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Streszczenie

W artykule przedstawiono właściwości i  zachowanie się  
komórek endokrynnych w hodowli tkankowej. Na przykładzie 
ja jn ik a ,ta rczy cy , przysadki i  wysepek Langerhansa trzu stk i 
zwrócono uwagę na przydatność modelu izolowanych komórek 
gruczołów dokrewnych w badaniu m .in. miejsca syntezy różnych 
hormonów w gruczole, in tera k cji różnych typów komórek w te j  
syntezie oraz regu la cji hormonalnej fun kcji gruczołów do
krewnych .

Omówiono także zastosowanie niektórych l i n i i  komórek 
endokrynnych do produkcji hormonów w hodowli tkanek. Wspom
niano też o modnych obecnie hodowlach komórek w pożywkach 
bez surowicy i  ich znaczeniu dla niektórych badań naukowych.

Technika hodowli tkanek zróżnicowanych nie należy do 
łatwych, zwłaszcza je ż e li  mamy do czynienia z komórkami nie 
proliferującym i in v itr o . Komórki endokrynne są komórkami 
wysoce zróżnicowanymi i  wyspecjalizowanymi w wytwarzaniu 
swoistych produktów. Z jednej strony zatem są trudne do ho
dowania z r a c ji  wyspecjalizowania, z drugiej strony, dzięki 
wydzielaniu swoistych su b stan cji, łatwo je s t  je  identyfiko
wać oraz badać ich funkcje. Dzięki postępowi w rozwoju i l o 
ściowych technik oznaczania hormonów,takich jak: metody ra - 
dioimmunologiczne, radioreceptorowe czy immunoenzymatyczne 
można oznaczać produkty komórkowe w małych próbkach pożywek
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lub w komórkach czy fragmentach tkanek (S z o łty s , 1981;
S . Stokłosowa e t a l . ,  1981).

Pierwsze próby utrzymywania fragmentów żywych gruczołów 
dokrewnych poza ustrojem w odpowiednich pożywkach podejmowa
no w celu badania zdolności ich przeżycia, różnicowania s ię  
(G a illa rd , 1965; Prop, 1973; W olff, 1965; Lasnitzky, 1965) 
oraz wzajemnego wpływu np. fragmentów przysadki mózgowej 
lub szyszynki na różnicowanie s ię  jąder samców (Moszkowska, 
1956), względnie wpływu różnych hormonów na ezplanty nabłon
ka pochwy (Koziorowska, 1961). Przegląd ważniejszych tech
nik hodowli narządów lub fragmentów tkanek endokrynnych znaj 
dzie czyte ln ik  w artykułach S . Stokłosowej (1979, 1982).

Wprowadzanie hodowli metodą monolayers, w k tó re j komór
k i uzyskane przez rozproszenie tkanki rosną na podłożu 
szklanym lub plastikowym tworząc cieniutką warstwę, posze
rzyło znacznie możliwości badawcze.

Zainteresowanie hodowlą komórek i  tkanek pochodzących 
z gruczołów dokrewnych datuje s ię  od około 30 la t  równole
g le  z burzliwym rozwojem endokrynologii wiążącym s ię  z oprą 
cowaniem i  wprowadzeniem wspomnianych już metod radioimmuno- 
logicznych oznaczania hormonów. Metody te  ułatw iły oznacze
nie nano-, a nawet pikogramowych i lo ś c i  hormonów bezpośred
nio w pożywkach, w których hodowano odpowiednie komórki 
endokrynne. Komórki takich  gruczołów jak n p .: tarczyca (H il-  
fe r  1973), przysadka mózgowa (Kahn 1973), (C u ttle r  e t a l . ,  
1986), ja jn ik i  (Charming 1969), jądra (B iliń ska  1977), wy
sepki Langerhansa trzu stk i (Z ie g le r , 1975; Moskalewski,
1977) i t p .  okazały s ię  wdzięcznym materiałem dla hodowli 
tkankowej lub komórkowej.

