego ptynu wieloelektro-
litowego (Wytwornia Surowic i Szczepionek, Lublin) i 10% wyciggu
z zarodkéw kurzych. Uzupetniano je glukoza do koncowego stezenia 600
mg%, a jego pH doprowadzano do 7,0—7,3.

W 14—16 dniu in vitro do wybranych hodowli w miejsce prawid-
towej surowicy ludzkiej podawano surowice od leczonych chorych ze
zwyrodnieniem watrobowo-soczewkowym, przetrzymujac je w tych wa-
runkach przez okres 3—4 dni. Hodowle kontrolne przez caty okres do-
$wiadczenia prowadzono w rutynowym $rodowisku odzywczym. Hodo-
wle kontrolowano codziennie w mikroskopie fazowo-kontrastowym. Po
uptywie zatozonego czasu doswiadczenia uzywano je do badan histolo-
gicznych i immunomorfologicznych.

Do badan histologicznych hodowle utrwalano w ptynie Carnoya
i barwiono je biekitem toluidyny. Hodowle przeznaczone do badan im-
munomorfologicznych ptukano trzykrotnie po 15 min w zbuforowanym
fizjologicznym roztworze chlorku sodu (PBS), suszono i utrwalano w zim-
nym acetonie (—20°C) przez okres 4 min. Utrwalone hodowle inkubo-
wano nastepnie w temperaturze pokojowej przez okres 30 min w su-
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rowicy odpornosciowej zawierajacej przeciwciata przeciwko kwasnemu
biatku witdkienek glejowych (GFAP), rozciefczonej w stosunku 1 : 100.
Surowica odpornosciowa pochodzita z Protein Laboratory Copenhagen
University (dr E. Bock). Po inkubacji hodowle ptukano trzykrotnie
po 15 min w PBS, a nastepnie poddawano je drugiej inkubaciji
z uzyciem fragmentu F/ab/2 antykrdéliczej immunoglobuliny 1gG, sko-
niugowanej z fluoresceing (Boehring, R.G. RFN). Po wyptukaniu szkie-
tek z nadmiaru surowicy montowano je w zbuforowanej glicerynie
i ogladano w mikroskopie fluorescencyjnym f-my Leitz. Kontrole swoi-
stosci odczynu fluorescencyjnego przeprowadzano zastepujac surowice
odpornosciowg surowicg nieimmunizowanych krélikow.

Do doswiadczen uzyto surowice od 3 chorych z Klinicznie i bioche-
micznie zweryfikowanym zespotem zwyrodnienia watrobowo-soczewko-
wego.

Chory W., mezczyzna 1 19 z akinetyczno-hipertoniczng postacia
choroby Wilsona i 6-letnim wywiadem chorobowym. Od lat 2 otrzy-
mywat leczenie d-penicylaming. Krew pobrano bezpos$rednio po zakon-
czeniu serii leczenia. Zawarto$¢ miedzi w surowicy 2,4 mg°/o. Aktyw-
nos$¢ oksydazowa ceruloplazminy 2,4 j.m.

Chory D., mezczyzna 1 26 z typowym zespotem choroby Wilsona
i 2-letnim wywiadem chorobowym. Po raz pierwszy leczony d-penicy-
laming. Poprzednio leczony Kuprenilem. Krew pobrana w $rodku ku-
racji. Zawarto$¢ miedzi w surowicy — 13,6 mg°/o. Aktywnos¢ cerulo-
plazminy — nieoznaczalna.

Chora B., kobieta 1. 16 z typowym zespolem Klinicznym choroby
Wilsona, z 1-rocznym wywiadem chorobowym. Poczatkowo leczona Ku-
prenilem, wobec braku poprawy zastosowano leczenie d-penicylaminag.
Krew pobrana bezposrednio po zakonhczeniu pierwszej Kkuracji. Zawar-
tos¢ miedzi w surowicy krwi — 13,6 mgfllo. Aktywnos$¢ ceruloplazmi-
ny — 1 j.m.

WYNIKI
Obraz morfologiczny

Obraz morfologiczny hodowli z surowicami od wszystkich chorych
ze zwyrodnieniem watrobowo-soczewkowym réznit sie istotnie od spo-
strzeganych w materiale kontrolnym (rye. 1), wykazujac ponadto uch-
wytne réznice w zalezno$ci od zastosowanej surowicy.

