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Streszczenie

Przedstawiono proby zastosowania hodowli in vitro komé-
rek wyizolowanych z plynu mézgowo-rdzeniowego w. cyto-
diagnostyce neurologicznej. Powyzsza metodyke uzyto w ce-
Iu potwierdzenia rozpoznania nowotworéw osrodkowego
ukfadu nerwowego lub oceny ich wrazliwosci w celowanej
chemioterapii. Wiarygodno$¢ uzyskiwanych wynikow pole-
gala na mozliwoéci namnazania i identyfikacji komérek
nowotworowych. W identyfikacji komérek nowotworowych
wykorzystano kryteria podane przez Barkera i Stanforda lub
zmodyfikowana skale Papanicolaou.

Nowsza metoda rozpoznawania komérek byta ich iden-
tyfikacja immunocytochemiczna z zastosowaniem przeciw-
cial monoklonalnych. Wykazano istotna wyzszos¢ opisanych
metod z zastosowaniem hodowli komérek nad bezposred-
nimi metodami cytologicznymi w cytodiagnostyce neuro-
logicznej.

Pleocytoza ptynu mézgowo-rdzeniowego (pmr) towarzy-
szy wielu chorobom o$rodkowego ukladu nerwowego. Znaj-
dujace si¢ w nim komoérki pochodza nie tylko ze $cian
przestrzeni ptynowych, lecz takze z przestrzeni okotonaczy-
niowych Virchowa-Robina (4). Pojawienie si¢ dodatkowej
liczby komorek czesto wiaze sie z uszkodzeniem bariery
krew-mozg.

Pierwsze badania dotyczace hodowli komérek wyodreb-
nionych z pmr pochodzily z lat szesédziesiatych obecnego
stulecia (4, 5, 9, 10, 17). Byly to prace Lumsdena (1960)
i Sayka (1966), a polegaly na prébie hodowania komérek
nowotworowych. Miiller i wsp. (1967, 1970, 1971) zmodyfi-
kowali dotychczasowe warunki prowadzenia hodowli,
wprowadzajac sposoby intensywnego namnazania komérek
w warunkach in vitro. Powyzsze udoskonalenie, jak moz-
liwos¢ zageszezania pmr, uwiarygodnito ocene cytologiczna
nawet przy nieznacznej pleocytozie. W zwiazku z tym
zwigkszyt sie stopien prawdopodobiefistwa znalezienia na-
wet nielicznych komérek nowotworowych (18). Dla potwier-
dzenia cytochemicznej tozsamosci komérek wymagane byto
wykonanie kilku odczynow barwnych, a nastepstwie czego
wylonita si¢ konieczno$¢ dysponowania jeszcze wigksza
liczba komorek. Dlatego w dalszym ciagu udoskonalano
metode ich namnazania i wzrostu w hodowli in vitro (1, 2, 4,
5,7,9, 11, 14, 17).

Istnieja rézne mozliwo$ci wykorzystania hodowli komér-
kowej w cytodiagnostyce neurologicznej, a mianowicie:

1. Mozliwos¢ uzyskania znacznej liczby komérek do
przeprowadzenia wybiorczych odczynéw histochemicznych.

2. Mozliwos¢ potwierdzenia wzrostu nowotworowego
przy jednoczesnym przeciwwskazaniu do wykonania biopsji
mozgu.

3. Mozliwos¢ okreslenia wrazliwosci lekowej w indywidu-
alnej i celowanej chemioterapii Przeciwnowotworowe;j.

4. Mozliwos¢ wewnatrzkomoérkowe;j replikacji antyge-
néw wirusowych w niektorych neuroinfekcjach.

Dotychczas opracowano rézne sposoby zageszczania ko-
moérek z pmr (1, 2, 4, 5,7, 9, 11, 14, 17). Najczesciej pmr
poddaje si¢ powolnemu odwirowaniu, w celu uzyskania
»wzbogaconego koncentratu komérkowego.” Nastepnie
przenosi si¢ komorki do ptynu odzywczego. Zageszczanie
w metodzie Sayka (4, 18) polega na zastosowaniu komory
sedymentacyjnej skonstruowanej przez autora.