Gruczoły dokrewne, nawet n ajprostsze, mają budowę h is to 
logiczną złożoną z co najmniej dwu typów komórek. Najczę
ś c ie j  są to  komórki w ydzielnicze, tkanka łączna, a także 
mięśnie gładkie tworzące rodzaj rusztowania i  środowiska. 
Innym, bardziej skomplikowanym przykładem je s t  przysadka 
mózgowa lub wysepki Langerhansa tr z u s tk i, których komórki



wytwarzają różne hormony. W badaniach endokrynologicznych 
metodą hodowli tkanek dąży s ię  do wyizolowania ze złożonego 
strukturalnie gruczołu jednego typu komórek wydzielniczych 
a następnie hodowanie ich  oddzielnie lub w tak zwanej kokul- 
turze z innym wyizolowanym typem komórek. Takie hodowle 
umożliwiają badanie fun kcji jednego typu komórek w złożonym 
gruczole dokrewnym oraz badanie in te ra k cji dwu lub więcej 
typów komórek w kokulturach.

Jeden typ komórek można uzyskać mechanicznie lub stosu
jąc trawienie różnymi enzymami, jak: trypsyna, kolagenaza, 
pronaza (Stokłosowa 1982). Gospodarowicz (1975» 1977) stosu
je całe zestawy enzymów dla uzyskania odpowiedniej zawiesi
ny. Wybór enzymu i  jego stężenie zależy od rodzaju tkanki 
poddawanej rozproszeniu. Wartość modelu hodowli izolowanych 
typów komórek je s t  niezaprzeczalna. Szereg złożonych proce
sów zachodzących w niejednorodnych strukturalnie i  czynno
ściowo gruczołach dokrewnych, stanowiących układ bardzo nie
p rzejrzysty , trudno byłoby prześledzić i  rozstrzygnąć. Model 
izolowanych typów komórek pozwala badać poszczególne etapy 
procesu, udział poszczególnych typów komórek w tym procesie, 
sekwencję poszczególnych etapów i t p .  Przykładem może być zna 
lez ien ie  miejsca syntezy żeńskich hormonów płciowych, estro
genów w pęcherzyku jajnikowym św ini. Badania te  przeprowadzo 
no na modelu izolowanych komórek warstwy z ia rn is te j i  osłon
k i wewnętrznej pęcherzyka jajnikowego świni w hodowli tkanko 
wej (Stokłosowa et a l . ,  1982). Hodowle izolowanych wysepek 
Langerhansa trzu stk i dostarczyły wielu danych dotyczących me 
tabolizmu wysepek i  mechanizmu wydzielania insuliny (Anders
son i  Hallestrom 1977).

Model tak i pozwala także badać procesy regu lacji funkcji 
hormonalnej jednego gruczołu przez inny gruczoł. Odbywa się  
to  albo przez dodawanie hormonu gruczołu tropowego do pożyw
k i w której rosną komórki gruczołu docelowego, albo przez ho 
dowie łączące dwa typy komórek (tzn . kokultury komórek regu
lujących i  komórek regulowanych). Przykładem może być kokul- 
tura komórek jajnikowych z komórkami przysadki mózgowej.
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Większość komórek endokrynnych przejawia w hodowli na- 
błonkowaty ep ite lia ln y  typ wzrostu (figu ry: 1 ,2 ,5 ,6 ) .  Zawie
rają one takie w cytoplazmie liczne z ia rn isto śc i lub krople 
lipidowe, w które obfitu ją  zwłaszcza komórki produkujące 
hormony sterydowe, takie jak np. komórki jajnikowe, komórki 
in terstycjaln e jądra, lub komórki kory nadnerczy. Dzięki te 
mu takie komórki łatwo odróżnić od fibroblastów i  innych ko
mórek podścieliska jeszcze przed założeniem hodowli. In tere
sująco wygląda powierzchnia komórek endokrynnych obserwowana 
w mikroskopie scanningowym ( f i g .  7 ) .  Liczne pęcherzyki (tzw. 
blebs) świadczą o czynności wydzielniczej komórki.

W ba łaniach hormonalnych n a jczę śc ie j stosuje się  tzw. 
hodowle pierwotne, cz y li hodowle wyprowadzone bezpośrednio 
z tkanki badanego gruczołu. Hodowle takie mają dużą wartość 
naukową, bowiem komórki endokrynne zachowują się przez co 
najmniej 24 do 48 godzin in v itro  tak samo jak in vivo (Szoł 
tys et a l .  1982). Mamy zatem do czynienia z modelem doświad
czalnym porównywalnym z sytuacją in vivo, a więc z modelem, 
którego nie może spotkać zarzut dostarczania nieprawdziwych 
wyników.

