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Przydatnos¢ metody hodowli tkanek
w badaniach endokrynologicznych

Streszczenie

W artykule przedstawiono witasciwosci i zachowanie sie
komérek endokrynnych w hodowli tkankowej. Na przykitadzie
jajnika,tarczycy, przysadki i wysepek Langerhansa trzustki
zwrécono uwage na przydatnos¢ modelu izolowanych komoérek
gruczotéw dokrewnych w badaniu m.in. miejsca syntezy roznych
hormonéw w gruczole, interakcji réznych typéw komoérek w tej
syntezie oraz regulacji hormonalnej funkcji gruczotéw do-
krewnych .

Omoéwiono takze zastosowanie niektdérych linii komdrek
endokrynnych do produkcji hormonéw w hodowli tkanek. \Wspont
niano tez o modnych obecnie hodowlach komérek w pozywkach
bez surowicy i ich znaczeniu dla niektérych badan naukowych.

Technika hodowli tkanek zréznicowanych nie nalezy do
tatwych, zwilaszcza jezeli mamy do czynienia z komoérkami nie
proliferujgcymi in vitro. Komorki endokrynne sga komdérkami
wysoce zréznicowanymi i wyspecjalizowanymi w wytwarzaniu
swoistych produktéw. Z jednej strony zatem sa trudne do ho-
dowania z racji wyspecjalizowania, z drugiej strony, dzieki
wydzielaniu swoistych substancji, tatwo jest je identyfiko-
wa¢ oraz badac¢ ich funkcje. Dzieki postepowi w rozwoju ilo -
Sciowych technik oznaczania hormondéw,takich jak: metody ra-
dioimmunologiczne, radioreceptorowe czy immunoenzymatyczne
mozna oznacza¢ produkty komérkowe w matych prébkach pozywek

*Zaktad Fizjologii Zwierzat UJ, Pracownia Endokrynologii Zwierzat i Hodowli Tkanek,
Instytut Zoologii UJ, 30-060 Krakéw, ul. Karasia 6



lub w komoédrkach czy fragmentach tkanek (Szottys, 1981;
S. Stokiosowa et al., 1981).

Pierwsze proby utrzymywania fragmentéw zywych gruczotéw
dokrewnych poza ustrojem w odpowiednich pozywkach podejmowa-
no w celu badania zdolnosci ich przezycia, réznicowania sie
(Gaillard, 1965; Prop, 1973; Wolff, 1965; Lasnitzky, 1965)
oraz wzajemnego wplywu np. fragmentow przysadki mdzgowej
lub szyszynki na rdznicowanie sie jader samcow (Moszkowska,
1956), wzglednie wplywu réznych hormonéw na ezplanty nabton-
ka pochwy (Koziorowska, 1961). Przeglad wazniejszych tech-
nik hodowli narzadéw lub fragmentéw tkanek endokrynnych znaj
dzie czytelnik w artykutach S. Stokiosowej (1979, 1982).

Wprowadzanie hodowli metoda monolayers, w ktérej komor-
ki uzyskane przez rozproszenie tkanki rosng na podiozu
szklanym lub plastikowym tworzac cieniutka warstwe, posze-
rzyto znacznie mozliwosci badawcze.

Zainteresowanie hodowlg komérek i tkanek pochodzacych
z gruczotéw dokrewnych datuje sie od okoto 30 lat réwnole-
gle z burzliwym rozwojem endokrynologii wigzacym sie z opra
cowaniem i wprowadzeniem wspomnianych juz metod radioimmuno-
logicznych oznaczania hormonéw. Metody te utatwity oznacze-
nie nano-, a nawet pikogramowych ilo$ci hormonéw bezposred-
nio w pozywkach, w ktéorych hodowano odpowiednie komorki
endokrynne. Komodrki takich gruczotéw jak np.: tarczyca (Hil-
fer 1973), przysadka moézgowa (Kahn 1973), (Cuttler et al.,
1986), jajniki (Charming 1969), jadra (Bilinska 1977), wy-
sepki Langerhansa trzustki (Ziegler, 1975; Moskalewski,
1977) itp. okazaly sie wdziecznym materiatem dla hodowli
tkankowej lub komoérkowej.

