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ΔΕΛΤΙΟΝ ΤΗΣ ΕΛΛ. Κ.ΤΗΝ. ΕΤΑΙΡΕΙΑΣ, 1978, Τ. 29, τ Ι 

ΚΑΛΛΙΕΡΓΕΙΑ ΑΔΕΝΩΜΑΤΟΣ ΥΠΟΦΥΣΕΩΣ ΑΝΘΡΩΠΟΥ IN VITRO 
ΚΑΙ ΜΕΛΕΤΗ ΠΑΡΑΓΩΓΗΣ ΑΥΞΗΤΙΚΗΣ ΟΡΜΟΝΗΣ 

Ύπο 

ΣΤΟΦΟΡΟΥ Ε* ΜΠΑΤΡΙΝΟΥ Μ** ΠΙΤΟΥΛΗ Σ** ΜΕΝΕΓΑΤΟΥ Ι* 
ΜΑΣΤΡΟΓΙΑΝΝΗ Μ*** ΖΩΛΟΥ Α* ΑΞΙΩΤΗ, Ι.*** 

CULTURE IN VITRO OF HUMAN PITUITARY GLAND ADENOMA AND STUDY ON 
THE PRODUCTION OF GROWTH HORMONE 

By 

STOFOROS E., BATRINOS M., PITOULIS S., MENEGATOS I., MASTROYIANNI M. 
ZOLOS Α., AXIOTIS I. 

S U M M A R Y 

The Authors present the result of a case of culture in vitro of Human Pituitary gland adeno­
ma by the application of the organ and monolayer tissue culture. It is also presented that the 
above mentioned cells is possible to product growth hormone continiously up to a certain quanti­
ty (units). 

Επειδή φρονοϋμεν δτι ή αυξητική ορμόνη θα διαδραματίση Εναν από τους βασικούς παρά­
γοντας της μελλοντικής Ζωοτεχνίας και επειδή είναι δύσκολος ή άπομόνωσις, ή τιτλοποίησις, 
ή μέτρησις και ή συνεχής παραγωγή της, προέβημεν είς τήν καλλιέργειαν IN VITRO αδενώμα­
τος ύποφύσεως άνθρωπου (Hwang κ.δ. 1971). 

ΥΛΙΚΑ ΚΑΙ ΜΕΘΟΔΟΙ 

Τεμάχια αδενώματος: Ταύτα προήρχοντο έξ αδενώματος ύποφύσεως άνθρωπου αφαιρεθέν­
τος δια θεραπευτικούς σκοπούς έξ ασθενούς είς τό Νοσοκομεϊον Άγ. Σάββας 'Αθηνών. Ή α­
σθενής παρουσίαζεν δλα τα χαρακτηριστικά γνωρίσματα της μεγαλακρίας, ή δέ νόσος είχε δια­
πιστωθεί και έργαστηριακώς. 

* Έργαστήριον 'Ανατομίας και Φυσιολογίας τών 'Αγροτικών Ζώων τής 'Ανωτάτης Γεωπονι­
κής Σχολής 'Αθηνών. 
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** Έργαστήριον Πειραματικής Φαρμακολογίας τής. 'Ιατρικής Σχ. 'Αθηνών. 

Experimental Pharmacology Laboratory. Medical School of Athens. 
*** Έργαστήριον 'Ιών τοΰ Ίνσ. Λοιμωδών Νόσων τοΰ Ύπ. Γεωργίας. 

Veterinary Institute of Infectious and Parasitic Deseases. Virus Lab. Athens. 
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Έκ των προεγχειρητικών μετρήσεων κατεδείχθη δτι ή αυξητική ορμόνη εύρίσκετο είς επί­
πεδα αδενώματος, ένώ αί υπόλοιποι είχον τιμάς φυσιολογικός ή ήλαττωμένας. 

"Άμα τή αφαιρέσει τοΟ αδενώματος τα τεμάχια τούτου ετέθησαν εντός θρεπτικού ύλικοΰ 
Hank's (ρ.Η. 7,4) μετ' αντιβιοτικών άνευ όροο και πάραυτα προσεκομίσθησαν είς τό Έργαστή-
ριον Ίων. 

