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Badania nad wplywem wyciagu tozyska,
sporzadzonego metoda Fitatowa,
na przeszczepialnosé i rozwéj miesaka Crockera
u myszy
Hccnenosauun HaA BAMAHUEM JKHCTPaAKTa NRNALEHTLI

NPUroTOBNEHHOr0 NO MeToay Punarosa HA NPUBNBOYHOCTH
v passurTne capuombl Kpoxepa y mbiwmn

Studies on the influence of placentar extract prepared
according to Filatow’s method on the transinoculation and
growth of Crocker’s tumor in the mouse

Ustalenie scistego zwiazku pomiedzy hormonami pilciowymi
(testosteron, follikulina) a cialami nowotworotwoérczymi wprowa-
dzanymi do ustroju (produkty smolowcowe: benzopiren, antracen)
pozwoli pozna¢ ciala czynne ustrojowe, ktére moga wplywac na
wytwarzanie si¢ nowotworéow. Wplyw czynnikéw zewngtrzpo-
chodnych na powstawanie samoistnych nowotworéw moze miec
dzialanie posrednie, to znaczy, ze wprowadzony czynnik moze
wyzwoli¢ w ustroju wilasciwy bodziec nowotworotwérczy, albo
moze sta¢ sie jednym z czynnikéw utatwiajgcych przemiane no-
wotworowa komérki pod wplywem bodzcow ustrojowych, Mozna
rowniez przyjaé, Ze geneza nowotwordw polega na roznorodnosci
dzialania, i ze w wielu przypadkach czynnik ustrojowy moze miec
decydujgce znaczenie.

Jakkolwiek badania do$wiadczalne przemawiajg za istnieniem
czynnikow nowotworotworczych wywotujacych u zwierzecia wy-
twarzanie nowotworuy, to jednak nie jest ostatecznie ustalone czy
zawsze i czy tylko ten czynnik jest etiologicznie decydujgcym.
W duzej wiekszosci jednak nowotworéow ludzkich nie mozemy
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ustali¢ zadnego ze znanych nam czynnikéw wywotujgcych nowo-
twory, w tych przypadkach wiec powstawanie nowotworu moze
by¢ tlumaczone istnieniem bodzcow blizej nie znanych lub tez
wplywéw dzialajacych sumarycznie wzglednie kumulacyjnie.

Terapia hormonalna nowotworéw zlosliwych byta stosowana
od czasow bardzo dawnych, ale dopiero teraz wkracza na tory
$cistego poznania. Juz w ubieglym stuleciu obserwowano zanik
gruczotu krokowego po trzebieniu. Poézniejsze badania stwierdzi-
ty $Scista lacznosé pomiedzy stanem przedrakowym gruczoitu mle-
kowego, a zwiekszonym wytwarzaniem sie follikuliny. Badania
ostatnich lat natomiast zwrocily uwage na celowos¢ wykluczenia
czynnosci jajnikéw przy raku gruczolu mlekowego, ciaz na do-
datni wplyw trzebienia promieniami Rtg w okresie przerzutéw.
Jednoczesnie dalsze obserwacje nad polepszeniem wyniku lecze-
nia nowotworow uznaly za konieczno$¢ nie tylko hamowanie
czynnosci jajnikoéw, ale takze wykluczenie czynnoéci przysadki, to
znaczy obnizenie czynnosci zrdédet cial gonadotropowych.

Blizsze poznanie udzialu czynnika wewnatrzpochodnego po-
winno rzuci¢ Sswiatlo na zagadnienie w jakim stopniu ustréj moze
wytwarza¢ bodzce nowotworotworcze. Trudno przewidzie¢ jakim
osiggnigciem praktycznym bedg wyniki tych badan, niewatpliwie
jednak prowadza one do poznania czynnika nowotworotworczego
ustroju i posiadaja duze znaczenie teoretyczne, a jednoczesnie
moga by¢ drogowskazem do dalszych badan w tej dziedzinie. Dla-
tego tez poznanie tych zagadnienn, a nawet ich pojedynczych
ogniw posiada duze znaczenie.