Podstawowa réznice materiatu doswiadczalnego w stosunku do kon-
troli stanowito znaczne bogactwo komdrek glejowych zaréwno w eks-
plantacie, jak i w strefie wzrostu hodowli. Wystepujac w hodowlach
ze wszystkimi surowicami zjawisko to byto najbardziej zaznaczone
w przypadkach surowic pacjentow z krotszym wywiadem chorobowym
(chory D. i B.). W obu tych przypadkach obecne byly ponadto liczne
powigkszone jadra glejowe z niezwykle bogatg zawarto$cig chromatyny
(ryc. 2, 3). Widoczne byly réwniez komorki glejowe z cechami prze-
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Ryc. 1. Hodowla kontrolna, 18 dni in vitro. Typowy obraz mieszanej astrocy-
tarno-oligodendroglejowej strefy wzrostu. Biekit toluidyny. Pow. 200 X

Fig. 1. Control culture, 18 days in vitro (DIV). Typical picture of mixed as-
trocytic-oligodendrocytic outgrowth zone. Toluidine blue. X) 200

rostu, przypominajgce typowe gemistocyty, réznigce sie jedynie od nich
stosunkowo dobrze zachowanymi wypustkami (ryc. 4). Nieswoiste zmia-
ny zwyrodnieniowe astrocytéw, polegajace na nagromadzeniu wodniczek
w cytoplazmie, zatarciu zaryséw bton cytoplazmatycznych i rozpadzie
wypustek byly na ogét mniej zaznaczone. Byty stosunkowo nieliczne
w przypadku surowicy chorej B. z najkrétszym okresem trwania pro-
cesu chorobowego (ryc. 5), a nieco obfitsze z surowicg od chorego D.
z dwuletnim wywiadem chorobowym (ryc. 6). Byly natomiast najsilniej
wyrazone przy uzyciu surowicy pacjenta W. z najbardziej zaawansowa-
nym i najdluzszym przebiegiem choroby (ryc. 7). Te samg zaleznos¢
stwierdzono w stosunku do czestosci wystepowania i obfitosci komorek
Alzheimera typu Il. Wystepujac pojedynczo w przypadku B., nieco cze-
sciej w przypadku D., stanowity zjawisko dos¢ pospolite w przypadku
surowicy W. (ryc. 8). Komoérki Opalskiego w catym materiale wystepo-
waly sporadycznie. Podobnie jak nagie jadra, spotykano je najczesciej
w przypadku surowicy chorego W. (ryc. 9). W pozostatych przewazaty
komoérki przejsciowe miedzy uformowanymi komoérkami Opalskiego
a przerosnietymi astrocytami.

Obraz immunomorfologiczny

Odczyn immunohistochemiczny wykazywat wyrazng zaleznos¢ od
charakteru i nasilenia nieprawidtowosci strukturalnych komérek gle-
jowych. W hodowlach z przewaga proceséw przerostowych byt on sil-
niejszy, a znacznie stabszy przy nasileniu zmian zwyrodnieniowych.

Najsilniejsza fluorescencje stwierdzano w duzych, przerosnietych as-
trocytach z obfitg cytoplazmg i dobrze zachowanymi wypustkami. Ja-
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Rye. 2. Hodowla doswiadczalna, surowica D., 18 dni in vitro. Obfita populacja
glejowa z licznymi duzymi hiperchromatycznymi jgdrami. Pobrzeze strefy wzro-
stu i eksplantatu. Biekit toluidyny. Pow. 200 X
Fig. 2. Experimental culture, serum D. 18 DIV. Dense glial population from
the explant periphery with numerous, enlarged, hyperchromatic nuclei. Toluidi-
ne blue. X 200

Rye. 3. Hodowla doswiadczalna, surowica B., 18 dni in vitro. W$rdéd typowe-
go astrocytarnego utkania strefy wzrostu widoczne gniazda komoérek z hiperchro-
matynowymi jadrami. Biekit toluidyny. Pow. 400 X
Fig. 3. Experimental culture, 18 DIV, serum B. In typical astrocytic population
of the outgrowth zone, nests of hyperchromatic nuclei are visible. Toluidine blue.
X 400