Τα τεμάχια μετά άπό επανειλημμένος πλύσεις δια Hank's έτεμαχίσθησαν είς μικρότερα 
τοιαύτα μήκους 1mm περίπου. Ώρισμένα έξ αυτών ετέθησαν αυτούσια είς τριβλία Petri ύπό έ-
πώασιν είς κλίβανον μετ' ατμοσφαίρας C0 2 (10%). Ώς ύλικόν αναπτύξεως έχρησιμοποιήθη τό 
Μ.Ε.Μ. μετά 10% ορού εμβρύου μόσχου. Ή ποσότης τοΰ θρεπτικού υλικού ήτο ελαχίστη, ήτο 
δέ τοιαύτη ώστε να μήν καλύπτη παντελώς τά τεμάχια, επειδή δέ - λόγω τής θερμοκρασίας τοΰ 
κλιβάνου - ή ποσότης αύτη τοΰ ύλικοΰ έξατμίζετο, προσετίθεντο άνά τρίωρον όλίγαι σταγόνες 
θρεπτικοΰ ύλικοΰ, Γνα τά τεμάχια διαβρέχονται συνεχώς. 

Τά υπόλοιπα τεμάχια έκαλλιεργήθησαν κατά τήν μέθοδον τών (Dulbecco καί Vogt 1954) 
τροποποιηθείσης ύπό τοΰ (Youngner 1954) είς μονοκυτταρικήν στιβάδα καί ετέθησαν είς φιά-
λας Kolle τοποθετηθείσας είς κλίβανον 37°C άνευ ατμοσφαίρας C02. 

Ώς θρεπτικόν ύλικόν αναπτύξεως δια τά ούτω παρασκευασθέντα κύτταρα έχρησιμοποιήθη 
τό MEM (ώς ανωτέρω) μετά 10% όρου μόσχου. 

Δι' αύτοΰ τοΰ τρόπου παρεσκευάσθησαν δύο τύποι κυτταροκαλλιεργειών ήτοι τών τεμαχι-
δίων (Α) καί τής μονοκυτταρικής στιβάδος (Β). 

"Απασαι αί ανωτέρω κυτταροκαλλιέργειαι παρηκολουθοΰντο μικροσκοπικώς καθ' έκάστην. 
Τά τεμαχίδια διετή ρήθησαν περίπου έπί 15 ημέρας, άνά 4ήμερον τους έγένετο αλλαγή τοΰ 

θρεπτικοΰ ύλικοΰ καί προσετίθετο νέον τοιούτον, τό όποιον όμως έκάλυπτε πλέον παντελώς τά 
τεμάχια. Ώς κριτή ριον αλλαγής τοΰ θρεπτικοΰ ύλικοΰ ήτο ή αλλαγή τοΰ ρ.Η. τοΰ ύλικοΰ. 

Κατά τήν μικροσκοπικήν έξέτασιν τούτων - ήτις έγένετο δις τήν ήμέραν - παρετηρήθη έν­
τονος πολλαπλασιασμός, πέριξ δέ τών τεμαχιδίων άπό τήν πρώτην ήμέραν ήρχισεν αναπτυσσό­
μενος ό Ιστός στηρίξεως ύπό μορφήν μεδούσης κατά δέ τήν δευτέραν ήμέραν είχεν πλήρως κα-
λυφθή ή επιφάνεια τοΰ τριβλίου. 

Τά κύτταρα ένεφάνιζον άτρακτοειδή μορφήν. 
Μετά 15θήμερον παρακολούθησιν τών ανωτέρω κυττάρων, προέβημεν είς τήν θρυψίνισιν 

τούτων, κατόπιν δέ επανειλημμένων πλύσεων των δια Hank's (ρ.Η 7,4) καί φυγοκεντρήσεως 
των ετέθησαν είς φιάλας Brockway είς μονοκυ,τταρικήν στιβάδα. 