Gruczoty dokrewne, nawet najprostsze, majag budowe histo-
logiczng ztozong z co najmniej dwu typow komdrek. Najcze-
S§ciej sg to komorki wydzielnicze, tkanka taczna, a takze
miesnie gtadkie tworzace rodzaj rusztowania i Srodowiska.
Innym, bardziej skomplikowanym przyktadem jest przysadka
mozgowa lub wysepki Langerhansa trzustki, ktérych komorki



wytwarzajg rozne hormony. W badaniach endokrynologicznych
metoda hodowli tkanek dazy sie do wyizolowania ze ztozonego
strukturalnie gruczotu jednego typu komérek wydzielniczych
a nastepnie hodowanie ich oddzielnie lub w tak zwanej kokul-
turze z innym wyizolowanym typem komoérek. Takie hodowle
umozliwiajg badanie funkcji jednego typu komorek w ztozonym
gruczole dokrewnym oraz badanie interakcji dwu lub wiecej
typéw komdrek w kokulturach.

Jeden typ komodrek mozna uzyska¢ mechanicznie lub stosu-
jac trawienie réznymi enzymami, jak: trypsyna, kolagenaza,
pronaza (Stoklosowa 1982). Gospodarowicz (1975» 1977) stosu-
je cate zestawy enzymow dla uzyskania odpowiedniej zawiesi-
ny. Wybér enzymu i jego stezenie zalezy od rodzaju tkanki
poddawanej rozproszeniu. Warto$s¢ modelu hodowli izolowanych
typow komorek jest niezaprzeczalna. Szereg ztozonych proce-
sow zachodzacych w niejednorodnych strukturalnie i czynno-
sciowo gruczotach dokrewnych, stanowigcych uktad bardzo nie-
przejrzysty, trudno bytoby prze$ledzi¢ i rozstrzygngc¢. Model
izolowanych typéw komorek pozwala bada¢ poszczegblne etapy
procesu, udziat poszczegdlnych typéw komdrek w tym procesie,
sekwencje poszczegdllnych etapéw itp. Przykiadem moze by¢ zna
lezienie miejsca syntezy zeniskich hormonéw piciowych, estro-
gendéw w pecherzyku jajnikowym swini. Badania te przeprowadzo
no na modelu izolowanych komérek warstwy ziarnistej i oston-
ki wewnetrznej pecherzyka jajnikowego $wini w hodowli tkanko
wej (Stoktosowa et al., 1982). Hodowle izolowanych wysepek
Langerhansa trzustki dostarczyly wielu danych dotyczacych ne
tabolizmu wysepek i mechanizmu wydzielania insuliny (Anders-
son i Hallestrom 1977).

Model taki pozwala takze bada¢ procesy regulacji funkcji
hormonalnej jednego gruczotu przez inny gruczot. Odbywa sie
to albo przez dodawanie hormonu gruczotu tropowego do pozyw-
ki w ktérej rosng komérki gruczotu docelowego, albo przez ho
dowie tgczgce dwa typy komorek (tzn. kokultury komorek regu-
lujacych i komoérek regulowanych). Przykladem moze by¢ kokul-
tura komoérek jajnikowych z komoérkami przysadki mdzgowej.
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Wiekszos$¢ komérek endokrynnych przejawia w hodowli na-
btonkowaty epitelialny typ wzrostu (figury: 1,2,5,6). Zawie-
rajg one takie w cytoplazmie liczne ziarnistosci lub krople
lipidowe, wktére obfitujg zwilaszcza komorki produkujace
hormony sterydowe, takie jak np. komorki jajnikowe, komorki
interstycjalne jadra, lub komorki kory nadnerczy. Dzieki te-
mu takie komorki tatwo odrézni¢ od fibroblastéw i innych ko-
morek pods$cieliska jeszcze przed zalozeniem hodowli. Intere-
sujgco wyglada powierzchnia komoérek endokrynnych obserwowana
w mikroskopie scanningowym (fig. 7). Liczne pecherzyki (tzw.
blebs) $swiadcza o czynnosci wydzielniczej komaorki.

W ba taniach hormonalnych najczesciej stosuje sie tzw.
hodowle pierwotne, czyli hodowle wyprowadzone bezposrednio
z tkanki badanego gruczotu. Hodowle takie majg duza wartosc
naukowa, bowiem komoérki endokrynne zachowuja sie przez co
najmniej 24 do 48 godzin in vitro tak samo jak in vivo (Szot
tys et al. 1982). Mary zatem do czynienia z modelem doswiad-
czalnym poréwnywalnym z sytuacjg in vivo, a wiec z modelem,
ktorego nie moze spotka¢ zarzut dostarczania nieprawdziwych
wynikow.