Zawiesina przygotowywana do hodowli powinna zawierać 
dostateczną ilo ś ć  komórek wydzielniczych umożliwiających wy
krycie ich wydzielin dostępnymi współcześnie metodami (B iliń  
ska i  S . Stokłoeowa 1977, S . Stokłosowa 1982, Gregoraszczuk, 
1983). Nie powinna natomiast być zanieczyszczona fib ro b la - 
stami, które mogą hodowle przerosnąć i  zniszczyć. Segregacji 
komórek dokonuje s ię  wykorzystując różnicę ich wielkości 
lub różnicę szybkości przylegania do podłoża. Można też ko
mórki sortować przez wirowanie w różnych gradientach gęsto
ści sacharozy, F ico llu , Percollu i t p .  bądź też umieszczać 
hodowle w pożywkach pozbawionych cysteiny, której brak hamu
je  wybiórczo p ro liferację  fibroblastów . Z własnej praktyki 
wiadomo, że hodowle komórek gonadalnych, wydzielające duże 
i lo ś c i  hormonów sterydowych, nigdy nie przerastają f ib r o - 
blastam i. Widocznie sterydy w znacznym stężeniu sa czynni-
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F i g .  1 - 6



F i g .  7



F ig . 1. Kolonia komórek warstwy z ia r n is te j (granulozy) pę
cherzyka jajnikowego szczura po 4 dniach hodowli. 
Barwione Giemsą.

F ig . 2 . Monolayer komórek warstwy z ia r n is te j z pęcherzyka 
jajnikowego świni po 6 dniach hodowli.
Komórki barwione na aktywność dehydrogenazy 
A-% 3 beta hydroxy sterydowej. (Fischer T .V .,  Kahn 
R.H. In V itro  7 , 201-205 (1972).

F ig . 3* Komórki osłonki wewnętrznej (theca interna) pęche
rzyka jajnikowego świni hodowane przez 4 dn i. Bar
wione Giemsą.

F ig . 4 . Komórki osłonki wewnętrznej pęcherzyka jajnikowego
krowy hodowane przez 9 d n i. Barwione histochemicznie 
na aktywność dehydrogenazy sterydowej (jak  w f i g .  2 ) .

F ig . 5 . Komórki ciałka żółtego świni hodowane przez 4 dni.
Barwione histochem icznie na aktywność dehydrogenazy 
sterydowej (jak w f i g .  2 ) .  F o t .:  E . Gregoraszczuk.

F ig . 6 . Komórki Leydiga jądra myszy po 4 dniach hodowli.
Barwione histochem icznie na aktywność dehydrogenazy 
sterydowej. F o t .:  B . B iliń sk a .

Fig* 7» Powierzchnia komórki ciałka  żółtego widziana w mi
kroskopie scanningowym. Pow. x 15000. F o t. E . Krzysz
to f  owicz
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l x l^ N G  PR O G E ST E R O N U /H O D O W L Ę

Fig. 8. Wydzielanie progesteronu przez hodowane komórki 
warstwy ziarnistej dwini.
x-x -  hodowla kontrolna w. Medium 199 z dodatkiem 

1OK surowicy cielęcej,
-  hodowla w pożywce (jak wyżej) z dodatkiem 

10 ng LH, lub
a -a -  100 ng Ш



kiem hamującym ich pro liferację* Fakt ten należałoby udoku
mentować odnośnym eksperymentem.

Komórki endokrynne rosną w hodowlach pierwotnych bardzo 
dobrze, tworzą, z różną szybkością,jednowarstwowy film  na 
dnie naczynia hodowlanego. Nie wymagają nadzwyczaj złożonych 
pożywek. N ajczęściej hoduje s ię  je  w jednym z rutynowo uży
wanych płynów hodowlanych o określonym składzie chemicznym, 
jak np. pożywka Parkera, zwana Medium 199 lub pożywka 
E a g le 'a .  Pożywki te  wzbogaca s ię  n a jczęście j dodatkiem 
składnika naturalnego, jak np. surowica cie lęca  o różnym 
stężeniu w zależności od wymagań eksperymentu.

