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Prowadzenie pozaustrojowej hodowli tkanki nerwowej w środowisku 
odżywczym, zawierającym surowicę chorych ze zwyrodnieniem wątro- 
bowo-soczewkowym, prowadzi do uszkodzeń komórek gleju gwiaździ­
stego, typowych dla tzw. gliopatii wilsonowskiej. Nieprawidłowości ko­
mórkowe przyjmują postać uogólnionego przerostu indywidualnych as- 
trocytów, któremu towarzyszą zmiany zwyrodnieniowe, wyrażające się 
przede wszystkim fragmentacją ich wypustek, prowadzące do pojawia­
nia się amebowatych bezwypustkowych komórek. Na tle tych nieswoi­
stych uszkodzeń występują zmienione komórki gwiaździste znane pod 
nazwą komórek Alzheimera typu II oraz komórek Opalskiego, które 
obok komórek Alzheimera typu I stanowią najbardziej charakterystycz­
ny komponent patologii gleju w chorobie Wilsona (Mossakowski i wsp. 
1970; Mossakowski, Weinrauder 1984). Identyczne nieprawidłowości ko­
mórkowe uzyskano w pozaustrojowej hodowli tkanki nerwowej, pro­
wadzonej w środowisku odżywczym, zawierającym surowice zdrowych 
ludzi z dodatkiem egzogennych związków miedzi w ilości odpowiadają­
cej jej stężeniu w mózgach ludzi z chorobą Wilsona. Spostrzeżenie to 
skłoniło do wysunięcia przypuszczenia, iż miedź gromadząca się w nad­
miarze w ośrodkowym układzie nerwowym i podwyższona w surowicy 
krwi u chorych z zespołem zwyrodnienia wątrobowo-soczewkowego jest 
podstawowym czynnikiem lub jednym z czynników odpowiedzialnych 
za rozwój patologii gleju zarówno in situ, jak i in vitro (Mossakowski 
i wsp. 1970). Pośrednie potwierdzenie słuszności tej hipotezy przyniosła 
kolejna seria doświadczeń, w których do środowiska odżywczego hodo­
wli, zawierającego surowicę chorych z nieleczonym zespołem zwyrod-
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170 H. Weinrauder i wsp.

nienia wątrobowo-soczewkowego lub egzogenne związki miedzi poda­
wano d-penicylaminę, stanowiącą podstawowy lek współczesnej terapii 
choroby Wilsona. Podawanie d-penicylaminy w tych warunkach zapo­
biegało rozwojowi gliopatii wilsonowskiej, a przede wszystkim pojawia­
niu się komórek Alzheimera typu II i komórek Opalskiego (Mossakow­
ski i wsp. 1977).

W tym świetle wydawało się celowe prześledzenie wpływu suro­
wic od chorych ze zwyrodnieniem wątrobowo-soczewkowym, leczonych 
d-penicylaminą na rozwój oraz obraz morfologiczny i immunohistoche- 
miczny doświadczalnej gliopatii wilsonowskiej in vitro. Terapia d-peni­
cylaminą prowadzi do wydatnego obniżenia poziomu miedzi w suro­
wicy krwi chorych, nie wpływając istotnie na zawartość i aktywność
ceruloplazminy stanowiącej alfa-2-glikoproteinę surowicy, syntetyzowaną
w wątrobie i wiążącą w trudno dysocjujący związek jony miedzi. Za­
wartość ceruloplazminy oraz jej zdolność wiązania miedzi stanowi czyn­
nik decydujący o proporcji tzw. miedzi związanej, tworzącej z nią
trwały związek, oraz miedzi wolnej, pozostającej w łatwo dysocjującym
związku z albuminami surowicy. Do badań celowo użyto surowic cho­
rych o różnym czasie trwania procesu chorobowego ze zróżnicowanym
okresem stosowania terapii d-penicylaminą.