Rye. 4. Hodowla doswiadczalna, surowica D., 18 dni in vitro. Gemistocytopo-
dobne komoérki glejowe w strefie wzrostu. Biekit toluidyny. Pow. 400 X
Fig. 4. Experimental culture, 18 DIV, serum D. Gemistocyte-like glial cells from
the outgrowth zone. Toluidine blue. X 400

Rye. 5. Hodowla doswiadczalna, surowica B., 19 dni in vitro. Astrocyty stre-
fy wzrostu ze stabo widoczng cytoplazma, w znacznej cze$ci pozbawione wypu-
stek. Widoczne pojedyncze nagie jadra. Biekit toluidyny. Pow. 400 X
Fig. 5. Experimental culture, serum B. 19 DIV. Astrocytes from the outgrowth
zone with hardly visible contours of cytoplasm and processes. Some naked nuclei
are present. Toluidine blue. X 400
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Ryc. 6. Hodowla doswiadczalna, 18 dni in vitro, surowica D. Astrocyty strefy
wzrostu ze stabo widocznymi zarysami cytoplazmy, w wiekszosci pozbawione wy-
pustek. Bitékit toluidyny. Pow. 400 X)

Fig. 6. Experimental culture, serum D. 18 DIV. Most of the astrocytes from
outgrowth zone deprived of cytoplasm and processes. Toluidine blue. X 400

Ryc. 7. Hodowla doswiadczalna, surowica W., 17 dni in vitro. Ciezko uszko-
dzone komérki strefy wzrostu. Niektére z widocznymi wodniczkami w cytoplazmie
(strzatka). Btekit toluidyny. Pow. 400
Fig. 7. Experimental culture, serum W., 17 DIV. Severely damaged astrocytes
from outgrowth zone; some of them with intracytoplasmic vacuoles (arrow). To-
luidine blue. X 400

Ryc. 8. Hodowla doSwiadczalna, surowica W. 18 dni in vitro. Obficie nagro-
madzone komdrki Alzheimera typu Il w strefie wzrostu hodowli. Biekit toluidyny.
Pow. 400 X
Fig. 8. Experimental culture, serum W, 18 DIV. Abundant accumulation of
Alzheimer, type Il cells in the outgrowth zone. Toluidine blue. X 400

Ryc. 9. Hodowla doswiadczalna, surowica W., 19 dni in vitro. Komorka Opal-
skiego wsrdd obficie nagromadzonych komérek strefy wzrostu. Biekit toluidyny.
Pow. 400 X
Fig. 9. Experimental culture, serum W, 19 DIV. Opalski cell in the outgrowth
zone. Toluidine blue. X 400
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Ryc. 10. Hodowla do$wiadczalna, surowica B., 18 dni in_vitro. Intensywna fluores-
cencia przerostych astrocytow strefy wzrostu. GFAP. Pow. 400 X

Fig. 10. Experimental culture, serum B. 18 DIV. Intense immunofluorescence
reaction in hypertrophied astrocytes within outgrowth zone. GFAP. X 400

Rye. 11. Hodowla doswiadczalna, surowica D. 18 dni in vitro. Odczyn immu-
nofluorescencji w przerostych astrocytach, wykazujacy zwiazek z witoknistymi stru-
kturami cytoplazmatycznymi. GFAP. Pow. 800 X>

Fig. 11. Experimental culture, serum D, 18 DIV. Immunofluorescence reaction
in hypertrophied astrocytes, connet(:}t'e:('ja\ vat)rg %rg)toracytoplasmlc fibrillary structures.

Rye. 12. Hodowla doswiadczalna, surowica B. 19 dni in vitro. Staby odczyn
immunofluorescencyjny w uszkodzonych astrocytach pozbawionych wypustek. GFAP.
Pow. 400 X

Fig. 12. Experimental culture, serum B., 19 DIV. Weak immunofluorescence
in damaged astrocytes deprived of cellular processes. GFAP. X 400
Rye. 13. Hodowla doswiadczalna, surowica W. 19 dni in vitro. Umiarkowany
odczyn immunofluorescencyjny w komorce Opalskiego. GFAP. Pow. 400 X

Fig. 13. Experimental culture, serum W, 19 DIV. Moderate immunofluorescen-
ce in Opalski cell. GFAP. X 400
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Ryc. 14. Hodowla doswiadczalna, surowica B., 19 in vitro. Silna fluorescencia
w komorce przejsciowej. GFAP. Pow. 400 X

