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W poprzednich doswiadczeniach prowadzonych na pozaustrojowej ho-
dowli tkanki glejowej, uzyskano patologiczne postacie gleju typowe dla
gliopatii, wspélnej dla choroby Wilsona i nieswoistych encefalopatii po-
chodzenia watrobowego, przy uzyciu surowic od chorych ze zwyrodnie-
niem watrobowo-soczewkowym i ze $pigczkg watrobowg (Mossakowski
i wsp. 1970). ldentyczne zmiany uzyskano przy podaniu do standardo-
wego medium hodowlanego egzogennych soli miedzi i amonu.

Badania mikroskopowo-elektronowe wykazaty, ze we wszystkich mo-
delach doswiadczalnych, z wyjatkiem stosowanego egzogennego amo-
niaku, w patologicznych komérkach glejowych, przede wszystkim w ko-
morkach Opalskiego, gromadzity sie nieprawidtowe zlogi miedzi (Mossa-
kowski i wsp. 1976). Na mozliwy udzial miedzi w ksztattowaniu glio-
patii watrobowej, poza chorobga Wilsona, wskazujg réwniez spostrzeze-
nia Smiatka i Mossakowskiego (1974), ktérzy stwierdzili jej nieprawi-
diowe nagromadzenie w przypadkach ostrej encefalopatii watrobowej.
Podobnie Wender i Kozik (1973) znajdowali zwiekszong zawarto$¢ mie-
dzi w przewlektych przypadkach encefalopatii wrotno-uktadowej.

W oparciu o catoksztatlt dotychczasowych spostrzezenn (MossakowskKi
i wsp. 1970, 1975, 1976; Renkawek i wsp. 1973) wysunieto hipoteze, ze
wspolnym czynnikiem patogenetycznym dla gliopatii wilsonowskiej i wa-
trobowej jest wzgledny lub bezwzgledny niedostatek $rodkomorkowego
alfa-oksoglutaranu, stanowigcego podstawowe ogniwo gtownej drogi de-
toksykacji amoniaku w osrodkowym uktadzie nerwowym. Patogenetycz-
na rola miedzi polega natomiast na uposledzeniu produkcji endogennego
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alfa-oksoglutaranu, na skutek zaburzenia metabolizmu komérkowego w
cyklu kwasow tréjkarboksylowych (Mossakowski 1973).

W zwiagzku z powyzszym wydawato sie celowe przesledzenie wpltywu
d-penicylaminy, stanowigcej ze wzgledu na zdolno$¢ wigzania jonow
miedzi, powszechnie stosowany lek w zwyrodnieniu watrobowo-soczew-
kowym, na obraz morfologiczny, histochemiczny i ultrastrukturalny glio-
patii rozwijajacej sie pod wptywem surowicy od pacjentbw z chorobg
Wilsona i $pigczka watrobowag oraz egzogennej miedzi i amoniaku.

MATERIAL | METODY

Badania wykonano na hodowli tkanki glejowej mézdzku noworodkéw
szczurzych, prowadzonej w warunkach standardowych opisanych przez
Krasnickg i Mossakowskiego (1965). Postugiwano sie hodowlami po 1-
i 3-tygodniowym wzroscie in vitro do badan histologicznych i histoche-
micznych, oraz 2-tygodniowymi w przypadku badan mikroskopowo-
-elektronowych. Doswiadczenia przeprowadzono w 5 grupach przedsta-
wionych w tabeli 1. Kazdej grupie doswiadczalnej, w ktérej medium

Tabela 1. Uktad doswiadczenia
Table 1. Scheme of the experimental groups

Grupa Wiek hodowli Sktadniki medium Czas doswiadczenia
Group Age oll culture Medium content Time of experiment
| 1—3 tyg- Surowica ludzka + penicylamina* 3 dni
weeks Human serum -j- penicillamine* days
11 1—3 tyg- Surowica od chorych ze zwyrodnieniem wa- 3 dni
weeks trobowo-soczewkowym -J- penicylamina
Wilsonian serum + penicillamine days
11 1—3 tyg- Surowica ludzka 4- octan miedzi 3 dni
weeks (Cu++50y/ml) + penicylamina
Human sorum 4- Cu acetate days
(Cu++50y/ml) 4~ penicillamine
v 1—3 tyg- Surowica od chorych ze $pigczka watrobowa 3 dni
weeks 4- penicylamina
Serum from patient with hepatic coma days
4- penicillamine
\Y 1—3 tyg- Surowica ludzka 4- chlorek amonu 3 dni
weeks (100 mg%) 4- penicylamina
Human serum 4- NH4 chloride days

(100 mg%) 4- penicillamine

*) Dawke penicylaminy (5 mg%) dla hodowli obliczono na podstawie maksymalnej dawki
dobowej na 1 kg wagi ciata, stosowanej w leczeniu choroby Wilsona.