Μετά 5θήμερον έκάλυψαν πλήρως τήν έπιφάνειαν τών φιαλών. Έν συνεχεία τους έγένοντο 
2 είσέτι δίοδοι, ώς θρεπτικόν δέ ύλικόν δι' δλας τάς διόδους έχρησιμοποιήθη τό MEM* μετά 
10% όρου εμβρύου μόσχου. 

Ώς προς τά κύτταρα τοΰ αδενώματος άτινα είχον ληφθή απαρχής είς μονοκυτταρικήν στι­
βάδα, έγένοντο καί είς αυτά 4 δίοδοι. 

Κατά τήν μικροσκοπικήν έξέτασιν άπασών τών φιαλών τών περιεχουσών τά κύτταρα είς 
μονοκυτταρικήν στιβάδα, διεπιστώσαμεν τήν ΰπαρξιν - πάντοτε μικροσκοπικώς - τριών είδών 
κυττάρων διαφερόντων μεταξύ των. Γενικώς τά κύτταρα ήσαν στρογγυλά καί διαυγή. Ώς προς 
τήν διαθλαστικότητα παρετηρήθη ότι ώρισμένα έξ αυτών ήσαν φωτεινότερα τών άλλων, επίσης 
παρετηρήθη δτι τό μέγεθος καί ή μορφή τών κυττάρων ήτο διάφορος τών άλλων. 

'Απασαι αί κυτταροκαλλιέργειαι διετηρήθησαν ζώσαι έπί 33 ημέρας. Μετά ταΰτα καί κατά 
τήν άπόπειραν 5ης διόδου υπέστησαν εργαστηριακή ν μόλυνσιν καί κατεστράφησαν. 

Κατά τήν περίοδον καθ' ήν τά κύτταρα ήσαν ζώντα είς τάς φιάλας, ώρισμέναι έξ αυτών έ-
νωφθαλμίσθησαν δι' έκλυτικών παραγόντων υποθαλάμου έπίμυος. Οί έκλυτικοί ούτοι παράγον­
τες (πεπτίδια) ελήφθησαν ώς κατωτέρω: 

Δοκιμαστικώς καί επειδή έστερούμεθα σωματοστατίνης έχρησιμοιήσαμεν εκχυλίσματα ύπο-
θαλαμικών περιοχών έπιμυών άρτι άποκεφαλισθέντων. Ταύτα έτοποθετήθησαν είς όμογενοποιη-
τικόν σωλήνα περιέχοντα HCL 2Ν. Οί υποθάλαμοι άφοΰ όμογενοποιήθησαν πλήρως έφυγοκεν-
τρήθησαν έπί 20' είς τάς 3.000 στροφάς άνά λεπτόν. Έν συνεχεία ελήφθη τό ύπερκείμενον τό 
όποιον έξουδετερώθη είς ρ.Η. 7,2, έξ αύτοΰ ένωφθαλμίσθησαν ώρισμέναι φιάλαι κυτταροκαλ-

* Minimum Eagle medium. 
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λιεργειών ύποφύσεως καί δια ποσότητας 0,5 ml/άνά φιάλην. Και δντος απεδείχθη μείωσις πα­
ραγωγής της αυξητικής ορμόνης (3ον δείγμα). 

Είς τακτά διαστήματα έλαμβάνετο ποσότης (2 ml) έξ έκαστης φιάλης έκ τοΰ υπερκειμένου 
ύλικοΰ των κυτταροκαλλιεργειών. Τό υλικό τοοτο ετίθετο πάραυτα είς τους -30°C καί άφοΰ συ-
νεκεντρώθησαν δλα τα υλικά έξ όλων των δειγματοληψιών έγένετο ή άνίχνευσις καί αί μετρή­
σεις τής αυξητικής ορμόνης ώς κατωτέρω. 

Ή αυξητική ορμόνη έμετρήθη δια ραδιοανοσολογικής μεθόδου ή οποία χρησιμοποιεί σεση­
μασμένη ν δι' 1-125 άνθρώπειον αυξητική ν όρμόνην, είδικόν αντίσωμα άντανθρωπείου αυξητι­
κής ορμόνης (HGH) καί δεύτερον αντίσωμα παρασκευασθέν είς πρόβατον". 

