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Wplyw testosteronu na odezyny histochemiczne gonad kurczat
w okresie embrionalnym

Bausnue TecTocTepoOHA HA TMCTOXMMMYECKME PEAKUMM IOHAL UbINJIAT
B 3MOpUMOHANIbHBI NEepHox

The Influence of Testosterone on Histochemical Reaction of Chicken Gonads
in Embryonic Period

-

Okres embrionalny charakteryzuje sie duza wrazliwoscig gruczoldw plciowych
na dzialanie hormonéw sterydowych (7, 11, 12, 13). Wplyw ich dotyczy zardéwno
komoérek somatycznych, jak i plciowych gruczolu. Dzialanie hormonu na komérke
jest bardzo specyficzne i zalezy od wielu czynnikéw, miedzy innymi od okresu,
w ktérym hormon jest podawany i moie w réiny sposéb wplywaé na rozwédj go-
nad (6). Wykazano, ze testosteron wstrzykniety zygocie samczej wywiera wplyw
na rozw6j gonady prowadzgc jedynie do zmniejszenia wielkosei jader (testis). Nato-
miast u zygoty samiczej powoduje czesto degeneracje gonady, a nawet przeksztal-
cenie jej w jadro (14). Pojawily sie prace dotyczace wplywu androgendéw i estro-
gendw na rozwdj plei zarodka (1, 2).

Badania podjete przez nas maja na celu wykazanie zmian histoche-
micznych i morfologicznych w gonadach zarodkéw kurzych, otrzymuja-
cych testosteron w drugim lub siédmym dniu rozwoju.

MATERIAL I METODYKA BADAN

Doswiadczenie wykonano na 200 zarodkach kurzych rasy Brojler, otrzymanych
z Wylegarni Drobiu w Lublinie. Wylag kurczat przeprowadzano w termostacie
w temp. 37—38°C przy odpowiedniej wilgolnosci powietrza. W drugiej i si6dmej
dobie inkubacji zarodkom podawano jednérazowo testosteron (Testosteronum pro-
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pionatum, prod. Jeleniogdrskich Zakladéw Farmaceutycznych ,,Polfa”) metoda do-
z6itkowa (8) w ilosci 0,03 ml w stez. 300 v.

Grupe A stanowily zarodki otrzymujace testosteron w drugim dniu rozwoju,
Grupe B — zarodki otrzymujgce hormon w siédmym dniu rozwoju. Grupa I kon-
trolna otrzymywala w takiej samej ilosci rozpuszczalnik, tj. oliwe z oliwek, grupa I1
kontrolna stanowila tzw. kontrole ,,czysta” (nie podawano zadnej substancji).

W dniu wylegu kurczeta dekapitowano i pobierano gonady: jadra lub jajniki.
Na otrzymanym materiale, po uprzednim utrwaleniu w 10% formalinie lub plynie
Bakera, przeprowadzano nastepujgce reakcje histochemiczne: 1) reakcje na aktyw-
nos¢ dehydrogenazy 3-B-hydroksysterydowej wg G abe (4), 2) reakcje z sudanem III
wg Daddiego, 3) reakcje PAS wg McManusa, 4) reakcje Bracheia, 5) barwienie
hematoksyling i eozyng oraz 8) barwienie histologiczne wg metody von Giesona.

WYNIKI BADAN

J gdra. W czasie przeprowadzania eksperymentu zwrécono uwage, ie
odczyny na aktywnos¢ dehydrogenazy 3-f-hydroksysterydowej w jadrach
zarodkéw kurczat grupy kontrolnej byly wysokie (ryc. 1), natomiast po
podaniu testosteronu nastgpilo obnizenie aktywnosci enzymu, ale tylko
u zarodkow, ktore otrzymywaty hormon w drugim dniu rozwoju (ryc. 2).
Testosteron podawany w siédmym dniu rozwoju zarodka powodowat mi-
nimalne zmiany w aktywnosci dehydrogenazy 3-f-hydroksysterydowej
w jadrach w poréwnaniu z grupg kontrolng (ryc. 3). '

Reakcja PAS na mukopolisacharydy wykazywata wzrost odczynu w j3-
drach zarodkéw otrzymujacych testosteron, zaréwno w drugim, jak i w
si6dmym dniu rozwoju w poréwnaniu z kontrolg (ryc. 4). Podobnie reak-
cja na kwasy nukleinowe wg Bracheta w jadrach zarodkéw kurczat po
poedaniu hormonu byla intensywniejsza niz w kontroli.