Zawiesina przygotowywana do hodowli powinna zawierac
dostateczng ilos¢ komérek wydzielniczych umozliwiajacych wwy-
krycie ich wydzielin dostepnymi wspdétczesnie metodami (Bilin
ska i S. Stokloeowa 1977, S. Stoktosowa 1982, Gregoraszczuk,
1983). Nie powinna natomiast by¢ zanieczyszczona fibrobla-
stami, ktdre mogg hodowle przerosna¢ i zniszczy¢. Segregacji
komérek dokonuje sie wykorzystujgc réznice ich wielkosci
lub réznice szybkosci przylegania do podtoza. Mozna tez ko-
moérki sortowaé przez wirowanie w réznych gradientach gesto-
§ci sacharozy, Ficollu, Percollu itp. badZz tez umieszczac
hodowle w pozywkach pozbawionych cysteiny, ktorej brak hamu-
je wybidérczo proliferacje fibroblastéw. Z wiasnej praktykKi
wiadomo, ze hodowle komérek gonadalnych, wydzielajgce duze
ilosci hormondéw sterydowych, nigdy nie przerastajg fibro-
blastami. Widocznie sterydy w znacznym stezeniu sa czynni-
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. Kolonia komoérek warstwy ziarnistej (granulozy) pe-

cherzyka jajnikowego szczura po 4 dniach hodowli.
Barwione Giemsa.

. Monolayer komérek warstwy ziarnistej z pecherzyka

jajnikowego $Swini po 6 dniach hodowli.

Komdérki barwione na aktywno$¢ dehydrogenazy

A-%3 beta hydroxy sterydowej. (Fischer T.V., Kahn
R.H. In Vitro 7, 201-205 (1972).

Komorki ostonki wewnetrznej (theca interna) peche-
rzyka jajnikowego $wini hodowane przez 4 dni. Bar-
wione Giemsa.

Komoérki ostonki wewnetrznej pecherzyka jajnikowego
krowy hodowane przez 9 dni. Barwione histochemicznie
na aktywnos$¢ dehydrogenazy sterydowej (jak w fig. 2).

Komorki ciatka zottego swini hodowane przez 4 dni.
Barwione histochemicznie na aktywnos¢ dehydrogenazy
sterydowej (jak w fig. 2). Fot.: E. Gregoraszczuk.

Komorki Leydiga jagdra myszy po 4 dniach hodowli.
Barwione histochemicznie na aktywno$¢ dehydrogenazy
sterydowej. Fot.: B. Bilinska.

Powierzchnia komoérki ciatka zéitego widziana w mi-

kroskopie scanningowym. Pow. x 15000. Fot. E. Krzysz-
tofowicz
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IXI"NG PROGESTERONU/HODOWLE

Fig. 8. Wydzielanie progesteronu przez hodowane komorki
warstwy ziarnisiej dwini.

X-X - hodowla kontrolna w Medium 1Pz dodatkiem
1K surowicy cielecej,

- quﬁ\éwﬁl—l VY L%zywce (jak wyzej) z dodatkiem

a-a- 100 ng LU



kiem hamujacym ich proliferacje* Fakt ten nalezatoby udoku-
mentowaé¢ odnosnym eksperymentem.

Komorki endokrynne rosng w hodowlach pierwotnych bardzo
dobrze, tworzg, z rozng szybkoscig,jednowarstwowy film na
dnie naczynia hodowlanego. Nie wymagajg nadzwyczaj ztozonych
pozywek. Najczes$ciej hoduje sie je w jednym z rutynowo uzy-
wanych ptyndéw hodowlanych o okreslonym skiadzie chemicznym,
jak np. pozywka Parkera, zwana Medium 199 lub pozywka
Eagle'a. Pozywki te wzbogaca sie najczesciej dodatkiem
sktadnika naturalnego, jak np. surowica cieleca o roznym
stezeniu w zaleznos$ci od wymagan eksperymentu.