Ή Ίωδίωσις τής αυξητικής ορμόνης έγένετο δια τής μεθόδου τής Chloramin Τ, (Hunter -
Greenwood 1964). Ή ίωδιωθεΐσα ορμόνη καθαρίζεται χρωματογραφικώς έπί στήλης Sephadex 
G 75. 

Ό ραδιοανοσολογικός προσδιορισμός έγένετο εντός σωλήνων έκ πολυστερενίου είς τους ο­
ποίους προσετέθησαν κατά σειράν 100ml υπερκειμένου ύγροΰ των καλλιεργειών άραιωθέντος 
διά ρυθμιστικού" διαλύματος 1:10, ή σειράς άραιώσεως προτύπου HGH 100 ml αντισώματος είς 
άραίωσιν 1:120.000 καί 200ml ρυθμιστικού διαλύματος μετ' άνάδευσιν καί έπώασιν έπί 6ωρον 
είς θερμοκρασίαν δωματίου, προστίθεται ποσότης σεσημασμένης ορμόνης (0,015 μ. Cij1 2 5 100 
ml.). 

Τό δεύτερον αντίσωμα, ορός προβάτου άντι-σφαιρίνης κονίκλου παρεσκευάσθη είς τό κτη-
νοτροφεΐον τής Α.Γ.Σ.Α. ύπό τοο Εργαστηρίου 'Ανατομίας καί Φυσιολογίας τών Αγροτικών 
Ζώων τής ανωτέρω Σχολής τή συνεργασία του Εργαστηρίου Πειραματικής Φαρμακολογίας 
τής 'Ιατρικής Σχολής τοο Πανεπιστημίου 'Αθηνών. 

Επακολουθεί έπώασις έπί 21 ώρας είς θερμοκρασίαν δωματίου οπότε προστίθεται τό δεύτε­
ρον αντίσωμα παρουσία 1% όρου κονίκλου. Μετά έπώασιν 24 ωρών είς θερμοκρασίαν δωμα­
τίου αποχωρίζεται διά φυγοκεντρήσεως ή συνδεδεμένη έπί τοΰ αντισώματος ραδιενεργός ορμό­
νη άπό τής ελευθέρας καί μετράται ή ακτινοβολία των είς μετρητήν γ ακτινοβολίας (Weel - ty­
pe). 

Τό είδικόν αντί - HGH καί ή προς ίωδίωσιν HGH έχορηγήθησαν παρά τοΰ ΝΙΗ (National 
Inst, of Health) ή δέ πρότυπος ορμόνη παρά τοΰ MRC (Medical Research Council) τής M. 
Βρεττανίας. 

Έγένοντο έξ (6) δειγματοληψίας τα δείγματα ελήφθησαν τήν 3ην ήμέραν καί τήν 5ην ήμέ-
ραν τής πρώτης διόδου τών κυττάρων, ένώ τα υπόλοιπα δείγματα ελήφθησαν έκ μιας έκαστης 
διόδου πλην τής 4ης κατά τήν οποίαν δίοδον ελήφθησαν δύο δείγματα είς διάστημα 24 ωρών. 

Τά δείγματα ελαμβάνοντο μόνον δταν ύπήρχεν πλήρες ταπήτιον είς τάς φιάλας. 
Κατά τήν δευτέραν κυτταρικήν δίοδον καί 24 ώρας προ τής λήψεως τοΰ τρίτου δείγματος 

έναχρθαλμίσθησαν αύται διά τών έκλυτικών παραγόντων τοΰ υποθαλάμου ώς αναφέρεται ανωτέ­
ρω. 

ΑΠΟΤΕΛΕΣΜΑΤΑ 

Αί τιμαί τής αυξητικής ορμόνης αΓτινες ευρέθησαν είς το ύπερκείμενον ύ-
λικόν τών δύο τύπων κυτταροκαλλιεργειών είναι αί κάτωθι: 

Ιον Ύλικον κυττάρων προερχομένον έκ τεμαχίων (Α). 