MATERIAŁ I METODY

Badania przeprowadzono na organotypowych hodowlach móżdżku 
noworodków szczurzych, prowadzonych we flaszkach Carrela według 
metody opisanej przez Kraśnicką i Mossakowskiego (1965). Środowisko 
odżywcze hodowli, zmieniane dwa razy w tygodniu, zawierało 50% su­
rowicy krwi ludzi zdrowych, 40% zbuforowanego płynu wieloelektro- 
litowego (Wytwórnia Surowic i Szczepionek, Lublin) i 10% wyciągu 
z zarodków kurzych. Uzupełniano je glukozą do końcowego stężenia 600 
mg%, a jego pH doprowadzano do 7,0—7,3.

W 14—16 dniu in vitro do wybranych hodowli w miejsce prawid­
łowej surowicy ludzkiej podawano surowicę od leczonych chorych ze 
zwyrodnieniem wątrobowo-soczewkowym, przetrzymując je w tych wa­
runkach przez okres 3—4 dni. Hodowle kontrolne przez cały okres do­
świadczenia prowadzono w rutynowym środowisku odżywczym. Hodo­
wle kontrolowano codziennie w mikroskopie fazowo-kontrastowym. Po 
upływie założonego czasu doświadczenia używano je do badań histolo­
gicznych i immunomorfologicznych.

Do badań histologicznych hodowle utrwalano w płynie Carnoya 
i barwiono je błękitem toluidyny. Hodowle przeznaczone do badań im­
munomorfologicznych płukano 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 następnie w temperaturze pokojowej przez okres 30 min w su-http://rcin.org.pl
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rowicy odpornościowej zawierającej przeciwciała przeciwko kwaśnemu 
białku włókienek glejowych (GFAP), rozcieńczonej w stosunku 1 : 100. 
Surowica odpornościowa pochodziła z Protein Laboratory Copenhagen 
University (dr E. Bock). Po inkubacji hodowle płukano trzykrotnie 
po 15 min w PBS, a następnie poddawano je drugiej inkubacji 
z użyciem fragmentu F/ab/2 antykróliczej immunoglobuliny IgG, sko- 
niugowanej z fluoresceiną (Boehring, R.G. RFN). Po wypłukaniu szkie­
łek z nadmiaru surowicy montowano je w zbuforowanej glicerynie 
i oglądano w mikroskopie fluorescencyjnym f-my Leitz. Kontrolę swoi­
stości odczynu fluorescencyjnego przeprowadzano zastępując surowicę 
odpornościową surowicą nieimmunizowanych królików.

Do doświadczeń użyto surowice od 3 chorych z klinicznie i bioche­
micznie zweryfikowanym zespołem zwyrodnienia wątrobowo-soczewko- 
wego.

Chory W., mężczyzna 1. 19 z akinetyczno-hipertoniczną postacią
choroby Wilsona i 6-letnim wywiadem chorobowym. Od lat 2 otrzy­
mywał leczenie d-penicylaminą. Krew pobrano bezpośrednio po zakoń­
czeniu serii leczenia. Zawartość miedzi w surowicy 2,4 mg°/o. Aktyw­
ność oksydazowa ceruloplazminy 2,4 j.m.

Chory D., mężczyzna 1. 26 z typowym zespołem choroby Wilsona 
i 2-letnim wywiadem chorobowym. Po raz pierwszy leczony d-penicy- 
laminą. Poprzednio leczony Kuprenilem. Krew pobrana w środku ku­
racji. Zawartość miedzi w surowicy — 13,6 mg°/o. Aktywność cerulo­
plazminy — nieoznaczalna.

Chora B., kobieta 1. 16 z typowym zespołem klinicznym choroby 
Wilsona, z 1-rocznym wywiadem chorobowym. Początkowo leczona Ku­
prenilem, wobec braku poprawy zastosowano leczenie d-penicylaminą. 
Krew pobrana bezpośrednio po zakończeniu pierwszej kuracji. Zawar­
tość miedzi w surowicy krwi — 13,6 mgfl/o. Aktywność ceruloplazmi­
ny — 1 j.m.

WYNIKI

Obraz morfologiczny
Obraz morfologiczny hodowli z surowicami od wszystkich chorych 

ze zwyrodnieniem wątrobowo-soczewkowym różnił się istotnie od spo­
strzeganych w materiale kontrolnym (rye. 1), wykazując ponadto uch­
wytne różnice w zależności od zastosowanej surowicy.