Figury 1-6 przedstawiajg cztery rodzaje komdrek gonadal-
nych hodowanych metoda monolayers. Komorki takie wydzielajag
w hodowli pierwotnej swoiste hormony przez 3 do B dni. Po
tym czasie obserwujemy spadek czynnosci wydzielniczej® Mozna
je stymulowaé¢ do lepszego wzrostu oraz wzmozonej lub prze-
dtuzonej produkcji hormonalnej dodajagc do pozywki odpowied-
ni hormon tropowy. Figura 8 przedstawia zachowanie sie trzech
hodowli pierwotnych komérek warstwy ziarnistej pecherzyka
jajnikowego w pozywce bez hormonu luteinizujgcego (LU) lub
w pozywkach z dodatkiem 10 lub 100 ng tego hormonu na ml po-
zywki. Miarg dziatania W na komoérki w hodowli byta ilos¢
wydzielonego przez nie progesteronu. Cechag charakterystycz-
na komorek aterydogennych jest obecnos$¢ w ich cytoplazmie
enzymu dehydrogenazy [ ,3 beta hydrokay steroidowej, ktorej
aktywnos¢ mozna wykaza¢ metodami histochemicznymi (figury
2,4,5,6).

Hodowle komodrek przysadki moézgowej sg doskonatym nme-
teriatem do badania regulacji syntezy hormonéw przysadko-
wych przez hormony uwalniajace podwzgérza naturalne i synte-
tyczne a takze de badania dziatania réznego rodzaju anta-
gonistow na leh funkcje (&lehn, 1986). Ponadto kdffiéfti przy-
sadki zmienione nowotworowo sg Zrédtem duzych ilo$ei hormo-
néw, ktore mogg by¢ odzyskiwane z pozywek. Zagadnienie te
bedzie bardziej szczegétowo omoéwione w dalszej czesSci tego
artykutu. 57



Wiele gruczotow dokrewnych funkcjonuje cyklicznie, jak
np. podwzgodrze, przysadka, gonady samic, lub tylko w pewnych
okresach doby, sezonu, czy tycia, np. kora nadnerczy, grasi-
ca, szyszynka, gonady, tozysko czy gruczot mlekowy. Fakt ten
nalezy wzig¢ pod uwage z wielkg odpowiedzialnoscig aby wyni-
ki hodowli przedstawialy dane pewne i fizjologiczne. Wiek
i dojrzatosé¢ piciowa dawcy tkanek musi by¢ rowniez uwzgled-
niona, bowiem niektére gruczoty u osobnikoéw niedojrzatych
funkcjonujg inaczej, a przede wszystkim na innym poziomie,
niz u osobnikéw dojrzatych lub starzejgcych sie.

Zatem pobierajac materiat endokrynny do hodowli tkanek
nalezy zwraca¢ uwage na wiek zwierzecia, na faze cyklu picio
wego czy sezonowego, oraz nalezy pamieta¢ o tzw. life span
czyli okresie aktywnosci hormonalnej danego gruczotu badz
jakiejs jego integralnej czes$ci. Jest to szczegdlnie wazne
w odniesieniu do takich skitadnikéw gruczotu jak np. przed-
owulacyjny pecherzyk jajnika, ciatko z6tte, komoérki przysad-
ki cyklujgcej samicy wydzielajgce gonadotropiny itp.

HODOWLE KOMOREK ENDOKRYNNYCH JAKO ZRODEO HIRMONOW

Istnieje szereg linii komdérkowych, ktére wydzielajg w ho
dowli duze ilo$ci hormonéw (Tashijan 1977)* W odpowiednich
warunkach taka "ferma" komoérkowa produkuje hormony nie tyl-
ko na skale laboratoryjng lecz nawet handlowa. Przykiadem
jest produkcja szczurzej prolaktyny i hormonu wzrostu oraz
mysiej kortykotropiny (ACTH). llo$¢ hormonéw uzyskiwanych
w hodowli dochodzi do 200 mikrograméw na miligram biatka na
24 godziny. Nowe linie komorek produkujgcych hormony mozna
wyprowadzi¢ na drodze transformacji wirusowej lub chemicznej
normalnych komorek endokrynnych w hodowli pierwotnej. Linie
produkujgcg hormon mozna uzyskac¢ takze przez hybrydyzacje
komoérek wydzielajgcych dany hormon o ograniczonym potencjale
wzrostowym z linig ciggta o nieograniczonym potencjale pro-
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liferacyjnym. Rezultatem takiej hybrydyzacji jest niesmier-
telna linia komérkowa szybko rosngca, produkujaca dany hor-
mon w sposob ciggly.

Rozwijajaca sie biotechnologia umozliwia wszczepianie
genu odpowiedzialnego za syntezg danego hormonu w komorce
endokrynnej do komorki linii ciggtej szybko proliferujacej.
Poszerzy to na pewno wachlarz "ferm” komorkowych wytwarzaja-
cych hormony na zaméwienie. Oprocz wymienionych wyzej linii
komoérkowych wyhodowano szczepy komorkowe produkujace nano-
gramowe do mikrogramowych ilosci mysiej tyreotropiny 1 uwal-
niajacego ja hormonu podwzgdrzowego (THH), gonadotropiny
kosmowkowej oraz somatotropiny tozyskowej.