*) Dose of penicillamine (5 mg%) for tissue culture was calculated from the maximum per
diem dosis per kg/body weight used in Wilson’s disease therapy.
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odzywcze hodowli zawierato odpowiedni czynnik uszkadzajacy z dodat-
kiem d-penicylaminy (5 mg°/o), towarzyszyta odpowiednia grupa kontrol-
na bez podania leku.

Hodowle wszystkich grup opracowywano przy uzyciu metod histolo-
gicznych (biekit toluidyny, hematoksylina-eozyna), histochemicznych (Su-
dan czarny B, PAS) i histoenzymatycznych (oznaczanie aktywnosci de-
hydrogenazy bursztynianowej, glutaminowej i glukozo-6-fosforanowej).

Materiat do badan w mikroskopie elektronowym opracowywano tech-
nicznie w sposéb opisany przez Borowicza i Krasnickg (1971). Ultra-
cienkie skrawki krojono na ultramikrotomie OmU2, f-my Reichert. Kon-
trastowano je octanem uranylu i cytrynianem otowiu. Materiat prze-
gladano i fotografowano w mikroskopie elektronowym JEM 7A, przy
napieciu przyspieszajagcym 80 KV.

Histochemiczng reakcje dla uwidocznienia miedzi na poziomie ultra-
strukturalnym wykonywano wg metody Schenera i wsp. (1967).

WYNIKI

Grupa |. Podanie d-penicylaminy w dawce 5 mg°/o do 1- i 3-tygo-
dniowych hodowli glejowych na okres 3 dni nie prowadzito do powsta-
nia jakichkolwiek nieprawidtowosci strukturalnych i histochemicznych.
Obraz histologiczny, histochemiczny i ultrastrukturalny hodowli wyka-
zywat cechy wiasciwe dla tkanki glejowej hodowanej in vitro w odpo-
wiednich fazach jej wzrostu i zrdznicowania (Krasnicka, Mossakowski
1965, Renkawek 1972).

Grupa Il. Po réwnoczesnym podaniu surowicy od chorych ze zwy-
rodnieniem watrobowo-soczewkowym z d-penicylaming do 1-tygodnio-
wej hodowli glejowej obraz gliopatii byt znacznie stabiej wyrazony niz
przy samej surowicy. Komoérki Opalskiego spotykano jedynie sporadycz-
nie. Ich rozmiary byly mniejsze niz w hodowlach bez penicylaminy
(rye. 1, 2). Spotykano natomiast dos¢ liczne postacie przejsciowe miedzy
przerostymi astrocytami i niezupetnie wyksztalconymi komorkami Opal-
skiego. Poronne postaci komorek Opalskiego charakteryzowato obfite
nagromadzenie ziarnisto$ci PAS-dodatnich (ryc. 3) i brak ztogéw suda-
nofilnych. Aktywno$¢ dehydrogenazy bursztynianowej i glutaminowej w
komoérkach Opalskiego, a przede wszystkim przejsciowych byta jedynie
nieznacznie obnizona w stosunku do ich aktywnosci w otaczajgcych na
0og6t niezmienionych komoérkach glejowych (ryc. 4) .Reakcja ujawniaja-
ca aktywnos$¢ dehydrogenazy glukozo-6-fosforanowej nie réznita sie w
nieprawidtowych komérkach od stwierdzanej w niezmienionym gleju.
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Hodowle 3-tygcdniowe w analogicznych warunkach wykazywaty
zZmiany jeszcze mniej nasilone niz hodowle 1-tygodniowe. Spotykano
zaledwie pojedyncze poronne komoérki Opalskiego (ryc. 5), w ktérych
aktywno$¢ dehydrogenazy bursztynianowej i glutaminowej nie réznita
sie cd aktywnos$ci otaczajgcego gleju (ryc. 6). W obu grupach nie obser-
wowano Ww oglle komorek przypominajacych komarki Alzheimera
il

Obraz mikroskopowo-elektronowy hodowli z dodatkiem penicylaminy
roznit sie zasadniczo od obrazu hodowli prowadzonych z sama surowicg
od pacjentow z choroba Wilsona. Komorki glejowe o cechach ultra-
strukturalnych komorki Opalskiego wystepowaty bardzo rzadko (ryc. 7).
Obok astrocytéw i oligodendrocytow o niezmienionym obrazie ultra-
strukturalnym, wystepowaly liczne komoérki stanowiace forme posred-
nig miedzy przerosnietymi astrocytami, i uformowanymi komorkami
Opalskiego. Charakteryzowato je wystepowanie w obfitszej niz w pra-
widlowym astrocycie cytoplazmie stosunkowo licznych ciat lizosomopo-
dobnych o réznej gestosci elektronowej oraz niekiedy znaczne poszerze-
nie kanatdbw pofragmentowanej szorstkiej siatki S$rédplazmatycznej

Ryc. 1. Hodowla 3-tyigcdniowa prowadzona przez 3 dni z surowicg od chorego
ze zwyrodnieniem watrobowo-soczewkowym. Liczne komorki Opalskiego.  Biekit
toluidyny. Pow. 400 X.