Podstawową różnicę materiału doświadczalnego w stosunku do kon­
troli stanowiło znaczne bogactwo komórek glejowych zarówno w eks- 
plantacie, jak i w strefie wzrostu hodowli. Występując w hodowlach 
ze wszystkimi surowicami zjawisko to było najbardziej zaznaczone 
w przypadkach surowic pacjentów z krótszym wywiadem chorobowym 
(chory D. i B.). W obu tych przypadkach obecne były ponadto liczne 
powiększone jądra glejowe z niezwykle bogatą zawartością chromatyny 
(ryc. 2, 3). Widoczne były również komórki glejowe z cechami prze-
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Ryc. 1. Hodowla kontrolna, 18 dni in vitro. Typowy obraz mieszanej astrocy- 
tarno-oligodendroglejowej strefy wzrostu. Błękit 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) 200rostu, przypominające typowe gemistocyty, różniące się jedynie od nich stosunkowo dobrze zachowanymi wypustkami (ryc. 4). Nieswoiste zmia­ny zwyrodnieniowe astrocytów, polegające na nagromadzeniu wodniczek w cytoplazmie, zatarciu zarysów błon cytoplazmatycznych i rozpadzie wypustek były na ogół mniej zaznaczone. Były stosunkowo nieliczne w przypadku surowicy chorej B. z najkrótszym okresem trwania pro­cesu chorobowego (ryc. 5), a nieco obfitsze z surowicą od chorego D. z dwuletnim wywiadem chorobowym (ryc. 6). Były natomiast najsilniej wyrażone przy użyciu surowicy pacjenta W. z najbardziej zaawansowa­nym i najdłuższym przebiegiem choroby (ryc. 7). Tę samą zależność stwierdzono w stosunku do częstości występowania i obfitości komórek Alzheimera typu II. Występując pojedynczo w przypadku B., nieco czę­ściej w przypadku D., stanowiły zjawisko dość pospolite w przypadku surowicy W. (ryc. 8). Komórki Opalskiego w całym materiale występo­wały sporadycznie. Podobnie jak nagie jądra, spotykano je najczęściej w przypadku surowicy chorego W. (ryc. 9). W pozostałych przeważały komórki przejściowe między uformowanymi komórkami Opalskiego a przerośniętymi astrocytami.Obraz immunomorfologicznyOdczyn immunohistochemiczny wykazywał wyraźną zależność od charakteru i nasilenia nieprawidłowości strukturalnych komórek gle­jowych. W hodowlach z przewagą procesów przerostowych był on sil­niejszy, a znacznie słabszy przy nasileniu zmian zwyrodnieniowych.Najsilniejszą fluorescencję stwierdzano w dużych, przerośniętych as- trocytach z obfitą cytoplazmą i dobrze zachowanymi wypustkami. Ja-
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Rye. 2. Hodowla doświadczalna, surowica D., 18 dni in vitro. Obfita populacja 
glejowa z licznymi dużymi hiperchromatycznymi jądrami. Pobrzeże strefy wzro­

stu i eksplantatu. Błękit 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 doświadczalna, surowica B., 18 dni in vitro. Wśród typowe­
go astrocytarnego utkania strefy wzrostu widoczne gniazda komórek z hiperchro- 

matynowymi jądrami. Błękit 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 doświadczalna, surowica D., 18 dni in vitro. Gemistocytopo- 
dobne komórki glejowe w strefie wzrostu. Błękit 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 doświadczalna, surowica B., 19 dni in vitro. Astrocyty stre­
fy wzrostu ze słabo widoczną cytoplazmą, w znacznej części pozbawione wypu­

stek. Widoczne pojedyncze nagie jądra. Błękit 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 doświadczalna, 18 dni in vitro, surowica D. Astrocyty strefy 
wzrostu ze słabo widocznymi zarysami cytoplazmy, w większości pozbawione wy­

pustek. Błękit 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 doświadczalna, surowica W., 17 dni in vitro. Ciężko uszko­
dzone komórki strefy wzrostu. Niektóre z widocznymi wodniczkami w cytoplazmie 

(strzałka). Błękit 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 doświadczalna, surowica W., 18 dni in vitro. Obficie nagro­
madzone komórki Alzheimera typu II w strefie wzrostu hodowli. Błękit toluidyny. 