Wséréd narzadéw wewnetrznego wydzielania najmniej do-
tychczas zwracalo na siebie uwage lozysko. Czynnosc jego trwa
krotko, obejmuje bowiem okres cigzy, podczas ktorej wlasciwosci
biochemiczne i czynnosci wewnatrzwydzielnicze tozyska sa bar-
dzo zloione. W okresie cigzy zachodzi réwniez scista zalezno$é
1 wspolczynnosé gruczoldw wewnetrznego wydzielania z lozy-
skiem, ktore wytwarza kompleks hormonéw. W drugim i trzecim
miesigcu cigzy lozysko produkuje odpowiednig ilo$¢ hormondéw
jajnikowych (progesteron, estrogen — Ehrhardt), tak, Ze na-
wet obustronne usuniecie jajnikéw w tym okresie nie przerywa
cigzy i przebiega ona normalnie (Waldstein, Nelson,
Arvayiinni). Hormony zatem wydzielane przez lozysko zdaja
sie by¢ identyczne z hormonami jajnikowymi, co zresztg potwier-
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dzaja liczne badania doswiadczalne, przy czym zwracajg uwage,
ze fizjologiczne wlasciwosci lozyska sg rézne u réznych zwierzat.

Wtlasciwosci wydzielnicze tozyska nie ograniczajg sie-tylko do
wytwarzania gonadotropin, estrogendéw i progesteronu, ale takze
produkujg z niesterolowych relaksyne. Badania nad wzmozZona
przemiang stereoidow w okresie cigzy wskazuja, ze lozysko pod
wzgledem aktywnos$ci wydzielniczej nie ustepuje korze nadnerczy.
Aktywnos¢ lozyska jest tak wyrazna, ze nawet otrzvmalto ono
nazwe ,narzgadu korowo-nadnerczowej adaptacji'. Doda¢ nalezy,
Ze gonadotropiny lozyska sa produkowane przez komorki kos-
mowki, Pojawiajg sie one w ustroju kobiecym z chwilg, gdy za-
czyna sig rozwoj kosmowki, znikajg z moczu z chwilg, gdy tozy-
sko po porodzie opuszcza ustréj kobiety. Gonadotropiny zjawiaja
sig¢ we krwi i moczu w okresie cigzy w drugim tygodaniu po owu-
lacji, co pozwala na wczesne rozpoznanie cigzy (Aschheim,
Zondek, Friedman).

ilos¢ hormonéw gonadotropowych ulega stalemu postepujace-
mu zwiekszaniu i osigga najwieksze nasilenie w okresie przedpo-
rodowym, znika natomiast do$¢ gwaltownie po porodzie (Evans,
Zondek i inni). Jak wykazaly badania Aschheima, Zon-
deka, Arona i innych gléwnym narzadem produkujacym te
olbrzymie ilosci gonadotropin, jakie widzi sie w czasie cigzy, jest
lozysko, mimo iz nie moina wykluczy¢ udzialu przysadki
moézgowe]. Olbrzymia aktywnosé fozyska w kierunku wy-
twarzania hormonow gonadotropowych znalazla potwierdzenie
w calym szeregu faktéw, ktore wskazujg, ze po niekompletnym
poronieniu wytwarzanie hormon6w nie ustaje, a guzy tkanek za-
rodkowych (chorionepithelioma) utrzymujag wysoki poziom gona-
dotropiny we krwi. Inne obserwacje stwierdzajg. ze rozrodcze
i przerzutowe czynnosci procesé6w nowotworowych wyrazaja sie
skalg wydzielnicza hormonow. Zniszczenie tkanki nowotworowej
przez zabieg operacyjny lub dzialaniem radu powoduje znikniecie
hormonéw z moczu i krwi. Takze dowodem czynnosci wydzielni-
czej tozyska jest fakt, ze czeSci tozyska i tkanek kosmowki
(z ciagzy pozamacicznej) rosng na pozywkach i wydzielaja hormo-
ny przez okres od 2 do 7 miesigcy. Przytoczone fakty wskazuja
wiec, ze tozysko posiada zastepcza zdolno$¢ wydzielania estrogenu
i progesteronu, a rownoczesnie wzmacnia czynno$ci jajnikow.
Biorac wiec pod uwage wspolnote cech biochemicznych i czyn-
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nos$ciowych jednych i drugich hormonéw gonadotropowych, mozna
przypuszcza¢ istnienie pewnego wplywu hormonéw lozyska na
przebieg proces6w nowotworowych. Opierajac si¢ na tych przy-
puszczeniach podjeliémy prébe badan do$wiadczalnych nad dzia-
laniem wyciggow z tkanek lozyska na przeszczepialnos¢ i rozwoj
nowotworu u myszy.