Namnazanie komérek z pmr nie jest zabiegiem trudnym
technicznie, pod warunkiem zachowania jatowosci w czasie
catego cyklu hodowlanego. Najczeéciej uzywanym podiozem
jest pozywka Eagle’a (MEM) z dodatkiem surowicy cielecej
w stezeniach 5-20% (1,2, 5, 7, 11). Jalowo pobrany materiat
komérkowy umieszcza sie w szklanych lub plastykowych
naczyniach hodowlanych, np. w rurkach Leightona (1, 2, 7,
17), butelkach Brockwaya (17) lub na szkietkach nakryw-
kowych umieszczonych na szalkach Petriego (1, 6). Calosé
inkubuje si¢ w temperaturze 37°C, w atmosferze zawierajacej
95% powietrza i 5% CO; (1, 4, 6, 14). Poprzez regulowany
doptyw powyzszej mieszaniny gazéw uzyskuje si¢ optymalna
warto$¢ pH niezbedna do wzrostu i namnazania si¢ komérek
w plynie odzywczym. Czesto stosuje si¢ prostsze techniki
polegajace na namnazaniu komérek w zamknietym naczy-
niu z pozywka (2, 5, 7, 17). Istnieja takze bardziej zlozone
metody inkubacji, ktore niezaleznie od doplywu egzogen-
nego CO, wymagaja zastosowania roztworéw buforowych
lub zwiazkéw chemicznych umozliwiajacych komérkom
zwigkszona synteze endogennego CO,, np. pirogronianu
sodu (1). Stosuje si¢ rowniez inne podtoza, np. plyn Eagle’a
w modyfikacji Dulbecco (DMEM), podtoze Pucka, a nawet
naturalny ptyn' mézgowo-rdzeniowy (1, 17). Czas potrzebny
do namnozenia si¢ komorek o optymalnej liczbie przecietnie
wynosi 6-12 dni.

Na uwage zastuguje technika namnazania komoérek nowo-
tworowych opisana przez Sano i wsp. (7, 18). Autorzy
zastosowali filtry membranowe typu Millipore jako podioza
do wzrostu komoérek. Stwierdzili nie tylko znaczny stopien
namnazania si¢ komorek, lecz rowniez ich rozprzestrzenia-
nie si¢ na sasiednie powierzchnie szklanego naczynia. Oczy-
wiscie u podstaw tej i innych metod lezy wyjatkowa zdolnogé
komérek nowotworowych do proliferacji. Jednak nalezy
zaznaczyé, ze wirdd komorek wystepujacych w pmr spotyka
si¢ wiele komérek atypowych i zidentyfikowanie nowotworu
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nie jest sprawa latwa. Dodatkowym utrudnieniem jest
zjawisko ,,maskowania si¢” komoérek nowotworowych
w wypadku wystepowania aiewielkiej ich liczby przy rowno-
czesnej znacznej pleocytozie.

Barker i Stanford (2) podali kryteria umozliwiajace oceng
ztosliwosci wyhodowanych komorek, a mianowicie:

1. Wystgpowanie wigcej niz 5 komoérek w polu widzenia,
przy powiekszeniu immersyjnym (ok. 1000 x ).

2. Obecno$¢ rozet komérkowych (wigcej niz 3 potaczone
komorki). :

3. Wystgpowanie wigcej niz jednego jadra w komorce.

4. Wystepowanie wiecej niz trzech jaderek w komorce;

5. Stwierdzenie stosunku powierzchni jadra do cytoplaz-
my wiekszego niz 0,5 (tj. pole jadra wigksze niz potowa pola
komorki);

6. Wystepowanie réznorodnych pod wzgledem morfo-
logicznym komorek (wzrost wielopostaciowy);

7. Obecnos¢ silnie zasadochtonnej cytoplazmy;

Komoérki spelniajace wigcej niz cztery kryteria zaliczane sa
do zZlosliwych; spelniajace mniej niz cztery kryteria sa
okre$lane jako watpliwe. Natomiast komorki nie spetniajace
zadnego z powyzszych kryteriow okresla si¢ jako tagodne.
Pomijajac dwa pierwsze kryteria oparte na liczbie komorek
wystepujacych w polu widzenia, pozostale mozna okresli¢
jako wewnatrzkomoérkowe zmiany morfologiczne.