Fig. 1. Three-week-old culture kept for 3 days with the serum from the pa-
tient with hepato-lenticular degeneration. Numerous Opalski cells. Toluidin blue.

X 400.
Ryc. 2. Hodowla 1-tygodniowa, Il grupa doswiadczalna. Poronne formy komoérek
Opalskiego, Bitekit toluidyny. Pow. 400 X.
Fig. 2. One-week-old culture, Il experimental group. Abortive forms of Opalski
cells. Toluidin blue. X 400.
Ryc. 3. Hodowla 3-tygodniowa, Il grupa doswiadczalna. @ Komérka Opalskiego
z licznymi ziarnistosciami PAS-dodatnimi. Pow. 400 X.
Fig. 3. Three-week-old culture, Il experimental group. Opalski cell with nu-

merous PAS-positive granules. X 400.

Ryc. 4. Hodowla 1-tygcdniowa, Il grupa doswiadczalna. Wysoka aktywno$¢ dehy-
drogenazy bursztynianowej w komorkach Opalskiego. Pow. 400 X.

Fig. 4. One-week-old culture, Il experimental group. High activity of succinate
dehydrogenase in Opalski cells. X 400.
Ryc. 5. Hodowla 3-tygodniowa, Il grupa doswiadczalna. Pojedyncze, drobne ko-
morki Opalskiego. Biekit toluidyny. Pow. 400 X.
Fig. 5. Three-week-old culture, Il experimental group. Few small Opalski cells.
Toluidin blue. X 400.
Ryc. 6. Hodowla 3-tygcdniowa, Il grupa doswiadczalna. Wysoka aktywnos¢ de-

hydrogenazy bursztynianowej w pojedynczej komorce Opalskiego i w sasiednich
komoérkach glejowych. Pow. 400 X.
Fig. 6. Three-week-old culture, Il experimental group. High activity of succinate
dehydrcgenase in a single Opalski cell and in neighboring glial cells. X 400.
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(ryc. 8). Zwracat uwage niezmieniony na og6t obraz mitochondriow,
z ktérych nieliczne wykazywaty cechy obrzmienia (ryc. 9). W niekto-
rych komorkach wykazano obecnos¢ drobnoziarnistych ztogéw miedzi,
zlokalizowanych w pojedynczych lizosomach (ryc. 10).

Grupa Ill. Zmiany patologiczne w hodowlach 1-tygodniowych, do
ktérych podano réwnoczesnie octan miedzi z penicylaming byly bar-
dziej nasilone niz w odpowiednich hodowlach grupy Il, jednakze wy-
raznie mniej intensywne niz w hodowlach bez penicylaminy. Po 3 dniach
hodowli obserwowano stosunkowo liczne komoérki Opalskiego nie osigga-
jace na ogo6t ich typowych rozmiaréw (ryc. 11). Pozostate ich wiasci-
wosci morfologiczne i histochemiczne byly identyczne jak po zastoso-
waniu samego octanu miedzi. Cytoplazme komoérek Opalskiego wypet-
niaty obfite ziarnistosci PAS-dodatnie.

Aktywnos¢ dehydrogenazy bursztynianowej i glutaminowej byta
znacznie obnizona zarébwno w komorkach Opalskiego i przejsciowych
jak réwniez w otaczajacych komorkach glejowych, nie wykazujgcych
cech strukturalnego uszkodzenia (ryc. 12). Aktywno$¢ dehydrogenazy
glukozo-6-fosforanowej w patologicznych formach gleju byta nieco pod-
wyzszona (ryc. 13). Spotykano rowniez zmienng ilos¢ komoérek Alzhei-
mera, typu Il. Obraz morfologiczny i histochemiczny hodowli 3-tygo-
dniowych nie réznit sie zasadniczo od opisanego w grupie hodowli 1-ty-
godniowych. Jednakze liczba komoérek Opalskiego i przejsciowych, jak
rowniez komérek Alzheimera typu Il, byla wyraznie mniejsza (ryc. 14).
Obnizenie aktywnosci enzymatycznej w patologicznych i prawidtowych
komérkach glejowych dotyczyto niemal wytgcznie dehydrogenazy bur-
sztynianowej. Odczyn ujawniajgcy aktywnos¢ dehydrogenazy glutami-
nowej w patologicznych komoérkach glejowych wykazywat zmienne na-
silenie.