Fig. 14. Experimental culture, serum B., 19 DIV. Strong immunofluorescence
in a transitory cell. GFAP. X 400

Rye. 15. Hodowla doswiadczalna, surowica W., 18 dni in vitro. Zmienne na-
tezenie odczynu immunofluorescencyjnego w komoérkach Alzheimera typu Il
GFAP. Pow. 400 X

Fig. 15. Experimental culture, serum W., 18 DIV. Immunofluorescence reaction
of varying intensity in Alzheimer type Il cells. GFAP. X 4Q0

skrawa fluorescencia ostro obrysowywala kontury perykarionalnej cy-
toplazmy i grubych wypustek (ryc. 10). W licznych hipertroficznych ko-
morkach gwiazdzistych stwierdzato sie zwigzek Swiecenia z siatkowaty-
mi lub pasmowatymi widknistymi strukturami srédplazmatycznymi (ryc.
11). W przypadku komorek z cechami zwyrodnienia, a zwiaszcza z frag-
mentacjg wypustek, odczyn immunofluorescencyjny byt znacznie stabszy
i bardziej zr6znicowany od wyraznego do ledwie dostrzegalnego (ryc. 12).
Komorki Opalskiego charakteryzowaly sie zywa fluorescencjg (ryc. 13),
ktora byla jednakze mniej intensywna niz w przerostych astrocytach.
Nieco zywszy odczyn, zawsze o charakterze dyfuzyjnym lub ziarnistym,
wystepowal w komadrkach przejsciowych miedzy uformowanymi komor-
kami Opalskiego i hipertroficznymi astrocytami (ryc. 14). Wyrozniaty sie
one w stosunku do typowych komorek Opalskiego mniejszymi rozmiara-
mi i obecnoscig resztkowych wypustek. Charakter odczynu immuno-
fluorescencyjnego w komdrkach Alzheimera typu Il wykazywat znaczne
zroznicowanie od ledwie dostrzegalnego do zywego S$wiecenia, 0 zmien-
nej szerokosci, otaczajgcego powiekszone, zazwyczaj owalne jadra ko-
morkowe (ryc. 15).

OMOWIENIE

Przedstawione wyniki wskazuja, ze zastosowanie surowic od leczonych
d-penicylaming chorych ze zwyrodnieniem watrobowo-soczewkowym po-
zwala na uzyskanie uszkodzen gleju typowych dla gliopatii wilsonow-
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skiej. ROznig sie one jednak od zmian stwierdzanych w hodowlach z su-
rowicami od chorych nieleczonych (Mossakowski i wsp. 1970; Mossakow-
ski, Weinrauder 1984). Podstawowa réznica polega na przewadze uogdl-
nionych proceséw rozplemowych i przerostowych, przy znacznie mniej
nasilonych nieswoistych zmianach zwyrodnieniowych i rzadkim wyste-
powaniu nieprawidtowych postaci astrocytéw, typowych dla choroby
Wilsona, takich jak komorki Alzheimera typu Il i komorki Opalskiego.
Ogolny wzorzec zmian przypomina pod tym wzgledem bardziej obraz
ostrej encefalopatii watrobowej u ludzi (Mossakowski i wsp. 1983) oraz
wczesnej fazy encefalopatii watrobowej u zwierzgt doswiadczalnych
(Norenberg i wsp. 1972, 1974; Hilgier i wsp. 1983), niz nieprawidtowosci
typowe dla zaawansowanej choroby Wilsona. Zwraca przy tym uwage
obecno$¢ przero$nietych, hiperchromatynowych jader glejowych, niespo-
tykanych w poprzednich badaniach nad encefalopatig wilsonowska in vi-
tro (Mossakowski i wsp. 1970).