Thuszeze barwione sudanem III w grupie kontrolnej ,,czystej” wyste-
powaly w jadrach zarodkéw w postaci pomaranczowych kropel w tkance
lgcznej miedzy kanalikami jadra oraz w torebce narzadu (ryc. 5). Kontro-
la ,,0lejowa” wykazala, ze u zarodkéw pod wplywem podania czystego
oleju nastgpil wzrost substancji ttuszczowej w jadrze, Wzrastala zaréwno
ilose, jak i wielkos¢ kropel tluszezow. Podawanie testosteronu w drugim
i si6dmym dniu rozwoju zarodka powodowalo wzrost odczynu na tluszcze
w poréwnaniu z kontrolg ,,czysty”, natomiast minimalny wzrost reakcji
w poréwnaniu z kontrolg ,,0lejowg” (ryc. 6).

Obrazy histochemiczne w jadrach po barwieniu hematoksyling i eozy-
na oraz metodg von Giesona nie wykazywaly istotnych réznic w obu gru-
pach doswiadczalnych.

Jajniki. W obrazach kontrolnych jajnika zarodkéw kurzych odczyn
na dehydrogenaze 3-8-hydroksysterydows zlokalizowany byl gléwnie w
czeéci rdzennej jajnika w postaci niebieskich ziaren formazanu. Natomiast
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cze$¢ korowa jajnika wykazywala slabszg reakcje (ryc. 7). Podawanie
testosteronu w drugim dniu rozwoju zarodka powodowato niewielkie osta-
bienie reakcji enzymatycznej. W si6dmym dniu rozwoju reakcja ulegla
dalszemu oslabieniu, a odczyny w postaci malych skupisk widoczne byly
tylko w rdzennej czesci jajnika (ryc. 8).

Ho$é substancji tluszczowych w jajnikach zarodkow kurzych po poda-
niu testosteronu w drugim dniu rozwoju w poréwnaniu z kontrolg ,,czy-
sta” nieznacznie wzrastala (ryc. 9), co bylo bardziej zauwazalne w siéd-
mym dniu podawania hormonu i to przede wszystkim w rdzennej czesci
jajnika oraz w mniejszych ilosciach w czesci korowej pod torebksg na-
rzadu (ryc. 10).

Substancja PAS dodatnia w jajniku zarodkoéw po podaniu hormonu
byla stabsza w poréwnaniu z kontrola. Odezyn na RNA — rowniez staby.
Barwienie hematoksyling i eozyng oraz wg metody von Giesona wykaza-
{0, ze przy iniekcji hormonu w siédmym dniu rozwoju nastgpilo zmniej-
szenie czesci korowej jajnika a poszerzenie cze$ci rdzennej (ryc. 11). Osla-
biona byla réwniez eozynofilnosé komoérek (ryc. 12).

OMOWIENIE WYNIKOW

Badania prowadzone przez Lukine (9, 11) wskazujg, ze hormony
sterydowe podawane w okresie rozwojowym zarodka wywoluja charak-
terystyczne przeobrazenie gonad. Stwierdzono (9), iz jednorazowa iniekcja
benzoesanu estradiolu w czwartej dobie rozwoju powoduje feminizacje
lewych gonad meskich embrionéw, natomiast w jedenastej dobie nie wply-
wa na tempo réznicowania sie komarek piciowych. Stad sgdzi sie, ze okres
wrazliwosci gonad na dzialanie hormonow (10) jest ograniczony.

W naszych badaniach wybraliSmy dwa okresy rozwojowe gonad, w
ktorych podawalismy testosteron. Okres I — druga doba rozwoju zarod-
ka kurczecia, gdy nastepuje tworzenie sie zawigzkéw gonad w postaci
dwéch pasemek bedacych zgrubieniem listka zarodkowego. Okres II —
sibdma doba rozwoju, gdy obydwa zawigzki gruczoléw plciowych jader
lub jajnikéw sq dobrze widoczne w postaci wateczkowatych tworéow (3, 15),

Badania nasze wskazuja, ze zasadnicze zmiany w gonadach meskich
pod wplywem testosteronu wystepujg w okresie I, tj. gdy hormon by} po-
dawany w drugim driu rozwoju. Obserwowano woweczas ostabienie reak-
cji histochemicznej na aktywno$¢ dehydrogenazy 3-f8-hydroksysterydowej.
W tym okresie nastepowal wzrost RNA i substancji PAS dodatniej. W
okresie II, gdy hormon podawano w siédmym dniu rozwoju, wykazano
minimalne obnizenie aktywnosci dehydrogenazy 3-B-hydroksysterydowej
w gonadzie meskie]. Substancje tluszczowe wykazywaly niewielki wzrost,
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natomiast obserwowano powigkszenie catych gonad w poréwnaniu z kon-
troly oraz zwiekszenie mukopolisacharydéw w tkance lgczne).