Istniejg rowniez szczepy komorkowe wywodzace sie z nowo-
tworow przysadki mozgowej, ktdre produkujg duze ilosci pro-
laktyny 1 hormonu wzrostu, lub szczepy wywodzace sie z no-
wotworu kosmowki 4ozyska produkujgce duze ilosci gonadotro-
piny kosmowkowej. Niektore z tych linii zyja w hodowlach
cigghych, ustawicznie pasazowane, juz ponad dziesieC lat bez
utraty swoistej funkcji 1 bez objawow starzenia sie. Komor-
ki takie podwajajg swg i1loS¢ co dwa dni 1 produkuja hormony,
ktore pod wzgladem biologicznym i immunologicznym nie roz-
nig sie od hormonu naturalnego wydzielanego przez odpowiedni
gruczot in vivo. Komérkj ciggtej linii hormonalnej przysad-
ki reagujg tez swoiscie na hormony dziatajace na przysadka
in wiwo, jak np. TRH, estradiol i tyroksyna (Tashijan 1977,
Khazek 1977).

HODOWLE KOMORKOWE W POZYWKACH BEZ SUROWICY

Do hodowli wiekszosci komoérek endokrynnych w pozywkach
wzbogacanych dodatkiem surowicy wystarcza dobre podioze o
okreSlonym sktadzie chemicznym, zawierajgce niezbedne amino-
kwasy i witaminy. W§ Sato i wsp. (1977) surowica, jako skitad-
nik pozywki w rutynowo uzywanym stezeniu 10%, nie jest wy-



starczajacym zrodiem hormondw, podtrzymujgcym wzrost komoérek
endokrynnych w hodowli. Ponadto surowica zawiera inhibitory

uniemozliwiajace rozwoj petnej aktywnosci niektérych hormo-

néw. Dlatego komorki hodowane w pozywce zawierajgcej surowi-
ce szybko starzejg sie lub odréznicowuja i przestajg wydzie-
la¢ swoiste hormony.

Rowniez badania biochemiczne proceséw zachodzgcych w ho-
dowanych komodrkach endokrynnych wymagajg pozywek o .sktadzie
jak najdoktadniej okresSlonymchemiaznie. Jeetto dalszy
argument za eliminowaniem surowicy jako skiadnika pozywki
o0 sktadzie nieokreslonym.

Zastgpienie surowicy samg pozywka o okreslonym sktadzie
chemicznym daje bardzo mizerne efekty hodowlane, komorki
bardzo stabo rosng i przezywajg w hodowli przez krotki okres.
Konieczno$¢ znalezienia odpowiednich skiadnikéw, ktére za-
stapityby surowice byla bodZzcem dla podjecia réznych badan
w celu wynalezienia pozywek dla szeregu tkanek endokrynnych,
takich jak komoérki kory nadnerczy (Simonian et al. 1984),
jadra jajnika (Orty 1984), gruczotu mlekowego (Stampfer
1984) i szeregu linii komérkowych wyprowadzonych z réznego
rodzaju nowotworéw gruczotdéw dokrewnych. | taknp. dla ko-
moérek kory nadnerczy pozywka bez surowicy powinna zawierac
fibronektyne, ulatwiajacg przyczepianie sie komorek do pod-
toza, czynniki wzrostu: epitelialny i fibroblastyczny, insu-
line, traneferyne, albumine bydleca oczyszczong z wolnych
kwasow ttuszczowych, selen, witaminy E i C. Barnes i Sato
(1980) zaproponowali pozywke, ktora moze by¢ uzyta takze
w hodowli komoérek jajnikowych. Jej gtdwnymi skiadnikami
oprocz pozywki o okreSlonym skitadzie chemicznym sg-zamiast
surowicy- fibronektyna, transferyna, insulina i hydrokorti-
zon. W pozywkach takich, wg wymienionych wyzej autorow, ko-
morki rozwijajg petnie mozliwosci wydzielniczych oraz reagu-
ja na czynniki tropowe (ACTH lub FSH) w sposéb niczym nie-
zahamowany. Jest to jeden z argumentdéw przemawiajgcych za
uzyciem pozywek bez surowicy. Zaznaczy¢ jednak trzeba, iz
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tego typu pozywki sa znacznie drozsze, gdyz wymagajg wielu
sktadnikow, ktére albo trzeba samemu przygotowaé (np. trans-
feryna), albo kupi¢.