1ης διόδου 
1ης διόδου 
2ας διόδου 
3ης διόδου 
4ης διόδου 
4ης διόδου 

Ιον δείγμα 
2ον δείγμα 
3ον δείγμα 
4ον δείγμα 
5ον δείγμα 
6ον δείγμα 

23 
19,5 
11,5 
lg 
24 
21 

μυοπι3 

μυοιτι3 

μυαπ3 

μυοπι3 

μυοπι3 

μϋςιπ 3 
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2ον Ύλικον κυττάρων τεθέντων άπ' αρχής είς μονοκυτταρικήν στιβάδα. 

1ης διόδου 
1ης διόδου 
2ας διόδου 
3ης διόδου 
4ης διόδου 
4ης διόδου 

Ιον δείγμα 
2ον δείγμα 
3ον δείγμα 
4ον δείγμα 
5ον δείγμα 
6ον δείγμα 

20 
18 
16,5 
25 
25 

8,8 

μυοπι3 

μυοιπ3 

μ υ α η 3 

μυοπι3 

μυςπι3 

μ ϋ α η 3 

(Τά κύτταρα κατά τήν ήμέραν λήψεως τοΰ 6ου δείγματος ήσαν μεμολυ-
σμένα). Έγένετο επίσης μέτρησις δια τυχόν ύπαρξιν αυξητικής ορμόνης είς 
τό χρησιμοποιηθεν είς τάς κυτταροκαλλιεργείας θρεπτικόν ύλικόν, δεδομένου 
δτι τό ανωτέρω ύλικόν περιεΐχεν όρόν μόσχου. Κατ' αυτήν, διεπιστώθη δτι ή 
τιμή ήτο μικρότερα τοΰ 0.2 μυ/cm3. 

ΣΥΖΗΤΗΕΙΣ 

Έκ των ανωτέρω εκτεθέντων προέκυψεν δτι είναι δυνατή ή καλλιέργεια α­
δενώματος ύποφύσεως άνθρωπου in vitro τόσον δια τής παρασκευής κυτταρο-
καλλιεργειών είς μονοκυτταρικήν στιβάδα, δσον και δια τής μεθόδου των τε-
μαχιδίων είς άτμοσφαίραν (κλιβάνου) C02. 

Κατά τον χρόνον τής καλλιεργείας, διεπιστώθη δτι τά κύτταρα τοΰ αδενώ­
ματος δέν άπόλλυνται τήν όρμονοεκκριτικήν των ίδιότητα. Επίσης παρετηρή-
σαμεν δτι τά κύτταρα μετά τήν δευτέραν δίοδον και εντός 24 - 36 ωρών δύ­
νανται να σχηματίζουν πλήρες ταπήτιον δπερ αποδεικνύει, άφ' ενός μέν τον 
εντονον πολλαπλασιασμόν των κυττάρων και άφ' έτερου δτι ταύτα έχουσι τήν 
δυνατότητα να προσκολλώνται είς τον πυθμένα τών φιαλών. 

Παρ' δλον δτι άνεύρομεν μικροσκοπικώς τρεις κατηγορίας κυττάρων είς 
τάς Ιστοκαλλιέργειας, (άπό απόψεως μεγέθους καί μορφολογίας), έν τούτοις 
δέν άνεζητήσαμεν έαν παράγουν τά κύτταρα ταύτα δλλας όρμόνας. Καί τούτο 
διότι κατά τήν έξαγωγήν τοο αδενώματος έκ τής ασθενούς ώρισμένα τεμάχια, 
έκτος εκείνων τά όποια έχρησιμοποιήθησαν ύφ' ημών δια τάς Ιστοκαλλιέρ­
γειας, έπωάσθησαν είς κλίβανον έπΐ 4ωρον είς Ringer (ρ.Η. 7,6) καί είς τους 
37°C και είς άτμοσφαίραν περιέχουσαν 95% Ο καί 5% CO2. 

Κατά τάς γενομένας μετρήσεις μετά τήν ανωτέρω έπώασιν τών τεμαχιδίων 
διεπιστώθη δτι τά κύτταρα τοΰ αδενώματος παρήγαγον μόνον αύξητικήν ορ­
μόνη ν (Labhart 1974). 