Material i metodyka badan

Wyciagi z tkanek lozyska myszy wstrzykiwano myszom przed
zaszczepieniem nowotworu. Metoda sporzadzania wyciagu z tka-
nek lozyska stosowana w naszych doswiadczeniach, roznila sig
od zwykle uzywanych metod otrzymywania wyciagow z tkanek
i narzadow, ktére postuguja sie ptynami o silnych wilasnosciach
ekstrakcyjnych, a mianowicie: chloroformem, benzenem, produk-
tami naftowymi, eterowymi i innymi. Przy sporzadzaniu wyciggu
z lozyska myszy zdecydowaliSmy nie uzywac¢ plynow draznigcych
posrednio lub bezposrednio, a zastosowaé¢ jedynie sposéb metody
Filatowa.

Ciezarne myszy, w wieku 90— 110 dni, w drugiej polowie
cigzy, dekapitowano, plody usuwano i z jalowo wypreparowa-
nych lozysk sporzadzano wyciag. Sposdb przygotowania wyciagu
byl nastepujgcy: tkanke lozyska (30 g) przechowywano przez
tydzien w temperaturze 2—4°C, poczym przecierano i rozciencza-
no 10-krotng iloscia wody destylowanej. Zawiesine pozostawiano
przez jedna godzine w temperaturze pokojowej, nastepnie ogrze-
wano na !azni wodnej w temperaturze +70°C przez jedna godzine,
a po przesgczeniu przez bibule filtracyjng ogrzewano w dalszym
ciggu na lazni wodnej w temperaturze +70°C przez jedng godzine.
Te ostatnig czynno$¢ powtarzano przez trzy kolejne dni.

Wyciag z lozyska stosowano w postaci podskornych zastrzy-
kéw, I serii 30 myszy wstrzykiwano wyciag z lozyska w ilosci
0,04 ml, co trzeci dzien. Ogélnie wykonano 15 zastrzykéw. Na 10
dzien po ostatnim zastrzyku transplantowano podskornie w okoli-
ce grzbietowa roztarta tkanke nowotworu miesaka Crockera.
Il serii myszy kontrolnych transplantowano ten sam nowotwor
w tej samej postaci, bez uprzednich wstrzykiwan wyciagu
lozyska.

Do doswiadczen byly uiywane w tej samej ilosci samce
i samice bialych myszek, wlasnej hodowli, nisko rakowe (mniej
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niz 0,5% samoistnych nowotworéw). Materiat do przeszczepien
nowotworu byl pobrany od 4 myszy z nowotworowymi guzami
miesaka Crockera. Maierial! byl przygotowany jednakowo dla obu
grup i przeszczepiany jednoczesnie i w jednakowych ilosciach.

W okresie wstrzykiwan wyciaggow lozyska myszy zachowywa-
ly sie normalnie, przyjmowatly pokarm chetnie i stan ten trwat do
chwili wytworzenia sig u nich guzéw nowotworowych znacznej
wielkosci.

Omoéwienie wynikéw badan i wnioski

Po trzech dobach od chwili przeszczepienia nowotworu obu
grupom myszy doswiadczalnych, w grupie ,tozyskowej" nowotwor
wielkosci ziarna grochu wytworzyt sie u 25 myszy, podczas gdy
w grupie kontrolnej w tym samym dniu stwierdzono gquzki no-
wotworowe zaledwie wyczuwalne tylko u 4 myszek.

Po 10 dobach (tablica, dzien 21.IV) nowotwdr w grupie ,lozys-
kowej"” powieksza sie z dnia na dzien, dochodzac do wielkosci
duzego bobu. W tym okresie w grupie kontrolnej nowotwor pow-
staje jeszcze u 10-ciu myszy, jednak wielko$¢ guzéw u tych myszy
jest znacznie mniejsza (tabl. dz. 2.V).