Szereg badan dotyczacych sekrecji i stymulacji tego pro-
cesu czy interakcji réznych typéw komorek hodowanych we
wspolnych naczyniach mozna jednak w dalszym ciggu prowadzic¢
w pozywkach uzupetnionych surowicg, z tym ze eksperymental-
nie trzeba znalez¢ najnizsze jej stezenie, ktére bedzie pod-
trzymywato zadowalajgcy wzrost komoérek bez istotnej inter-
ferencji z ich funkcjg. Te zalezno$¢ udato nam sie zaobser-
wowa¢ w hodowlach komérek jajnikowych prowadzonych w Pra-
cowni Hodowli Tkanek przy Zaktadzie Fizjologii Zwierzat UJ,
ktéra powstatla z przyzwolenia i poparcia bylego Kierownika
tego Zakiadu Prof, dra Adama Kulczyckiego.

Hodowle tkanek endokrynnych znalazty réwniez szerokie
zastosowanie w fizjologii rozrodu i przyczynity sie do roz-
strzygniecia szeregu probleméw zwigzanych z regulacja hormo-
nalng funkcji jajnikow i gonad, miejscem syntezy hormonéw
w jajnikach, jadrze oraz w komérkach przysadki.

Sa réwniez dobrym modelem doswiadczalnym w badaniach:

1) biosyntezy hormonéw biatkowych,

2) proces6w wydzielania i uwalniania hormonu z komoérki,

3) mechanizmu dziatania hormonéw na komoérke docelowa,
oraz

4) przetwarzania hormondéw przez komoérke docelowa.

Nie wspominam tu o badaniach dotyczgcych zaburzen funk-
cji hormonalnych,w ktérych hodowle tkanek endokrynnych sg
bardzo waznym warsztatem pomocniczym.
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Stanistawa Stoktosowa

USEFULNESS OF TISSUE CULTURE TECHNIQUE IN ENDOCRINOLOGICAL
RESEARCH

Summary

The characteristics and function_of endocrine cells in
P B gd é. T 5 % the

tissue culture have been_discusse he Importance 0

model of isolated endocrine cell tgges for r$search on the

sites o hormonel?ynthe3|s, on Intéeraction o Qagﬁlgu %r
eir func-

cel t%ges as well” as gn hormonal regulation o
tion S been stressed. i i

The application of several endocrine cell lines to gro—_
duction of hormones In tissue culture system has been descri-

_ At last som? information about the_serum - free cultures
which were developed recently, and their application, was
given.

CraHucnasa CtowunocoBsa

MPUrOOHOCTL METOMA BbIPAUMBAHIA TKAHEA B 3HIOKPYHOMOMUYECKIX
VICCNELOBAHIAX

Pe3Bnve
B cTaTbe NpeAcTaBfieHbl CBOVICTBA U MOBEAEHWE SHAOKPUHHBIX

KNETOK B pa3BefeHNM TKaHell. Ha mpumepe SWYHMKA W/TOBMAHON
Xenesbl, runofusa 1 chini JlaHrepxaHca NoaxenyioyHoN Xenesbl 06-
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PalleHo BHUMaHME Ha MPUrOAHOCTb MOAENM M30/MPOBaHHbIX KIETOK
Xenesbl BHYTPEHHEN CeKpeuun B WUCCeA0BaHusIX Mexay Apyryvui:

MeCTa CiHTe3a pasHblX FOpMOHOB B XeNe3e, WHTEPaKLMM PasHbiX Tv-
MoB KNETOK B 3TOM CUHTE3e, a Takke PEerynsuun ropMOHAbHOI® (yH-
KUMW Xene3bl BHYTPEHHe cekpeLyn. }

O6CYXIEHO TaKke MPUMEHEHUE HEKOTOPbIX JMHUIA_ SHAOKPUHHbIX
KNETOK B MPOAYKLUMM TFOPMOHOB M BbipalMBaHUM TKaHe* YnoMvHaeTcs
0 MOJHOM B Halle BPEMS BbipalMBaHWsl KMETOK K MUTATENbHOA Cpefbl
663 ChIBOPOTKW UM WX* 3HAUEHWS! [11 HEKOTOPLIX HayYHbIX MCCNEA0BaHMIA.