Al άναζητηθεΐσαι όρμόναι FSH, LH, προλακτίνη καί TSH εϊχον τιμάς κά­
τωθεν τών ορίων μετρήσεως δια τοο ραδιοανοσοβιολογικοϋ προσδιορισμού 
(FSH, LH καί προλακτίνη εϊχον τιμάς < 0,15 m.i.K /ml, ένώ δια τήν TSH ευ­
ρέθη τιμή < 0,15 μ.ι.κ,/ml). 

Επίσης αποδεικνύεται - έκ τών ημετέρων ευρημάτων - δτι ή παραγωγή 
τής αυξητικής ορμόνης ύπό κυττάρων αδενώματος ύποφύσεως άνθρωπου - τε-
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θέντα έν προκειμένφ είς καλλιέργειαν in vitro - είναι αυτόνομος καί δέν επη­
ρεάζεται ώς έπεσημάνθη καί in vivo (Lawrwence κ.ά. 1971. Cassano κ.ά. 
1977) ύπό τοΰ υποθαλάμου. 

Ai χρησιμοποιηθεισαι κυτταροκαλλιέργειαι αϊτινες ένοφθαλμίσθησαν δι' ύ-
ποθαλαμικών εκχυλισμάτων έπιμυών, έμείωσαν (3ον δείγμα) τήν παραγωγήν 
της αυξητικής ορμόνης καί δή μόνον είς αυτήν τήν δίοδον. Είτα ή παραγωγή 
αυξητικής ορμόνης ύπό των κυτταροκαλλιεργειών των άλλων διόδων έπανήλ-
θεν περίπου είς τά αρχικά επίπεδα. 

Ή ερμηνεία τοϋ ανωτέρω φαινομένου δέν είναι δυνατή συνεπεία του μή 
καθορισμού των χρησιμοποιηθέντων ύποθαλαμικών παραγόντων. 

Επίσης κατεδείχθη δτι αϊ τιμαί της αυξητικής ορμόνης δέν παρουσίασαν 
σημαντικάς διακυμάνσεις, δπερ αποδεικνύει δτι τά κύτταρα ταύτα έχουν ώρι-
σμένην Ικανότητα κορεσμού. 

ΣΥΜΠΕΡΑΣΜΑ 

Κατεδείχθη δτι: 
Ιον) Είναι δυνατή ή καλλιέργεια αδενώματος ύποφύσεως άνθρωπου παρά­

γοντος αύξητικήν όρμόνην in vitro καί δτι τά κύτταρα τούτου διατηρούν τήν 
λειτουργικήν των Ικανότητα ώς προς τήν παραγωγήν αυξητικής ορμόνης του­
λάχιστον έπί 33 ημέρας (τόσον διήρκεσεν ή παρατήρησίς μας). 

2ον) Ότι ταύτα λειτουργούν ανεξάρτητα άπό τήν έπίδρασιν του έκλυτικοΰ 
ύποθαλαμικοΰ παράγοντος. 

3ον) Ότι αί τιμαί τής αυξητικής ορμόνης τής παραχθείσης είς κυτταρο-
καλλιεργείας, δέν παρουσιάζουν σημαντικός διαφοράς άπό δίοδον είς δίοδον. 

4ον) Ότι τά κύτταρα ταύτα έχουν μίαν ώρισμένην Ικανότητα παραγωγής 
(κορεσμού). 

5ον) Ότι έκ των αποτελεσμάτων παρέχεται ή δυνατότης παραγωγής αυξη­
τικής ορμόνης μέ μηδαμινόν κόστος. 

ΠΕΡΙΑΗΨΙΣ 

Αναφέρονται τά αποτελέσματα καλλιέργειας in vitro αδενώματος ύποφύ­
σεως άνθρωπου τόσον δια τής μεθόδου τών τεμαχίων δσον καί διά τής μεθό­
δου είς μονοκυτταρικήν στιβάδα. 

Ωσαύτως αναφέρονται δτι τά ανωτέρω κύτταρα δύνανται νά παράγουν 
συνεχώς αύξητικήν όρμόνην καί δτι παρουσιάζουν Ικανότητα κορεσμού. 
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