Ryc. 7. Hodowla 2-tygodniowa, z surowicg od pacjenta z chorobg Wilsona. Frag-

ment typowej komorki Opalskiego z duzg iloscig ciat wtretowych, lizosoméw
i zmienionych mitochondriow oraz stabo rozwinietg siatke $rodplazmatyczng. Pow.
14 000 X.

Fig. 7. Two-week-old culture with a serum from the patient with Wilson's di-
sease. Fragment of typical Opals'ki cell containing numerous inclusion bodies, ly-
sosomes, altered mitochondria and poorly developed endoplasmic  reticulum.

X 14 000.
Ryc. 8. Hodowla 2-tygodniowa, Il grupa doswiadczalna. Fragment zmienionego
astrocytu z duza iloscig lizosom6w, gliotubuli i poszerzonymi kanatami szorstkiej
siatki $rodplazmatycznej. Niektore mitochondria z przejasniong  macierza. Pow.
10 000 X.
Fig. 8. Two-week-old culture, Il experimental group. Fragment of altered astro-

cyte containing numerous lysosomes, gliotubules and dilated channels of rough
endoplasmic reticulum. Some mitochondria have a cleared up matrix. X 10 000.
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W badaniach mikroskopowo-elektronowych stwierdzano wyrazne od-
chylenia od prawidtowego obrazu ultrastrukturalnego komérek glejo-
wych, jakkolwiek byty one mniej nasilone niz w hodowlach bez peni-
cylaminy. Wiele sposrdd astro- i oligodendrocytow nie wykazywato
istotnych nieprawidtowosci ultrastrukturalnych poza zwiekszeniem ilo-
§ci ciat lizosomopodobnych i gliofibryli, wystepujacych w komorkach
gleju gwiaZdzistego. Obecne byty réwniez komodrki o wiasciwosciach
mikroskopowo-elektronowych komérek przejsciowych opisanych w gru-
pie Il. Stosunkowo liczne komérki wykazywaty jednak cechy typowe dla
komérki Opalskiego. W ich cytoplazmie charakteryzujacej sie zuboze-
niem szorstkiej siatki $rodplazmatycznej wystepowaty liczne lizosomy
i ciata lizosomopodobne o rdoznej gestosci elektronowej. W ich otocze-
niu czeste byly nagromadzenia glikogenu. Nieliczne zwykle i drobne
mitochondria nie wykazywaly znacznych cech uszkodzenia. Odczyn hi-
stochemiczny na miedZz wykazywat obecno$¢ ziarnistych ziogow w nie-
licznych tylko lizosomach (ryc. 15). Byt on znacznie stabszy niz w ho-
dowlach bez podania penicylaminy.

Grupa IV. W hodowlach glejowych, prowadzonych w medium za-
wierajgcym surowice od chorych ze $Spiaczka watrobowa, do ktérego do-
dano d-penicylamine zmiany patologiczne byty mniej nasilone niz w ho-
dowlach bez zastosowania leku i w swoim ogoélnym wzorcu przypomi-
naty nieprawidtowosci opisane w grupie Il, bedac jednak nieco bar-
dziej zaawansowane. 1lo$¢ typowych komorek Opalskiego byta niewielka.
W niektérych hodowlach w ogéle nie wystepowaty. Liczniejsze byty ko-
morki przejSciowe, czesto z zachowanymi wypustkami. W ich cytoplaz-
mie zawierajgcej obfite ziarnistosci PAS-dodatnie nierzadko spostrzega-
no liczne wodniczki. Aktywno$¢ dehydrogenazy bursztynianowej,
a zwiaszcza glutaminowej zarowno w komorkach Opalskiego, jak i w ko-
morkach przejsciowych byla obnizona, w przeciwienstwie do wysokiej
aktywnos$ci dehydrogenazy glukozo-6-fosforanu. Nie spostrzegano' istot-
nych réznic miedzy obrazem patologicznym hodowli 1- i 3-tygodniowych.
W obu grupach wystepowaly nieliczne komdrki Alzheimera, typu Il

Ryc. 9. Hodowla 2-tygodniowa, Il grupa doswiadczalna. We fragmencie astrocytu
widoczna  pofragmentowana szorstka siatka srédplazmatyczna, liczne gliotubule,
lizosomy i mitochondria, niektére z cechami obrzmienia. Pow. 9000 X.
Fig. 9. Two-week-old culture, Il experimental group. Fragment of an astrocyte
with fragmented rough endoplasmic reticulum, numerous gliotubules, lysosomes
and mitochondria, some of which are swollen. X 9000.