Wydaje sie, ze stosunkowo nikty stopien uszkodzenia astrocytéw w po-
réwnaniu ze zmianami obserwowanymi w przypadku surowic od chorych
nieleczonych wigza¢ nalezy z obnizong zawarto$cig miedzi we wszyst-
kich uzytych surowicach, nizszg niz wartosci kontrolne u ludzi zdrowych
(norma laboratoryjna 85—120 3g/100). Zwraca réwnocze$nie uwage dra-
styczne obnizenie we wszystkich przypadkach, niezaleznie od leczenia,
aktywnosci ceruloplazminy (w przypadku jednego chorego do wartosci
nieoznaczalnych). Wskazuje to na mozliwo$¢ przesuniecia proporcji mie-
dzy miedzig zwigzang i wolng w surowicy. W warunkach prawidtowych
miedZz zwigzana stanowi okoto 98% jej ogdllnej zawartoSci w surowicy,
podczas gdy miedZ wolna nie przekracza 2—5%. W zaawansowanej cho-
robie Wilsona miedZz wolna siega warto$ci 40-60%. W tej sytuacji wy-
daje sie prawdopodobne, iz mimo obnizenia bezwzglednej zawarto$ci mie-
dzi w stosowanych surowicach, wobec znacznego spadku aktywnosci ce-
ruloplazminy, zawarto$¢ miedzi wolnej mogta by¢é wystarczajgca dla
wywotania uszkodzen komorkowych, choé mniej nasilonych, niz w przy-
padku surowic chorych nie leczonych. Ich nasilenie i typowos$¢ nie wy-
kazywaty przy tym zaleznosci od bezwzglednej zawarto$ci miedzi, lecz
bardziej od aktywnosci ceruloplazminy, mimo iz nie stanowi ona wskaz-
nika stopnia wigzania miedzi. W dwoch przypadkach o jednakowym
pozornie miedzi w surowicy bardziej nasilone i typowe zmiany komor-
kowe wystepowaly przy nieoznaczalnej aktywnosci ceruloplazminy. Za-
lezno$¢ ta zbiezna byta z czasem trwania choroby i stopniem jej zaawan-
sowania. Najbardziej charakterystyczne nieprawidtowosci astrocytow
znamionowaty surowice od pacjenta z najdluzszym wywiadem choro-
bowym, najmniej nasilone — z najkrétszym.

Badania immunomorfologiczne potwierdzity poprzednie spostrzezenia,
iz zmienione komorki glejowe zachowywaty antygenowe wiasciwosci as-
trocytdbw (Mossakowski, Weinrauder 1984). Wszystkie ich postaci wyka-
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zywaly obecno$¢ kwasnego biatka widkienek glejowych uznanego za swo-
isty znacznik komorek gleju gwiazdzistego (Eng i wsp. 1971; Bignami
i wsp. 1972; Ludwin i wsp. 1976).

Intensywno$é odczynu immunofluorescencyjnego byta zréznicowana
w zaleznoSci od charakteru zmian strukturalnych. Byla ona najwyzsza
W przerosnietych astrocytach, wykazujac tu wyrazny zwigzek z widk-
nistymi strukturami cytoplazmatycznymi oraz w komoérkach Opalskiego.
Byla znacznie mniejsza w komdrkach gwiazdzistych z cechami zwyrod-
nienia, a w komodrkach Alzheimera typu Il znamionowato jg znaczne
zréznicowanie od wyraznego do S$ladowego.