Figury 1-6 przedstawiają cztery rodzaje komórek gonadal-  
nych hodowanych metodą monolayers. Komórki takie wydzielają 
w hodowli pierwotnej swoiste hormony przez 3 do в dni. Po 
tym czasie obserwujemy spadek czynności wydzielniczej^ Można 
je  stymulować do lepszego wzrostu oraz wzmożonej lub prze
dłużonej produkcji hormonalnej dodając do pożywki odpowied
n i hormon tropowy. Figura 8 przedstawia zachowanie s ię  trzech 
hodowli pierwotnych komórek warstwy z ia r n is te j pęcherzyka 
jajnikowego w pożywce bez hormonu luteinizującego (Ш ) lub 
w pożywkach z dodatkiem 10 lub 100 ng tego hormonu na ml po
żywki. Miarą działania Ш na komórki w hodowli była ilo ś ć  
wydzielonego przez nie progesteronu. Cechą charakterystycz
ną komórek aterydogennych je s t  obecność w ich cytoplazmie 
enzymu dehydrogenazy Д ,3 beta hydrokay steroidow ej, k tórej 
aktywność można wykazać metodami histochemicznymi (figury 
2 , 4 , 5 , 6 ) .

Hodowle komórek przysadki mózgowej są doskonałym ma
teriałem  do badania re g u la c ji syntezy hormonów przysadko
wych prżeż hormony uwalniające podwzgórza naturalne i  synte
tyczne a także de badania działania różnego rodzaju anta
gonistów na leh funkcje (&lehn, 1986). Ponadto kdffiófti przy
sadki zmienione nowotworowo są Źródłem dużych i lo ś e i  hormo
nów, które mogą być odzyskiwane z pożywek. Zagadnienie te  
będzie bardziej szczegółowo omówione w dalszej części tego 
artykułu.
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Wiele gruczołów dokrewnych funkcjonuje cy k licz n ie , jak 
np. podwzgórze, przysadka, gonady samic, lub tylko w pewnych 
okresach doby, sezonu, czy ty c ia , np. kora nadnerczy, g r a s i
ca , szyszynka, gonady, łożysko czy gruczoł mlekowy. Fakt ten 
należy wziąć pod uwagę z wielką odpowiedzialnością aby wyni
k i hodowli przedstawiały dane pewne i  f iz jo lo g ic z n e . Wiek 
i  d o jrza łość płciowa dawcy tkanek musi być również uwzględ
niona, bowiem niektóre gruczoły u osobników niedojrzałych 
funkcjonują in a cz e j, a przede wszystkim na innym poziomie, 
n iż u osobników dojrzałych lub starzejących s i ę .

Zatem pobierając m ateriał endokrynny do hodowli tkanek 
należy zwracać uwagę na wiek zw ierzęcia, na fazę cyklu p łcio  
wego czy sezonowego, oraz należy pamiętać o tzw. l i f e  span 
c z y li  okresie aktywności hormonalnej danego gruczołu bądź 
ja k ie jś  jego in tegra ln ej c z ę ś c i . J e s t  to  szczególnie ważne 
w odniesieniu do takich  składników gruczołu jak np. przed- 
owulacyjny pęcherzyk ja jn ik a , ciałko  ż ó łte , komórki przysad
k i cyk lu jące j samicy wydzielające gonadotropiny i t p .

HODOWLE KOMOREK ENDOKRYNNYCH JAKO ZRODŁO HORMONOW

Is tn ie je  szereg l i n i i  komórkowych, które w ydzielają w ho 
dowli duże i lo ś c i  hormonów (Tashijan 1977)* W odpowiednich 
warunkach taka "ferma" komórkowa produkuje hormony nie t y l 
ko na skalę laboratoryjną lecz  nawet handlową. Przykładem 
je s t  produkcja szczurzej prolaktyny i  hormonu wzrostu oraz 
m ysiej kortykotropiny (ACTH). I lo ś ć  hormonów uzyskiwanych 
w hodowli dochodzi do 200 mikrogramów na miligram białka na 
24 godziny. Nowe l in ie  komórek produkujących hormony można 
wyprowadzić na drodze transform acji wirusowej lub chemicznej 
normalnych komórek endokrynnych w hodowli pierw otnej. Linię 
produkującą hormon można uzyskać także przez hybrydyzację 
komórek wydzielających dany hormon o ograniczonym potencjale 
wzrostowym z l in ią  c ią g łą  o nieograniczonym potencjale pro-
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liferacyjnym. Rezultatem takiej hybrydyzacji jest nieśmier
telna linia komórkowa szybko rosnąca, produkująca dany hor
mon w sposób ciągły.