Ryc. 10. Hodowla 2-tygodniowa, Il grupa doswiadczalna. W nielicznych lizoso-
mach widoczne drobno-ziarniste ztogi miedzi. Pow. 12 000 X.
Fig. 10. Two-week-old culture, Il experimental group. Some lysosomes contain

fine-granular copper deposits. X 12 000.
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W obrazie mikrcskcpowo-elektronowym hodowli, mimo podania pe-
nicylaminy spostrzegano wyrazne nieprawidtowosci strukturalne komoé-
rek glejowych, jakkolwiek byty one mniejsze niz w hodowlach prowa-
dzonych bez leku. Ultrastrukture komorek Opalskiego cechowata obfi-
ta zawarto$¢ ciat lizescmalnych. Niektore z nich, charakteryzujgce sie
wiekszg gestoscig elektrcnowa zawieraty drobne kropelkowate przejas-
nienia. Uboga szorstka siatka $rddplazmatyczna, wykazywata odcinkowe
poszerzenie kanatdw. Nieliczne mitochondria miaty zwykle prawidtowg
strukture (ryc. 16). Obok typowych komérek Opalskiego, spotykano ko-
morki z mniejszg zawartoscig ciat lizoscmopodobnych, wykazujacych
jednak wieksze poszerzenie kanatéw siatki $rdédplazmatycznej. W od-
czynie histochemicznym na miedz wykazano jej nagromadzenie w nie-
ktorych lizcsomach komoérek Opalskiego i komérek przejsciowych (ryc.
17). Byly one mniej obfite niz w hodowlach prowadzonych bez leku.

Grupa V. W hodowlach prowadzonych w medium zawierajgcym
surowice ludzi zdrowych z dodatkiem egzogennego amoniaku, podanie
d-penicylaminy nie zmieniato obrazu morfologicznego i histochemiczne-
go komorek glejowych.

We wszystkich hodowlach stwierdzone bardzo liczne komoérki Opal-
skiego o typowych cechach histologicznych i histochemicznych oraz ko-
morki Alzheimera, typu Il. Zwracato uwage bardzo znaczne uszkodzenie
komaorek glejowych, nie wykazujacych zmian struktury charakterystycz-
nych dla gliopatii watrobowej. Ich aktywnos¢ enzymatyczna, podobnie

Ryc. 11. Hodowla 1-tygcdniowa, IlIl grupa doswiadczalna. Liczne drobne formy
komérkowe przypominajace komorki Opalskiego. HE. Pow. 200 X.
Fig. 11. One-week-old culture. Ill experimental group. Numerous small cellular
elements similar to Opalski cells. HE. X 200.
Ryc. 12. Hodowla 1-tygodniowa, 11l grupa doswiadczalna. Ostabienie aktywnosci
dehydrogenazy glutaminowej. Pow. 400 X.
Fig. 12. One-week-cld culture, 111 experimental group. Diminution of glutamate
dehydrogenase activity. X 400.
Ryc. 13. Hodowla 1-tygodniowa, Il grupa doswiadczalna. Pojedyncza komorka
Opalskiego z wysoka aktywnoscig de?%drogenazy glukozo-6-fosforanowej.  Pow.
X.
Fig. 13. One-week-old culture, 11l experimental group. Single Opalski cell exhi-
bits high glucose-S-phcsphate dehydrogenase activity. X 400.
Ryc. 14. Hodowla 3-tygodniowa, IlIl grupa doswiadczalna. Poronne formy ko-
moérek Opalskiego. Biekit toluidyny. Pow. 400 X.
Fig. 14. Three-week-old culture, 11l experimental group. Abortive forms of
Opalski cells. Toluidin blue. X 400.
Ryc. 15. Hodowla 2-tygcdnicwa, Il grupa doswiadczalna. W licznych lizosomach
widoczny intensywny, drobno-ziarnisty odczyn miedzi. Pow. 14000 X.
Fig. 15. Two-week-old culture, Il experimental group. Numerous lysosomes

show intense, fine-granular reaction for copper. X 14 000.
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jak komoérek Opalskiego byta bardzo niska. W obrazie mikroskopowo-
-elektronowym wiegkszo$¢ komoérek glejowych wykazywatla cechy znacz-
nej dezintegracji cytoplazmy, ze zubozeniem i fragmentacjg siatki $rod-
plazmatycznej, zmniejszeniem ilosci rybosomoOw i znacznym uszkodze-
niem nielicznych mitochondriow. W komodrkach Opalskiego wokot licz-
nych, wieloksztaltnych ciat lizosomopodobnych obserwowano nagroma-
dzenie glikogenu (ryc. 18). Mitochondria byly mate, nieliczne, niektore
z zatarta strukturg. W zadnym typie komoérek glejowych, niezaleznie od
stopnia ich uszkodzenia nie stwierdzano widocznych na poziomie mikro-
skopowo-elektronowym ztogéw miedzi (ryc. 19).