W dalszym przebiegu do$wiadczenia guzy w grupie ,}ozysko-
wej" rosng bardzo szybko, a na 11 i i5 dzien po przeszczepieniu
dochodzg do wielkosci orzecha wloskiego (tabl. dz. 23—26.IV.),
w grupie kontrolnej natomiast w tym okresie widoczne sa guzki
ledwo wyczuwalne u 10 myszy, a wkrétce jeszcze u 6-ciu, co
lacznie stanowi 20 myszy kontrolnych z guzkami nowotworowy-
mi wielkosci ziarna grochu (tabl. dz. 2.V.). W 15 dniu po prze-
szczepieniu w grupie myszy ,lozyskowych” jedna pada z guzem
wielko$ci jaja kury i drugim mniejszym, a po dalszych 7 dniach
Z tejze grupy padajg nastepne 3 myszki (tabl. dz. 2.V. i 5.V.}. W tym
okresie guzy grupy kontrolnej rosng bardzo powoli i dopiero na
30 dzier po przeszczepieniu dochodzg do wielkosci wisni i bobu.

U myszy ,tozyskowych” guzy nowotworowe rosng w dalszym
ciggu szybko i dochodzg do wielkoéci s$redniego i duzego jaja
kurzego zajmujac niemal cala grzbietowa powierzchnie zwierze-
cia. Okoto 20 dnia od zaszczepienia myszy grupy ,lozyskowej"” za-
czynajg pada¢. Guzy sg duZe i twarde, nie stwierdzocno w nich
rozmigkania i ropienia. U 4 myszy tej grupy zauwazono przerzuty
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do jamy brzusznej, a u kilku innych w miejscu przeszczepu zja-
wilo sie na grzbiecie kilka mniejszych guzkow., . .

W grupie kontrolnej na 30—38 dzien .padlo 2 myszki (tabl
dz. 20. 24 i 26.V., 3.V1). Guzy tych myszek byly znacznie mniej-
sze w poréwnaniu z guzami grupy ,lozyskowej”’, przy caym- byly
one w stanie rozpadu i ropienia, a to pozwalalo przypuszczac, e
bezposrednig przyczyng $mierci moglo by¢ ogdlne zakazenie.

W drugiej potowie doswiadczalnego okresu guzy myszek
Jozyskowych”. byly duze, tkanka nowotworowa twarda i.zbita.
Mimo duzych rozmiaréw w zadnym przypadku nie obserwowano
rozmigkania. Myszy padaly w stanie wielkiego.wyniszczenia, lub
w takim stanie byly dekapitowane. Okres zycia myszy ,.lozysko-
wych"” byl bardzo rdézny, czes¢ ich padla w pierwsze) polowie okre-
su doswiadczalnego, inne przezyly okoto 80 dni od przeszczepienia
nowotworu. . ,

W dalszym przebiegu doswiadczenia odrézniajgcag cecha gru-
py kontrolnej byt powolny rozrost nowotworu i znacznie mniejszy
rozmiar guzéw w zestawieniu z guzami grupy. pierwszej, -ktore
niejednokrotnie zajmowaly, jak wspominalismy, cala powierzchnig
grzbietowa i byly wieksze od zwierzecia. Wszystkie guzy grupy
kontrolnej cechowal wczesny rozpad tkanki nowotworowej i ro-
pienie. Okres zycia myszy grupy kontrolnej byl dluzszy. Najwie-
cej myszek padlo pomiedzy 100—120 dniem, a ostatnie dekapito-
wano w 180 dniu od przeszczepienia nowotworu.

W przeprowadzonych doswiadczeniach zwraca uwage wyraz-
na roéznica sil przeszczepialnosci nowotworéw w obu grupach:
na 30 myszy w grupie ,lozyskowej” nowotwoér przyjal sie u 25,
w grupie kontrolnej na te samag ilos¢ nowotwdr powstal z duzym
opdznieniem u 20. Nalezy watpi¢ czy te roznice przy tych samych
warunkach do$wiadczainych i tym samym materiale przeszczepia-
nym mozna zaliczyé tylko do wynikow przypadkowych. W grupie
kontrolnej w zadnym przypadku nie stwierdzono przerzutow no-
wotworowych i zmian w jamie brzusznej w postaci pltynu krwi-
stego.