Wielu badaczy probowalo klasyfikowa¢ komorki wg
zmodyfikowanej skali Papanicolaou dla pmr, tj.:

1° brak komérek atypowych;

2° komorki z pojedynczymi cechami atypii;

3° komorki z licznymi cechami atypii;

4° komorki atypowe podejrzane jako nowotworowe;

5° komorki nowotworowe o ustalonym typie histologicz-
nym.

Powyzsze kryteria oceny zlo§liwosci wyhodowanych ko-
mérek nowotworowych stracily na aktualnosci wobec moz-
liwosci uzycia specyficznych przeciwcial monoklonalnych
w nowoczesnych metodach immunocytochemicznych (20).
Metody te umozliwiaja przeprowadzenie doktadne;j klasyfi-
kacji komorek nowotworowych dzigki posiadanym przez nie
antygenom, ktére niejednokrotnie sa markerami danego
rodzaju komérek. Najczgéciej wykorzystuje si¢ przeciwciata
monoklonalne skierowane przeciwko biatkom filamentow
posrednich, takich jak: cytokeratyna, desmina, wimentyna,
kwasne biatko filamentow glejowych, biatka neurofilamen-
tow oraz wiokienka neuronalne. Dla roznicowania komorek
pmr opracowano zestaw przeciwcial sktadajacy si¢ ze znacz-
nikéw dla tkanki neuroektodermalnej, cytokeratyny nablon-
kowej, neoplastycznych neuroblastow i przeciwciata
pan-leukocytarnego. Umozliwia on wstepne réznicowanie
miedzy pierwotnymi guzami moézgu, przerzutami nowo-
tworowymi, chloniakami i biataczkami. Istnieje ponadto
mozliwo$¢ doktadnego rozpoznania réznicowego nowotwo-
ru z uzyciem innych zestawdw przeciwcial monoklonalnych
(np. roéznicowanie migdzy astrocytoma, oligodendroglioma
i ependymoma). Jednak dla uzyskania sukcesu diagnostycz-
nego niezbgdna jest wystarczajaca ilos¢ materialu komor-
kowego, stad konieczno$¢ namnazania komorek in vitro.

Poszukiwano innych bezposrednich dowodow potwier-
dzajacych tozsamo$¢ komorek nowotworowych uzyskiwa-
nych w hodowli in vitro w poréwnaniu do komorek wy-
stepujacych w guzach moézgu.

Rosenblum i wsp. (14) namnazali komorki uzyskiwane
z biopsji mézgu. Uzyskany materiat poddawali trypsynizacji
lub specyficznemu dzialaniu enzymatycznemu (pronaza,
kolagenaza, DNAza). Nastepnie komorki namnazali in
vitro, uzyskujac tréjwymiarowe, wielokomoérkowe agregaty
(sferoidy). Komoérki te posiadaly wiele cech ztosliwosci.

Niektore z nich o $rednicy wigkszej niz 250 pm zawieraly
ogniska martwicy tacznie z obszarami bezkomoérkowej ma-
cierzy. Ze wzgledu na ich duze wymiary, mozna byto je badac¢
technika histologiczng, podobnie jak materiat tkankowy.
Wykazano rowniez, ze komorki uzyskiwane ze ztuszczaja-
cych si¢ powierzchniowych warstw guza byly podobne do
komoérek wyhodowanych z bioptatu guza mézgu. Dlatego
w ocenie morfologicznej tychze komoérek nowotworowych,
uzyskiwanych z hodowli traktowano je podobnie jak komo-
rki badanego guza mozgu.

Z kolei Kajikawa i wsp. (7) prowadzili hodowle komorek
uzyskiwanych z pmr pacjentéw, u ktoérych wczesniej rozpo-
znano glejaki. W 37% hodowli stwierdzono komorki nowo-
tworowe. Podobne badania prowadzono z nowotoworami

« dajacymi przerzuty do O.U.N. i uzyskano zgodnos¢ rozpo-

znania u 40% badanych pacjentow.

Blackiwsp. (2) prowadzili podobne obserwacje, uzyskujac
23% pozytywnych wynikéw w grupie 35 przypadkow pier-
wotnych i przerzutowych nowotworéw wewnatrzczaszko-
wych. Najwiekszy odsetek pozytywnych wynikow (46%)
uzyskali Sano i wsp. (2) w grupie pacjentow z glejakami.