OMOWIENIE

Wyniki przeprowadzonych doswiadczenn wskazuja, ze zastosowanie d-
-penicylaminy wyraznie tagodzito efekt cytotoksyczny surowicy od cho-
rych ze zwyrodnieniem watrobowo-soczewkowym i ze $pigczka watro-
bowg oraz egzogennej miedzi. Pozostawato natomiast catkowicie bez
wplywu na rozwoj gliopatii w nastepstwie dziatania egzogennego amo-
niaku. Wpltyw tagodzacy efekt cytotoksyczny byt najwiekszy w stosun-
ku do surowicy od pacjentdw z choroba Wilsona. Wyrazat sie on catko-
witym zahamowaniem tworzenia komorek Alzheimera, typu | i Il
zmniejszeniem liczby komoérek Opalskiego z zatrzymaniem ich rozwoju
na stadium komodrek przejsciowych oraz znacznym zmniejszeniem na-
silenia  nieprawidtowosci  histoenzymatycznych i ultrastrukturalnych.
Wyraznie nizsza byla zawarto$¢ miedzi w lizosomach zmienionych ko-
morek glejowych.

Zmiany patologiczne w komdrkach glejowych, zaréwno nieswoiste
jak i charakterystyczne dla gliopatii watrobowej, w przypadku suro-
wicy od chorych ze $piaczka watrobowg, mimo podania penicylaminy
byty bardziej zaawansowane niz w odpowiednich hodowlach prowadzo-
nych z surowicg od pacjentow z chorobg Wilsona. Wystepowaly tu licz-
niejsze komorki Opalskiego, spotykano réwniez komérki Alzheimera |l.

Ryc. 16. Hodowla 2-tygodniowa, IV grupa dos$wiadczalna. Fragment  komorki
Opalskiego. W cytoplazmie widoczne liczne ciala wtretowe i ciata tluszczowe
oraz znaczne rozdecia szorstkiej siatki $rédplazmatycznej. Pow. 12 000 X.
Fig. 16. Two-week-old culture, IV experimental group. Fragment of Opalski cell.
The cytoplasm contains numerous inclusion and lipid bodies and markedly dila-
ted rough endoplasmic reticulum. X 12 000.

Ryc. 17. Hodowla 2-tygodniowa, IV grupa doswiadczalna. W niektérych lizoso-
mach widoczny do$¢ intensywny, drobno-ziarnisty odczyn na miedz. Pow. 14 000 X.

Fig. 17. Two-week-old culture, IV experimental group. Some lysosomes exhibit
rather intense, fine-granular reaction for copper. X 14 000.
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Zaburzenia histoenzymatyczne, zwlaszcza dotyczace aktywnosci dehy-
drogenazy glutaminowej byty bardziej nasilone. W obrazie mikrosko-
powo-elektronowym wieksza byta liczba komoérek glejowych o typo-
wych cechach komdrek Opalskiego. Lizosomalne zicgi miedzi, skagpsze
niz bez stosowania leku, byly bogatsze niz w hodowlach prowadzonych
z surowicg od chorych ze zwyrodnieniem watrobowo-soczewkowym.

Podobny charakter, cho¢ nieco wigksze nasilenie miaty zmiany pato-
logiczne utrzymujgce sie mimo podania penicylaminy w hodowlach
prowadzonych z dodatkiem egzogennej miedzi. Jednakze efekt penicy-
laminy, lagodzacy cytotc-ksyczne dziatanie nadmiaru jonéw miedzi byt
uchwytny, wyrazajac sie znacznym zmniejszeniem liczby patologicznych
form glejowych, ostabieniem nasilenia nieprawidtowosci histoenzyma-
tycznych i ultrastrukturalnych, a przede wszystkim mniejszym groma-
dzeniem miedzi w strukturach lizosomalnych komoérek glejowych.

Obecnos¢ tagodzacego wptywu d-penicylaminy na rozwdéj gliopatii
watrobowej w trzech grupach doswiadczalnych, przy jego braku w gru-
pie z egzogennym amoniakiem wigza¢ nalezy zapewne z jej dziataniem
chelatujacym miedz. Dzieki temu zmniejsza sie uszkodzenie uktadu en-
zymatycznego w cyklu Krebsa w komoérkach glejowych. Utrzymanie nie-
zmienionej lub tylko nieznacznie obnizonej aktywnosci dehydrogenazy
bursztynianowej zaréwno w patologicznych komérkach glejowych, jak
i w strukturalnie nie uszkodzonej populacji komorkowej moze potwier-
dzac to przypuszczenie.