Rozwijająca się biotechnologia umożliwia wszczepianie 
genu odpowiedzialnego za syntezą danego hormonu w komórce 
endokrynnej do komórki linii ciągłej szybko proliferującej. 
Poszerzy to na pewno wachlarz "ferm" komórkowych wytwarzają
cych hormony na zamówienie. Oprócz wymienionych wyżej linii 
komórkowych wyhodowano szczepy komórkowe produkujące nano- 
gramowe do mikrogramowych ilości mysiej tyreotropiny i uwal
niającego ją hormonu podwzgórzowego (THH), gonadotropiny 
kosmówkowej oraz somatotropiny łożyskowej.

Istnieją również szczepy komórkowe wywodzące się z nowo
tworów przysadki mózgowej, które produkują duże ilości pro
laktyny i hormonu wzrostu, lub szczepy wywodzące się z no
wotworu kosmówki łożyska produkujące duże ilości gonadotro
piny kosmówkowej. Niektóre z tych linii żyją w hodowlach 
ciągłych, ustawicznie pasażowane, już ponad dziesięć lat bez 
utraty swoistej funkcji i bez objawów starzenia się. Komór
ki takie podwajają swą ilość co dwa dni i produkują hormony, 
które pod wzglądem biologicznym i immunologicznym nie róż
nią się od hormonu naturalnego wydzielanego przez odpowiedni 
gruczoł in vivo. Komórki ciągłej linii hormonalnej przysad-4
k i reagują też  swoiście na hormony d zia ła jące na przysadką 
in wiwo, jak np. TRH, estra d io l i  tyroksyna (Tashijan 1977, 
Khazek 1977).

HODOWLE KOMÓRKOWE W POŻYWKACH BEZ SUROWICY

Do hodowli w iększości komórek endokrynnych w pożywkach 
wzbogacanych dodatkiem surowicy wystarcza dobre podłoże o 
określonym składzie chemicznym, zawierające niezbędne amino
kwasy i  witaminy. Wg Sato i  wsp. (1977) surowica, jako skład
nik pożywki w rutynowo używanym stężeniu 10%, nie je s t  wy-



starczającym  źródłem hormonów, podtrzymującym wzrost komórek 
endokrynnych w hodowli. Ponadto surowica zawiera in h ib itory  
uniemożliwiające rozwój pełnej aktywności niektórych hormo
nów. Dlatego komórki hodowane w pożywce zaw ierającej surowi
cę szybko s ta rz e ją  s ię  lub odróżnicowują i  przesta ją  wydzie
la ć  sw oiste hormony.

Również badania biochemiczne procesów zachodzących w ho
dowanych komórkach endokrynnych wymagają pożywek o .składzie 
jak  najdokładniej określonymchemiaznie. J e e t t o  dalszy 
argument za eliminowaniem surowicy jako składnika pożywki 
o składzie nieokreślonym.

Zastąpienie surowicy samą pożywką o określonym składzie 
chemicznym daje bardzo mizerne efekty  hodowlane, komórki 
bardzo słabo rosną i  przeżywają w hodowli przez k rótk i okres. 
Konieczność znalezienia odpowiednich składników, które za
stąpiłyby surowicę była bodźcem dla podjęcia różnych badań 
w celu wynalezienia pożywek dla szeregu tkanek endokrynnych, 
takich  jak  komórki kory nadnerczy (Simonian e t a l .  1984), 
jądra ja jn ik a  (Orły 1984), gruczołu mlekowego (Stampfer 
1984) i  szeregu l i n i i  komórkowych wyprowadzonych z różnego 
rodzaju nowotworów gruczołów dokrewnych. I  ta k n p . dla ko
mórek kory nadnerczy pożywka bez surowicy powinna zawierać 
fibronektynę, ułatw iającą przyczepianie s ię  komórek do pod
ło ża , czynniki wzrostu: e p ite lia ln y  i  fib rob lastyczn y , insu
l in ę , traneferynę, albuminę bydlęcą oczyszczoną z wolnych 
kwasów tłuszczowych, se le n , witaminy E i  C . Barnes i  Sato 
(1980) zaproponowali pożywkę, która może być użyta także 
w hodowli komórek jajnikowych. J e j  głównymi składnikami 
oprócz pożywki o określonym składzie chemicznym są-zam iast 
surowicy- fibronektyna, transferyna, in su lin a  i  hydrokorti- 
zon. W pożywkach ta k ich , wg wymienionych wyżej autorów, ko
mórki rozw ijają pełnię możliwości wydzielniczych oraz reagu
ją  na czynniki tropowe (ACTH lub FSH) w sposób niczym n ie - 
zahamowany. J e s t  to  jeden z argumentów przemawiających za 
użyciem pożywek bez surowicy. Zaznaczyć jednak trzeba, iż
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tego typu pożywki są znacznie droższe, gdyż wymagają wielu 
składników, które albo trzeba samemu przygotować (np. trans-  
feryn a), albo kupić.