Obserwacje nasze wyraznie wskazujg zatem na dodatni wplyw
zastrzykéw wyciagu lozyska na sile przeszczepialnosci i rozwdj
miesaka Crockera. W naszym doswiadczeniu zwraca takze uwage
szybkoéé wzrostu nowotworu w grupie ,tozyskowej”. Po dwoch ty-
godniach u 25 myszy tej grupy nowotwoér dochodzit do wielko-
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wprowadzone do ustroju w nadmiernej ilodci ustroj staje sie wraz-
liwy na wszelkie bodzce nowotworotworcze.

Te nabytg wrazliwo$¢ prawdopodobnie wywolalismy w na-
szych doswiadczeniach wprowadzajac wyciag z lozyska obfitujacy
w czynne hormony. Powsta¢ wiec moze pytanie: czy nasze obser-
wacje nad dzialaniem wyciagu z lozyska na nowotwoér moga
laczyé sie z procesami biochemicznymi zachodzacymi u czlowieka
w chorobie nowotworowej.

Ustréj wytwarza w swych tkankach substancje nowotworo-
tworcze w postaci cholesterolu oraz pokrewnych zwiagzkéw, jak
np. kwasu cholowego, follikuliny, testosteronu. Zwigzki te sg
prawdopodobnie cze$ciowo wydzielane z ustroju, czesciowo ule-
gaja rozlozeniu na zwiazki prostsze, po przejsciu przez szereg
zwiazkow posrednich. Moina przypuszczaé, ze jesli wytwarza sie
nadmiar tych zwigzkéw w ustroju, fizjologiczna ich koncentracja
moze sta¢ sie wystarczajgca do wywolania nowotworowego prze-
obrazenia komodrek wrazliwych na ich dziatanie.

Z'nany jest szereg bodicéw wyzwalajacych nowotwory, brak
jednak znajomosci przebiegu bhiochemicznych proceséw prowa-
dzacych do wystepowania nadmiernej ilosci substancji nowotwo-
rotwérczych wywolujacych nadwrazliwo$é tkanek na schorzenia
nowotworowe,

Poznanie tych proces6w ma zasadnicze znaczenie. Wyniki
naszego doswiadczenia rzucajg $wiatto na to zagadnienie.

Czy substancje hormonalne wytwarzajgce sie okresowo
w ustroju kobiety sg calkowicie wydzielane, czy zostajg one prze-
ksztalcone w inne pochodne zwigzki, w jakiej ilo$ci ‘moga one
pozostawa¢ w ustroju, czy moga by¢ kumulowane, czy wreszcie
moga one mie¢ wplyw na stany predyspozycyjne w przeksztalca-
niu sie tkanek w nowotwory, sg to zagadnienia dla badan przy-
sztych.
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PE3I0OME

AsTOp MCCTIeAoBal BAMAHUE BBITAKKU IIIALEHTH O€JIbLIX MBI-
i1eif, npuroToBaennoit MerogoM OuaaTosa Ha NPUBUBKY M Pa3BUTHE
capkoMbl Crocker’a. lcciegoBaHua aBropa IOKA3HIBAIOT, 9TO BRI
TAKKa INIaLeHTH YBEIUYMBAeT IPUBMBKY M pa3BUTHE HOBOOOpaso-
BAaHWA Y MbIluleil ¥ NpUAaeT OlyXOoiM HECKOIBKO UHOH Xapaxrep.

WcenenoBanusa aBTopa MMEIOT TaK:Ke M 3TO 3HAuYeHHe, UTO OH mep-
BBIl NPUMETHJI NMPUTOTOBJIEHHE TKAaHEeBOil BBITAMKM MetomoM D uia-
TOBA KK AKTHUBHOro cy6cTpakTa.

SUMMARY

The author's investigations concern the influence of placentar
extract prepared by the method of Filatow on the transinocu-
lation and developement of Crocker's tumor (Crocker's sarcoma)
in the mouse.

These researches showed an increase of the transinoculative
strength and of the growth of this type of tumor in comparison
with the control group.

The author's results of investigations should be taken under
consideration because of the fact of applying cancerogenes prepa-
rations for the first time by Filato w' s method.
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