Pow. 400 X
Fig. 8. Experimental culture, serum W., 18 DIV. Abundant accumulation of 

Alzheimer, type II cells in the outgrowth zone. Toluidine blue. X 400
Ryc. 9. Hodowla doświadczalna, surowica W., 19 dni in vitro. Komórka Opal­
skiego wśród obficie nagromadzonych komórek strefy wzrostu. Błękit 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 doświadczalna, surowica B., 18 dni in vitro. Intensywna fluores­
cencia przerosłych astrocytów 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 doświadczalna, surowica D., 18 dni in vitro. Odczyn immu- 
nofluorescencji w przerosłych astrocytach, wykazujący związek z włóknistymi stru­

kturami cytoplazmatycznymi. GFAP. Pow. 800 X>
Fig. 11. Experimental culture, serum D., 18 DIV. Immunofluorescence reaction 
in hypertrophied astrocytes, connected with intracytoplasmic fibrillary structures. 

GFAP. X 800

Rye. 12. Hodowla doświadczalna, surowica B., 19 dni in vitro. Słaby 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 doświadczalna, surowica W., 19 dni in vitro. Umiarkowany 
odczyn immunofluorescencyjny w komórce 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 doświadczalna, surowica B., 19 in vitro. Silna fluorescencia 
w komórce przejściowej. GFAP. Pow. 400 X

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

Rye. 15. Hodowla doświadczalna, surowica W., 18 dni in vitro. Zmienne na­
tężenie odczynu immunofluorescencyjnego w komórkach Alzheimera typu II. 

GFAP. Pow. 400 X
Fig. 15. Experimental culture, serum W., 18 DIV. Immunofluorescence reaction 

of varying intensity in Alzheimer type II cells. GFAP. X 4Q0skrawa fluorescencia ostro obrysowywała kontury perykarionalnej cy- toplazmy i grubych wypustek (ryc. 10). W licznych hipertroficznych ko­mórkach gwiaździstych stwierdzało się związek świecenia z siatkowaty­mi lub pasmowatymi włóknistymi strukturami śródplazmatycznymi (ryc. 11). W przypadku komórek z cechami zwyrodnienia, a zwłaszcza z frag- mentacją wypustek, odczyn immunofluorescencyjny był znacznie słabszy i bardziej zróżnicowany od wyraźnego do ledwie dostrzegalnego (ryc. 12). Komórki Opalskiego charakteryzowały się żywą fluorescencją (ryc. 13), która była jednakże mniej intensywna niż w przerosłych astrocytach. Nieco żywszy odczyn, zawsze o charakterze dyfuzyjnym lub ziarnistym, występował w komórkach przejściowych między uformowanymi komór­kami Opalskiego i hipertroficznymi astrocytami (ryc. 14). Wyróżniały się one w stosunku do typowych komórek Opalskiego mniejszymi rozmiara­mi i obecnością resztkowych wypustek. Charakter odczynu immuno­fluorescencyjnego w komórkach Alzheimera typu II wykazywał znaczne zróżnicowanie od ledwie dostrzegalnego do żywego świecenia, o zmien­nej szerokości, otaczającego powiększone, zazwyczaj owalne jądra ko­mórkowe (ryc. 15).
OMÓWIENIEPrzedstawione wyniki wskazują, że zastosowanie surowic od leczonych d-penicylaminą chorych ze zwyrodnieniem wątrobowo-soczewkowym po­zwala na uzyskanie uszkodzeń gleju typowych dla gliopatii wilsonow-
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skiej. Różnią się one jednak od zmian stwierdzanych w hodowlach z su­
rowicami od chorych nieleczonych (Mossakowski i wsp. 1970; Mossakow­
ski, Weinrauder 1984). Podstawowa różnica polega na przewadze uogól­
nionych procesów rozplemowych i przerostowych, przy znacznie mniej 
nasilonych nieswoistych zmianach zwyrodnieniowych i rzadkim wystę­
powaniu nieprawidłowych postaci astrocytów, typowych dla choroby 
Wilsona, takich jak komórki Alzheimera typu II i komórki Opalskiego. 
Ogólny wzorzec zmian przypomina pod tym względem bardziej obraz 
ostrej encefalopatii wątrobowej u ludzi (Mossakowski i wsp. 1983) oraz 
wczesnej fazy encefalopatii wątrobowej u zwierząt doświadczalnych 
(Norenberg i wsp. 1972, 1974; Hilgier i wsp. 1983), niż nieprawidłowości 
typowe dla zaawansowanej choroby Wilsona. Zwraca przy tym uwagę 
obecność przerośniętych, hiperchromatynowych jąder glejowych, niespo­
tykanych w poprzednich badaniach nad encefalopatią wilsonowską in vi­
tro (Mossakowski i wsp. 1970).