To ostatnie zjawisko wymaga odrebnego oméwienia w Swietle spo-
strzezeh Sobela i wsp. (1981) oraz Kimury i Budki (1984), ktérzy w ma-
teriale encefalopatii watrobowej u ludzi stwierdzili catkowity brak od-
czynu z surowicami anty-GFAP. Pierwsi z nich fakt ten skionni sg wig-
za¢ z uszkodzeniem przez podstawowy czynnik (lub czynniki) patogene-
tyczny procesO6w syntezy biatek w zmienionych astrocytach. Za inter-
pretacja taka przemawia¢ moga badania Albrechta (1981), ktéry meto-
dami biochemicznymi stwierdzit uposledzenie syntezy RNA w doswiad-
czalnej encefalopatii watrobowej. Morfologiczny charakter badan wias-
nych ogranicza mozliwo$¢ dyskusji nad tym mechanizmem. Wydaje sie,
ze odmienno$¢ naszych spostrzezen moze by¢é uwarunkowana przez caty
szereg czynnikow, w tym przede wszystkim charakter materialu —
pozaustrojowg hodowle tkanki nerwowej, w ktérej nie mamy do czy-
nienia z komérkami Alzheimera typu Il wystepujacymi w warunkach
in situ, a jedynie z komérkami do nich morfologicznie podobnymi. Dru-
gim czynnikiem, ktory nalezy bra¢ pod uwage jest stosowana technika
odczynu immunomorfologicznego — fluorescencyjna w naszym przypad-
ku, metoda PAP (peroksydaza-antyperoksydaza) w materiale zaréwno
Sobela i wsp. (1981), jak i Kimury i Budki (1984). Uwzgledni¢ nalezy
réwniez fakt, ze badania ich, prowadzone na materiale ludzkim, a Al-
brechta (1981) na materiale doswiadczalnym, dotyczyty encefalopatii
watrobowej, podczas gdy w dos$wiadczeniach wilasnych stosowano suro-
wice od chorych ze zwyrodnieniem watrobowo-soczewkowym. Mimo za-
sadniczego podobienstwa, jesli nie identycznosci morfologicznej komorek
Alzheimera typu Il w obu procesach chorobowych, réznice etiologiczne
i patogenetyczne mogg wptywaC na odrebnosci biologiczne strukturalnie
identycznych form komoérkowych. Rola tego czynnika wydaje sie jed-
nak drugorzedna, poniewaz w poprzednich badaniach wykazano obecnos¢
dodatniego odczynu immunohistochemicznego w komdrkach Alzheimera,
typu Il, uzyskanych zaréwno z surowicami od chorych ze $piaczkg wa-
trobowa, jak i ze zwyrodnieniem watrobowo-soczewkowym (Mossakow-
ski, Weinrauder 1984).

W Swietle tych spostrzezen wydaje sie uzasadnione zwrdcenie uwa-
gi na fakt, iz nagie jadra, stanowigce zmienione patologicznie astrocy-
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ty, w obrazie mikroskopowo-elektronowym charakteryzujg sie bardzo
znacznym zubozeniem organelli cytoplazmatycznych (Norenberg, Lapham
1974; Norenberg 1977; Mossakowski i wsp. 1984). Niekiedy przybierajg
one posta¢ powiekszonych, ubogochromatynowych jader zawieszonych
w wodnistej cytoplazmie, catkowicie pozbawionej struktur subkomor-
kowych (Ostenda i wsp. 1976). Przeksztatcenie astrocytu w komorke
Alzheimera typu Il jest procesem postepujagcym, stad tez moga obok
siebie wystepowaé komorki o réznym stopniu uszkodzenia struktur cy-
toplazmatycznych, co ttumaczytoby zréznicowanie odczynu ujawniajgcego
GFAP, az do jego catkowitego zaniku. Na taka mozliwos¢ wskazujg
badania immunomorfologiczne, przeprowadzone nha autopsyjnym mate-
riale” przypadku choroby Wilsona, w ktérych wykazano, ze wsrod prze-
wazajacej populacji nagich jader z ujemnym odczynem na GFAP wy-
stepujg réwniez dodatnie immunomorfologicznie typowe komorki Alz-
heimera typu Il (Mossakowski, Weinrauder 1986).

Wysoce prawdopodobne jest przy tym wspdtistnienie obu czynnikdw:
metabolicznego i strukturalnego, a nawet ich wzajemny zwigzek przy-
czynowy.

Autorzy dziekuja dr Elisabeth Bock z Protein Laboratory, Copenhagen Uni-
versity, za dostarczenie surowicy do badan.

BJIHMHHE CbIBOPOTKH BOJIbHbIX, CTPA/JAFOINKX rEnATO-HEPEEPAJIbHOH
AErEHEPAUWEH H nPOIIEAINIWX KYPC JIEHEHFUI nEHKUHIIAMMHOM
HA PA3BHTHE IN VITRO BMJIbCOHOBOH TJIKONATHM