Jedyng grupg doswiadczalng, w ktérej nie stwierdzono wptywu pe-
nicylaminy byly hodowle prowadzone przy nadmiarze egzogennych so-
li amonu. Rozwoj gliopatii w tym przypadku wigza¢ nalezy z wylacz-
nym dziataniem amoniaku (Mossakowski i wsp. 1970). W pozostatych
grupach doswiadczalnych natomiast nalezy bra¢ pod uwage wytaczne
(grupa Il i I1l) lub wspotowarzyszace (grupa IV) patogenetyczne dzia-
tanie miedzi. Mozliwos$¢ jej cytotoksycznego wptywu w przypadku po-

Ryc. 18. Hodowla 2-tygodniowa, V grupa dosSwiadczalna. W cytoplazmie zmienio-
nego astrocytu widoczne bardzo liczne lizosomy oraz stabo wyksztatcona siatka
Sroédplazmatyczna. Obfite ziarnistosci glikogenu. Pow. 11 200 X.

Fig. 18. Two-week-old culture, V experimental group. The cytoplasm of changed
astrocyte contains abundant amount of lysosomes and poorly developed endo-
plasmic reticulum. Numerous glycogen granules. X 11 200.

Rye. 19. Hodowla 2-tygodniowa, V grupa doswiadczalna. Fragment cytoplazmy
astrocytu z bardzo licznymi ciatami ttuszczowymi. Brak odczynu na miedz w li-
zosomach. Pow. 10 000 X.

Fig. 19. Two-week-old culture, V experimental group. Fragment of the astro-
cyte cytoplasm with very numerous lipid bodies. No reaction for copper in ly-
sosomes. X 10 000.
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dania nadmiaru egzogennych soli miedzi, jak réwniez przy stosowaniu
surowicy chorych ze zwyrodnieniem watrobowo-soczewkowym jest oczy-
wista i zostala wykazana w naszych poprzednich doswiadczeniach (Mos-
sakowski i wsp. 1970, 1976). Istnieje szereg danych pozwalajgcych na
przyjecie przynajmniej jej patogenetycznego wspotdziatania w przy-
padku stosowania surowicy od chorych z niewydolnoscia watroby. Prze-
mawia za tym zarowno fakt wystepowania obfitych ziogéw miedzi w
patologicznie zmienionych komorkach glejowych, uzyskanych w ho-
dowli z tego rodzaju surowicami (Mossakowski i wsp. 1976) jak row-
niez zalezno$¢ nasilenia zmian morfologicznych w os$rodkowym ukia-
dzie nerwowym od stopnia nagromadzenia miedzi w jego tkankach w
encefalopatii watrobowej (Smiatek, Mossakowski 1973). Dodatkowym
argumentem jest mozliwo$¢ podwyzszonego poziomu miedzi w surowi-
cy chorych z niewydolno$cig watroby (Holmberg, Laurell 1951, Mossa-
kowski i wsp. 1970), jak réwniez jej wystepowania w formie ,,wolnej”
w zwigzku ze zmianami w skladzie biatkowym surowicy krwi (Kassur
i wsp. 1976).

Zrdéznicowanie tagodzacego wpltywu w poszczegdlnych grupach do-
Swiadczalnych nalezy wigza¢ z réznicami w zawartosci miedzi w $rodo-
wisku hodowlanym. Tym ttumaczy¢ trzeba najwiekszy efekt penicyla-
miny w przypadku surowicy od chorych ze zwyrodnieniem watrobowo-
-soczewkowym i wyraznie nizszy przy zastosowaniu egzogennych soli
miedzi. Mniejszy efekt penicylaminy w stosunku d.0' hodowli z surowicg
od chorych z niewydolnosciag watroby odnies¢ nalezy prawdopodobnie
do wspéldziatania patogenetycznego amoniaku, na ktére penicylamina
pozostawata bez wpltywu. Nie mozna wylgczy¢ réwniez cytotoksycznego
dziatania innych substancji znajdujacych sie w surowicy chorych z nie-
wydolng watrobg (Schuta 1967).

Brak catkowitego zahamowania rozwoju gliopatii pod wptywem pe-
nicylaminy w zastosowanych warunkach doswiadczalnych, nawet w od-
niesieniu do surowicy od pacjentéw z chorobg Wilsona, wigza¢ nalezy
zapewne ze stosunkowo niska dawkag leku. Jej podwyzszenie okazato
sie jednak niemozliwe, ze wzgledu na stwierdzone w pilotowej serii
doswiadczen nieswoiste uszkodzenia tkankowe przy zastosowaniu
10 mg°/o stezenia leku.