Wydaje się, że stosunkowo nikły stopień uszkodzenia astrocytów w po­
równaniu ze zmianami obserwowanymi w przypadku surowic od chorych 
nieleczonych wiązać należy z obniżoną zawartością miedzi we wszyst­
kich użytych surowicach, niższą niż wartości kontrolne u ludzi zdrowych 
(norma laboratoryjna 85—120 ąg/100). Zwraca równocześnie uwagę dra­
styczne obniżenie we wszystkich przypadkach, niezależnie od leczenia, 
aktywności ceruloplazminy (w przypadku jednego chorego do wartości 
nieoznaczalnych). Wskazuje to na możliwość przesunięcia proporcji mię­
dzy miedzią związaną i wolną w surowicy. W warunkach prawidłowych 
miedź związana stanowi około 98% jej ogólnej zawartości w surowicy, 
podczas gdy miedź wolna nie przekracza 2—5%. W zaawansowanej cho­
robie Wilsona miedź wolna sięga wartości 40-60%. W tej sytuacji wy­
daje się prawdopodobne, iż mimo obniżenia bezwzględnej zawartości mie­
dzi w stosowanych surowicach, wobec znacznego spadku aktywności ce­
ruloplazminy, zawartość miedzi wolnej mogła być wystarczająca dla 
wywołania uszkodzeń komórkowych, choć mniej nasilonych, niż w przy­
padku surowic chorych nie leczonych. Ich nasilenie i typowość nie wy­
kazywały przy tym zależności od bezwzględnej zawartości miedzi, lecz 
bardziej od aktywności ceruloplazminy, mimo iż nie stanowi ona wskaź­
nika stopnia wiązania miedzi. W dwóch przypadkach o jednakowym 
pozornie miedzi w surowicy bardziej nasilone i typowe zmiany komór­
kowe występowały przy nieoznaczalnej aktywności ceruloplazminy. Za­
leżność ta zbieżna była z czasem trwania choroby i stopniem jej zaawan­
sowania. Najbardziej charakterystyczne nieprawidłowości astrocytów 
znamionowały surowicę od pacjenta z najdłuższym wywiadem choro­
bowym, najmniej nasilone — z najkrótszym.

Badania immunomorfologiczne potwierdziły poprzednie spostrzeżenia, 
iż zmienione komórki glejowe zachowywały antygenowe właściwości as­
trocytów (Mossakowski, Weinrauder 1984). Wszystkie ich postaci wyka-
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zywały obecność kwaśnego białka włókienek glejowych uznanego za swo­
isty znacznik komórek gleju gwiaździstego (Eng i wsp. 1971; Bignami 
i wsp. 1972; Ludwin i wsp. 1976).

Intensywność odczynu immunofluorescencyjnego była zróżnicowana 
w zależności od charakteru zmian strukturalnych. Była ona najwyższa 
w przerośniętych astrocytach, wykazując tu wyraźny związek z włók­
nistymi strukturami cytoplazmatycznymi oraz w komórkach Opalskiego. 
Była znacznie mniejsza w komórkach gwiaździstych z cechami zwyrod­
nienia, a w komórkach Alzheimera typu II znamionowało ją znaczne 
zróżnicowanie od wyraźnego do śladowego.