Szereg badań dotyczących sek recji i  stym ulacji tego pro
cesu czy in te ra k cji różnych typów komórek hodowanych we 
wspólnych naczyniach można jednak w dalszym ciągu prowadzić 
w pożywkach uzupełnionych surowicą, z tym że eksperymental
nie trzeba znaleźć najniższe je j  stężen ie , które będzie pod
trzymywało zadowalający wzrost komórek bez is to tn e j in ter
fe re n c ji z ich funkcją. Tę zależność udało nam się  zaobser
wować w hodowlach komórek jajnikowych prowadzonych w Pra
cowni Hodowli Tkanek przy Zakładzie F iz jo lo g ii Zwierząt U J, 
która powstała z przyzwolenia i  poparcia byłego Kierownika 
tego Zakładu P rof, dra Adama Kulczyckiego.

Hodowle tkanek endokrynnych znalazły również szerokie 
zastosowanie w f iz jo lo g i i  rozrodu i  przyczyniły s ię  do roz
strzygnięcia  szeregu problemów związanych z regulacją hormo
nalną fu n kcji jajników i  gonad, miejscem syntezy hormonów 
w jajn ikach , jądrze oraz w komórkach przysadki.

Są również dobrym modelem doświadczalnym w badaniach:
1) biosyntezy hormonów białkowych,
2) procesów wydzielania i  uwalniania hormonu z komórki,
3) mechanizmu działania hormonów na komórkę docelową,

oraz
4) przetwarzania hormonów przez komórkę docelową.
Nie wspominam tu o badaniach dotyczących zaburzeń funk

c j i  hormonalnych,w których hodowle tkanek endokrynnych są 
bardzo ważnym warsztatem pomocniczym.
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Stanisława Stokłosowa

USEFULNESS OF TISSUE CULTURE TECHNIQUE IN ENDOCRINOLOGICAL 
RESEARCH

Summary

The characteristics and function of endocrine cells in 
tissue culture have been discussed. The importance of the 
model of isolated endocrine cell types for research on the 
sites of hormone synthesis, on interaction of particular 
cell types as well as on hormonal regulation of their func
tion has been stressed.

The application of several endocrine cell lines to pro
duction of hormones in tissue culture system has been descri
bed.

At last some information about the serum - free cultures 
which were developed recently, and their application, was 
given.

Станислава Стоилосова
ПРИГОДНОСТЬ МЕТОДА ВЫРАЩИВАНИЯ ТКАНЕЙ В ЭНДОКРИНОЛОГИЧЕСКИХ 
ИССЛЕДОВАНИЯХ

Резвме

В статье представлены свойства и поведение эндокринных 
клеток в разведении тканей. На примере яичника щитовидной 
железы, гипофиза и сыпи Лангерханса поджелудочной железы об
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ращено внимание на пригодность модели изолированных клеток 
железы внутренней секреции в исследованиях между другими: 
места синтеза разных гормонов в железе, интеракции разных ти
пов клеток в этом синтезе, а также регуляции гормональной* фун
кции железы внутренней секреции.

Обсуждено также применение некоторых линий эндокринных 
клеток в продукции гормонов и выращивании тканей* Упоминается 
о модном в наше время выращивания клеток к питательной среды 
без сыворотки и их* значения для некоторых научных исследований.