Na uwage zastuguje fakt, ze charakter proliferacji komo-
rek glejaka, ztuszezonych do pmr byt podobny do proliferacji
komoérek glejowych w hodowli tkankowej (6, 14). Natomiast
komoérki ztuszczone z nowotworéw nabtonkowych (prze-
rzutowych) czesto ulegaly degeneracji w hodowli. Dlatego
tez bezposrednie badanie cytologiczne nowotworé6w po-
chodzenia nablonkowego jest bardziej miarodajne od hodo-
wli komorkowej np. gruczolakoraka (adenocarcinoma).
W innych typach nowotworéw, np. w migsaku, czerniaku
lub brodawczaku splotu naczynidwkowego, stwierdzono
wzrost komoérek w hodowli (2).

Odmiennym problemem diagnostycznym jest zréznicowa-
nie komérek nienowotworowych wystgpujacych w pmr,
a ulegajacych wzrostowi w hodowli. Do takich elementow
morfotycznych mozna zaliczy¢ limfocyty i monocyty (5, 10).
Proliferujace komérki monocytarno-histiocytarne przyjmu-
ja w hodowli ksztalt wielokatny lub péiksigzycowaty oraz
zmieniaja swoje polozenie na plytkach hodowlanych. Nie-
ktore typy tych hodowli byly podobne do fibroblastow,
natomiast inne zawieraty komorki olbrzymie. Powstawanie
tych ostatnich tlumaczy sig reakcja na niekorzystne warunki
hodowli (np. zmiana pH, wahania temperatury, itp.). Komo-
rki monocytarno-histiocytarne stwierdzono rowniez w pmr
w przypadkach przewleklych procesow zapalnych w OUN.

Miiller i wsp., stosujac metod¢ hodowli komérek wyizolo-
wanych z pmr oraz technik¢ immunofluorescenciji, stwier-
dzili wewnatrzkomérkowa obecno$é antygenéw wirusa na-
gminnego zapalenia §linianek przyusznych, zwlaszcza
w przypadkach wtornego zajecia uktadu nerwowego (11).
Dlatego hodowle komorek nowotworowych stosunkowo
tatwo mozna bylo poréwnaé z ich formami wyjsciowymi.
Z kolei komorki nienowotworowe byly trudne w iden-
tyfikacji morfologicznej (1, 4, 5, 10, 11).

Z drugiej strony za ograniczonym stosowaniem badan
cytologicznych pmr w nowotworach OUN przemawia sto-
sunkowo niski odsetek wynikow pozytywnych mieszczacych
si¢ w granicach 1,9-33% (3). Niska wykrywalno$¢ komérek
nowotworowych zalezy od wielu czynnikow. Podstawowym
kryterium jest anatomiczne umiejscowienie nowotworu,
gdyz nie zawsze dochodzi do rozsiewu komoérek nowo-
tworowych do przestrzeni ptynowych. Innym waznym czyn-
nikiem jest struktura biologiczna nowotworu. Oponiaki
maja wysoki stopien spoistosci, co powoduje, ze tylko
niektére komorki sa w stanie oderwac si¢ od gtéwnej masy
guza i przenikna¢ do pmr. Inne nowotwory, zwlaszcza nisko
zroznicowane i szybko rosngce, wskutek wolniejszej prolife-
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racji naczyn krwiono$nych, w porOéwnaniu ze wzrostem
guza, zawieraja ogniska rozpadu i martwicy. W tych nowo-
tworach spoisto$¢ guza jest o wiele mniejsza i komorki
z powierzchni guza tatwiej zhuszczaja si¢ do pmr (3). Z kolei
z przypadkach procesow wieloogniskowych umiejscowio-
nych w oponach miekkich, takich jak np. rakowato$¢ opon,
czerniakowato$¢ opon czy tez nacieki biataczkowe, wy-
krywalno$¢ siega 100%.