Pe3K)Me

Abtopm HccnegoBajiH Blimmue cmbopotox, nojiyneHHbix ot SojibHbix, CTpaaaioiiiHX renaTo-
-uepeSpajibHOU uereHepauneft h npome™uiHX xypc jieneHHH neHHUHJUiaMHHOM, Ha Mop4)QJiorH-
necxyio h HMMyHOMop<j)OJiorHHecxyio xapraHy opraHOTnrrmHecKnx xyjibTyp HepBHoft TxaHH. Hjui
«aHHbix cbiBopoTOK xapaKTepHO 3HaHHTenbHoe nonnxeHue xax coaepxaHHH Mean, Tax h axraB-
hocth uepyjionjia3MHHa. OOHapyxeHbi cymecTBeuHbie pa3jiHHHH Mexjiy BO3AeftCTBneM jjaHHbix
chiBopoTox h CbreopoTox SojibHbix, He npouieAinnx xypca jieneHHH. Pa3JiHHHJi 3axjnoHajiHCb b 60Jiee
BbicoxoM co”epxaHHH rjiHajibHbix XjieTox h b npeobjiaaaHHH rnnepTpo(J)HH acTpopHTOB Hajj hx
HecneuncJiMHecKOH jjereHepaijHeii. BbiCTynajin Taxxce naTOJiornHecxne (JjopMbi acTpouHTOB, xapax-
TepHbie ana BHJIbCOHOBOQIi rjiHonaran, xax HanpHMep, xjictxh AnbijreftMepa Il rana n xneTxn
Onajibcxoro. PIHTeHCHBHOCTh jjereHeparaBHbix inMeHeHHii h oGnnne rojibix a“ep 3aBncgjiH ot
dafl[HH 60jie3HH h CTeneHH najjeHHfl axraBHocra nepyjionjia3MHHa b chiBopoTxe. Bee ([)opMbi
acTpouHTOB, xax ¢ npH3HaxaMH ranepipo™HH, Tax h aereHepaijHH, a Taxxe xjictxh AjibpreiiMepa
Il rana h xjictxh Onajibcxoro npoaBjinjiH noJioxHTejibHyio HMMyHO"jiyopecueHrayio peaxijnio
Ha ChiBopoTxy, co”epacamyto aHTHTena x xncjioMy (jmépnjijmpHOMy 6ejixy (GFAP).

Abtopm BbijjBHraioT npejinojiojKeHHe, hto MeHbinaa HHTeHCHBHOCTh naTOJiornHecxnx H3Me-
HeHHft b acTpopHTax no cpaBHeHHio ¢ BO3nekCTBHeM ChiBopoTox, noliyneHHbix ot dojibHbix, He
npomeflniHX xypca jieneHHa, CBiuaHa ¢ 60Jiee hh3xhm coflepxaHHeM MejiH b npHMeHeHHMX cmbo-
poTxax. Ofjnaxo conyTCTByiomee nalewie axTHBHOCcra ijepyjionjia3MHHa npHBejio x HapyineHHio
paBHOBecHH Moxjjy CBM3aHHoit h cbodoahoh Meflbio. B 3thx ycjioBHHX coaepxaHHe nocjieflHen
Morjio 6biTb AocTaTOHHo BbicoxHM, hto6m Bbi3BaTh xapaxTepHbie noBpexaeHH5i acTpouHTOB.
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INFLUENCE OF SERA FROM PATIENTS WITH HEPATO-LENTICULAR
DEGENERATION TREATED WITH D-PENICILAMINE
ON THE DEVELOPMENT OF WILSONIAN GLIOPATHY IN VITRO

Summary

Studies on the influence of sera from patients with Wilson’s disease treated
with d-penicilamine upon morphology and immunomorphology of astrocytes in
organotypic cultures of newborn rat cerebella were performed. The pathological
sera applied were characterized by significant reduction of both copper level
and céruloplasmine activity. Remarkable differences were found as compared with
the influence of sera from untreated patients. They consisted in greater cellula-
rity of cultures and predominance of astrocytic hypertrophy over nonspecific cel-
lular degeneration. However, astrocytic abnormalities, typical for Wilsonian glio-
pathy such as Alzheimer cells, type Il and Opalski cells were also present.

Intensity of degenerative changes of astrocytes and frequency of Alzheimer
cells type Il and Opalski cells appearance were correlated with the advancement
of the disease process and degree of céruloplasmine activity reduction. All ab-
normal astrocytes both showing features of hypertrophy and degeneration gave
positive immunofluorescent reaction with anti-GFAP serum. So did Alzheimer
cells, type Il and Opalski cells.

The authors supposed that less severe astrocytic abnormalities as compared
with those obtained with sera from untreated patients were due to lowered
copper content in sera used in present experiments. However, disturbed pro-
portion between bound and free copper in sera resulting from reduction of céru-
loplasmine activity could be responsible for the appearance of Wilsonian glio-
pathy features, even under conditions of lowered general content of copper.
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