Spostrzezenia nasze raz jeszcze potwierdzajg wysunietg poprzednio hi-
poteze (Mossakowski 1973), ze typowa gliopatia watrobowa rozwija sie
zarbwno pod wpltywem miedzi jak i amoniaku, przy wspélnym ogniwie
patogenetycznym jakim jest wzgledny lub bezwzgledny niedobér a-okso-
glutaranu, stanowigcego istotny element detoksykacji amoniaku w tkan-
ce nerwowej.



Nr i D-penicylamina a gliopatia watrobowa in vitro 73

M. H. MoccaKOBCKH, 3. KpacbHmjxa, E. TanxoBcxa

BJIIKHHUE D-nEHWUMJIAMMHA HA KAPTHHY nEHEHOHHOW rjIWOHATHM
B KYJIETYPE TKAHM

Pe3Kome

TlpoBe/jeHa cepna nccjie®OBanwit bjihhhwh d-neHUnujiaMmia Ha Mop”~JOjiorwiecKyio,
rmcTOXMMKHecKyK) u ojiexTpoHHO-MnxpocxonwHecxyio xapTwny rjinonaTwii, nporpeccn-
pyiom,efi b neBporjinn, BbipainwBaeMon b cpe/ie, coflepjxainefi cbJBOpoTxy bojibiibix
¢ xenaTMKO-jieHTUKYyjiHpHbiM BbipojK”~eHneM, cbiBopoTKy SojibHbix ¢ neneHOBHOfi
cnHHKOfl, a Taxjxe HopMajibHyto ChiBopoTKy c flobaBKOfl 3X3orenHbix cojien MeflM
W aMMOHMH.

O6Hapyx<eHO OTHeTJiUBoe BjinHHne neHWpnjiaMWHa, CBfiruaromec pnTOTOxcMHecxoe
/jeitcTBMe cbiBopoTKn Oojibiibix ¢ xenaTWKO-jieHTHKYyjiHpHbIM BbipojK”~eHireM. 3tot
scJxjoeKT Gbiji 5ojiee cjiadbiM b cjiyuae chiBopoTKn 60jiuHbix ¢ ueHenOHHOM cnanKoit
u 9K3oreHHbix cojieft Me?w. Ofluaxo ne 0GnapyjKeHO ocjiaGjieHiia pwTOTOKCUHecKoro
JieitCTBUH  aMMOHMH.

Ha ocHOBe BbimeyKa3aHHbix Ha6jnop,eHMfi Bbi*"BWHyTO npepnojiojKenwe, hto 3a-
mpiTHOe fleficTBne neHnpwjiaMmia BbicTynaeT tojibko b tcx cjiynaax, Xor/ia Mejtb
nrpaeT pojib e*MHCTBeHHoro mjim conyTCTByiomero naaoreHHoro (baxTopa. 3<b<boKT
3tot He HNieeT MecTa, xor/ja naToremibiM <baxTopoM HBjiaeTCJi hmmohhm. Tojibxo
HacTMHHoe 3am,HTHoe AewCTBiie neHnpjiJiaMMHa npw npi-iMeHeinnr axsorennbix Me/jn
m chiBopoTXM SojibHbix ¢ neHeilOHHOM cnHHKOH CBH3biBajiw b nepBOM cjiyaae ¢ w36biT-
xom cojim Me,3ji othocHTelibiio xojiMxecTBa .zjaBaeMOro neuHpujiaMHua, a bo btopom —
B COBMeCTHOM flefiCTBWH MeflM Ji 3MMOHMH XaX paBHOpeilHbIX naTOrPHHbIX CpaXTOpOB.

M. J. Mossakowski, Z. Krasnicka, B. Gajkowska

EFFECT OF D-PENICILLAMINE ON THE HEPATIC GLIOPATHY IN TISSUE
CULTURE

Summary

The studies were carried out on the effect of d-penicillamine on the morpho-
logical, histochemical and electron microscopic picture of gliopathy developing
in glial tissue cultured in the medium containing either the serum taken from
patients suffering from hepato-lenticular degeneration and from hepatic coma
or in the medium containing normal serum to which exogenous copper and
ammonium salts were added.

It was found that penicillamine distinctly reduces the cytotoxic action of se-
rum obtained from patients affected with hepato-lenticular degeneration. The
effect was less evident when the serum from the patients suffering from hepatic
coma and serum containing exogenous copper salts were used. There was no
abatement of cytotoxic effect of ammonia.

The above observations led to assumption that the protective effect of peni-
cillamine comes into evidence only in the cases in which copper is the sole or
concomitant pathogenic factor. The partial mitigating effect of penicillamine no-
ted in cultures with serum containing exogenous copper and 'in cultures with
serum from the patients affected with hepatic coma is attributed in former case
to excess of copper salts in relation to penicillamine and in the latter — to com-
mon action of copper and ammonia, the pathogenic factors of equal rank.
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