W przypadku uzasadnionego podejrzenia wewnatrzczasz-
kowego procesu rozrostowego najczeciej rezygnuje sie
z naktucia ledzwiowego, czgsto pomimo braku przeciw-
wskazan. Dlatego tez wigkszo$¢ pozytywnych wynikow
stanowia rozpoznania przypadkowe. Szybki rozwoj kom-
puterowych technik diagnostycznych (np. tomografia kom-
puterowa — TK) rowniez nie forsuje badan pmr. Takze brak
zgody pacjenta na naklucie ledzwiowe uniemozliwia wyko-
nanie badan cytologicznych. Warto jednak wspomnie¢, ze
w monitorowaniu meningioz bialaczkowych badanie cyto-
logiczne pmr jest metoda z wyboru. Zdarza sig, ze nowoczes-
ne metody neuroobrazowania OUN. daja wynik falszywie
dodatni. Wielokrotnie poréwnywano obrazy TK z wynika-
mi badan autopsyjnych. Nie tak rzadko znajdowano przypa-
dki falszywie dodatnie, badz falszywie ujemne (12, 19).
Dlatego wydaje sie, ze TK czgéciej nalezaloby weryfikowaé
innymi badaniami dodatkowymi. Przykladem moze by¢
opisany przypadek pierwotnego czerniaka wewnatrzczasz-
kowego, w ktorym TK glowy wykazala mnogie ogniska
krwotoczne, obustronna angiografia szyjna data wynik
negatywny, a badanie cytologiczne pmr ujawnito liczne
komorki czerniaka, co zostato nastgpnie potwierdzone histo-
patologicznie (19).

Reasumujac, wprowadzenie oceny morfologicznej komo-
rek wyhodowanych in vitro jest wielce przydatne w diagnos-
tyce neurologicznej, jednak nie decyduje o ostatecznym
rozpoznaniu. Przydatnos¢ diagnostyczna techniki hodowli

komorek wyizolowanych z pmr znajduje coraz szersze
zastosowanie praktyczne (2, 7, 14). Dalszym osiagnieciem
byto wzbogacenie techniki identyfikacyjnej przez uzycie
przeciwcial monoklonalnych (20).

Z innych zastosowan na uwage zastuguja proby wyko-
rzystania hodowli in vitro do oceny wrazliwosci komoérek na
dziatanie lekéw przeciwnowotworowych. Dotychczas nie
przeprowadzano badan na komoérkach pochodzacych z pmr,
lecz wykorzystano komorki z biopsji cienkoiglowej mozgu
(14, 16). Znanym zjawiskiem jest wystepujaca opornos¢
komérek nowotworowych na cytostatyki in vivo, pomimo
ich wrazliwoéci w badaniach in vitro. Wyjasnienie mechaniz-
mow tego zjawiska utrudnia fakt braku catkowitej znajomo-
§ci biologii nowotworéw ukladu nerwowego (15). Czesto
wrazliwo§¢ komérek nowotworowych jest odmienna w ba-
daniach in vivo i in vitro. Skuteczno$¢ terapii przeciwnowo-
tworowej zalezy przede wszystkim od stezenia leku cyto-
statycznego lub jego metabolitow w komoérce nowotworo-
wej. Natomiast nieskuteczno$¢ in vivo moze wynikac z braku
dostepnoéci biologicznej leku, ze zbyt niskiego stezenia leku
w komorce, czy wreszcie z istnienia enzymatycznych mecha-
nizmoéw opornosci. Przykladem niwelacji opornosci enzyma-
tycznej jest stosowanie kwasu etakrynowego, ktory odwraca
oporno$¢ wywolana przez transferaz¢ S-glutationu (13).

Hodowla komoérek nowotworowych wyizolowanych
z pmr stanowi kolejny krok w celu wyjasnienia biologii
nowotwordéw O.U.N., a jej wykorzystanie w monitorowanej
terapii nowotworéw mozgu znajduje coraz szersze zastoso-
wanie kliniczne (8). !

Wzbogacenie cytodiagnostyki neurologicznej przez wpro-
wadzenie hodowli komorek pochodzacych z pmr jest korzys-
tne zaré6wno pod wzgledem diagnostycznym, jak i lecz-
niczym. Wydaje sig, ze nalezy oczekiwac dalszych modyfika-
cji metodycznych poprawiajacych skutecznos¢ diagnostyki
pmr.
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The use of cultures of cells isolated from cerebrospinal fluid in
Summary

Trials are reported of using in vitro cultured cells isolated from the
cerebrospinal fluid in neurological cytodiagnosis. The method was
applied for confirming the diagnosis of central nervous system
neoplasms or for the assessment of their sensitivity to targeted
chemotherapy. The reliability of the obtained results was owed
mainly to the possibility of growing and identification of malignant
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