To ostatnie zjawisko wymaga odrębnego omówienia w świetle spo­
strzeżeń Sobela i wsp. (1981) oraz Kimury i Budki (1984), którzy w ma­
teriale encefalopatii wątrobowej u ludzi stwierdzili całkowity brak od­
czynu z surowicami anty-GFAP. Pierwsi z nich fakt ten skłonni są wią­
zać z uszkodzeniem przez podstawowy czynnik (lub czynniki) patogene- 
tyczny procesów syntezy białek w zmienionych astrocytach. Za inter­
pretacją taką przemawiać mogą badania Albrechta (1981), który meto­
dami biochemicznymi stwierdził upośledzenie syntezy RNA w doświad­
czalnej encefalopatii wątrobowej. Morfologiczny charakter badań włas­
nych ogranicza możliwość dyskusji nad tym mechanizmem. Wydaje się, 
że odmienność naszych spostrzeżeń może być uwarunkowana przez cały 
szereg czynników, w tym przede wszystkim charakter materiału — 
pozaustrojową hodowlę tkanki nerwowej, w której nie mamy do czy­
nienia z komórkami Alzheimera typu II występującymi w warunkach 
in situ, a jedynie z komórkami do nich morfologicznie podobnymi. Dru­
gim czynnikiem, który należy brać pod uwagę jest stosowana technika 
odczynu immunomorfologicznego — fluorescencyjna w naszym przypad­
ku, metoda PAP (peroksydaza-antyperoksydaza) w materiale zarówno 
Sobela i wsp. (1981), jak i Kimury i Budki (1984). Uwzględnić należy 
również fakt, że badania ich, prowadzone na materiale ludzkim, a Al­
brechta (1981) na materiale doświadczalnym, dotyczyły encefalopatii 
wątrobowej, podczas gdy w doświadczeniach własnych stosowano suro­
wicę od chorych ze zwyrodnieniem wątrobowo-soczewkowym. Mimo za­
sadniczego podobieństwa, jeśli nie identyczności morfologicznej komórek 
Alzheimera typu II w obu procesach chorobowych, różnice etiologiczne 
i patogenetyczne mogą wpływać na odrębności biologiczne strukturalnie 
identycznych form komórkowych. Rola tego czynnika wydaje się jed­
nak drugorzędna, ponieważ w poprzednich badaniach wykazano obecność 
dodatniego odczynu immunohistochemicznego w komórkach Alzheimera, 
typu II, uzyskanych zarówno z surowicami od chorych ze śpiączką wą­
trobową, jak i ze zwyrodnieniem wątrobowo-soczewkowym (Mossakow­
ski, Weinrauder 1984).

W świetle tych spostrzeżeń wydaje się uzasadnione zwrócenie uwa­
gi na fakt, iż nagie jądra, stanowiące zmienione patologicznie astrocy-

http://rcin.org.pl



Gliopatia wilsonowska in vitro 179

ty, w obrazie mikroskopowo-elektronowym charakteryzują się bardzo 
znacznym zubożeniem organelli cytoplazmatycznych (Norenberg, Lapham 
1974; Norenberg 1977; Mossakowski i wsp. 1984). Niekiedy przybierają 
one postać powiększonych, ubogochromatynowych jąder zawieszonych 
w wodnistej cytoplazmie, całkowicie pozbawionej struktur subkomór- 
kowych (Ostenda i wsp. 1976). Przekształcenie astrocytu w komórkę 
Alzheimera typu II jest procesem postępującym, stąd też mogą obok 
siebie występować komórki o różnym stopniu uszkodzenia struktur cy­
toplazmatycznych, co tłumaczyłoby zróżnicowanie odczynu ujawniającego 
GFAP, aż do jego całkowitego zaniku. Na taką możliwość wskazują 
badania immunomorfologiczne, przeprowadzone na autopsyjnym mate- 
riale^ przypadku choroby Wilsona, w których wykazano, że wśród prze­
ważającej populacji nagich jąder z ujemnym odczynem na GFAP wy­
stępują również dodatnie immunomorfologicznie typowe komórki Alz­
heimera typu II (Mossakowski, Weinrauder 1986).

Wysoce prawdopodobne jest przy tym współistnienie obu czynników: 
metabolicznego i strukturalnego, a nawet ich wzajemny związek przy­
czynowy.

Autorzy dziękują dr Elisabeth Bock z Protein Laboratory, Copenhagen Uni­
versity, za dostarczenie surowicy do badań.

BJIHMHHE CbIBOPOTKH BOJIbHblX, CTPA/JAFOIIJKX rEnATO-HEPEEPAJIbHOH 
AErEHEPAUWEH H nPOIIIEAIIIWX KYPC JIEHEHFUI nEHKUHJIAMMHOM 

HA PA3BHTHE IN VITRO BMJIbCOHOBOH TJlKOnATHM

Pe3K)Me

Abtopm HccneąoBajiH BJimmue cmbopotox, nojiyneHHbix ot SojibHbix, CTpaąaioiiiHX renaTo- 
-uepeSpajibHOü uereHepauneft h npome^uiHX xypc jieneHHH neHHUHJUiaMHHOM, Ha Mop4)OJiorH- 
necxyio h HMMyHOMop<j)OJiorHHecxyio xapraHy opraHOTnrrnHecKnx xyjibTyp HepBHoft TxaHH. Hjui 
«aHHbix cbiBopoTOK xapaKTepHO 3HaHHTenbHoe nonnxe Hue xax coaepxaHHH Mean, Tax h axraB- 
hocth uepyjionjia3MHHa. OÔHapyxeHbi cymecTBeuHbie pa3jiHHHH Mexjiy BO3AeftCTBneM jjaHHbix 
cbiBopoTox h CbreopoTox SojibHbix, He npouieAinnx xypca jieneHHH. Pa3JiHHHJi 3axjnoHajiHCb b 6oJiee 
BbicoxoM co^epxaHHH rjiHajibHbix xjieTox h b npeoôjiaaaHHH rnnepTpo(J)HH acTpopHTOB Hajj hx 
HecneuncJiMHecKOH jjereHepaijHeii. BbiCTynajin Taxxce naTOJiornHecxne (JjopMbi acTpouHTOB, xapax- 
TepHbie ana BHJibCOHOBOii rjiHonaran, xax HanpHMep, xjictxh AnbijreftMepa II rana n xneTxn 
Onajibcxoro. PÏHTeHCHBHOCTb jjereHeparaBHbix inMeHeHHii h oGnnne rojibix a^ep 3aBncejiH ot 
daflHH 6ojie3HH h CTeneHH najjeHHfl axraBHocra nepyjionjia3MHHa b cbiBopoTxe. Bee (|)opMbi 
acTpouHTOB, xax c npH3HaxaMH ranepipo^HH, Tax h aereHepaijHH, a Taxxe xjictxh AjibpreiiMepa 
II rana h xjictxh Onajibcxoro npoaBjinjiH noJioxHTejibHyio HMMyHO^jiyopecueHrayio peaxijnio 
Ha CbiBopoTxy, co^epacamyto aHTHTena x xncjioMy (jm6pnjijmpHOMy 6ejixy (GFAP).

Abtopm BbijjBHraioT npejinojiojKeHHe, hto MeHbinaa HHTeHCHBHOCTb naTOJiornHecxnx H3Me- 
HeHHft b acTpopHTax no cpaBHeHHio c BO3nekCTBHeM CbiBopoTox, noJiyneHHbix ot ôojibHbix, He 
npomeflniHX xypca jieneHHa, CBiuaHa c 6oJiee hh3xhm coflepxaHHeM MejiH b npHMeHeHHMX cmbo- 
poTxax. O/jnaxo conyTCTByiomee nalewie axTHBHOcra ijepyjionjia3MHHa npHBejio x HapyineHHio 
paBHOBecHH Moxjjy CBM3aHHoił h cboôoahoh Meflbio. B 3thx ycjioBHHX coaepxaHHe nocjieflHen 
Morjio 6biTb AocTaTOHHo BbicoxHM, hto6m Bbi3BaTb xapaxTepHbie noBpexąeHH5i 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 II and Opalski cells were also present.

Intensity of degenerative changes of astrocytes and frequency of Alzheimer 
cells type II 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 II 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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