Hampe oraz Weniger i Zeis (cyt. wg 11) wskazujag na wie-
ksza wrazliwos¢ meskich komérek plciowych na hormony plciowe zZen-
skie w okresie I rozwoju niz w pézniejszym. Ponadto stwierdzono, ze
testosteron podawany w drugiej dobie rozwoju kurczecia prowadzi do
spadku aktywnosci 3-B-hydroksysterydowej dehydrogenazy i tluszezow
w komérkach nadnerczy (5).

W gonadach zenskich w okresie I, tj. w drugim dniu podawania testo-
steronu, obserwowano zmiany w aktywnosci dehydrogenazy 3-f-hydro-
ksysterydowej, substancji PAS dodatniej i RNA. Obrazy morfologiczne
nie wykazywaly zasadniczych zmian w poréwnaniu z kontroly. Dopiero
w okresie 11, tj. przy podawaniu hormonu w siédmym dniu rozwoju kur-
czecia, wykazano obnizenie odezynu enzymatycznego na dehydrogenaze
3-f-hydroksysterydowg w czesci rdzennej gonady, ktora zostala znacznie
powiekszona. Wzrosta sudanofilno$é czesci rdzennej oraz torebki narzadu.
Nastapilo nieznaczne oslabienie odczynu na mukopolisacharydy w tkan-
ce lacznej.

Wnioski

1. Dzialanie testosteronu na gonade mesky jest znacznie wieksze w
okresie | jej rozwoju niz w okresie pozniejszym.

2. Wplyw testosteronu na gonade zenska jest bardziej widoczny w
okresie II, tj. w sidédmej dobie rozwoju zarodka.

3. Nalezy sadzi¢, ze testosteron wplywa na rozwoj gonady Zenskiej
woéwezas, gdy nabiera ona cech charakterystycznych dla tego gruczolu,
natomiast nie uwidacznia sie w okresie I, gdy gonady (jadra i jajniki)
wykazuja male réznice plciowe.

4. Okres wrazliwos$ci na dzialanie hormonu uzalezniony jest nie tylko
od okresu podawania testosteronu i jego stezenia, lecz rowniez od plci za-
rodka.
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OBJASNIENIA RYCIN

Ryc. 1. Reakcja na aktywnosé dehydrogenazy 3-pB-hydroksysterydowej w gona-
dzie meskiej kurczecia kontrolnego. Metoda wg Gabe. Pow. 300X,

Ryc. 2. Reakcja na aktywno$é dehydrogenazy 3-f-hydroksysterydowej w gona-
dzie meskiej kurczecia otrzymujacego testosteron w drugim dniu rozwoju. Metoda
wg Gabe. Pow. 300 X.

Ryc. 3. Aktywnos$é 3-f-hydroksysterydowej dehydrogenazy w gonadzie meskiej
kkurczecia otrzymujacego testosteron w siédmym dniu rozwoju. Metoda wg Gabe.
Pow. 300X.

Ryc. 4. Reakcja PAS na mukopolisacharydy w gonadzie meskiej kurczat otrzy-
mujgcych testosteron w drugim dniu rozwoju. Metoda McManusa. Pow. 300 X.

Ryc. 5. Odezyn na tluszcze w gonadzie meskiej kurczat kontrolnych. Barwienie
sudanem III. Pow. 300X. |

Ryc. 6. Odczyn na tluszcze w gonadzie meskiej kurczat otrzymujacych testo-
steron w si6dmym dniu rozwoju. Barwienie sudanem III. Pow. 300X,

Ryc. 7. Reakcja na aktywnosé¢ dehydrogenazy 3-B-hydroksysterydowej w gona-
dzie zeaskiej kurczecia kontrolnego, Metoda wg Gabe. Pow. 300X,

Ryc. 8. Reakcja na aktywnosé dehydrogenazy 3-f-hydroksysterydowej w gona-
dzie zenskiej kurczecia otrzymujgcego testosteron w siodmym dniu rozwoju. Metoda
wg Gabe., Pow. 300X,

Ryc. 9. Reakcja na tluszcze w gonadzie Zefiskiej kurczecia otrzymujacego testo-
-steron w drugim dniu rozwoju. Barwienie sudanem III. Fow. 300X.

Ryc. 10. Odczyny na tluszcze w gonadzie zenskiej kurczecia otrzymujacego testo-
steron w sibdmym dniu rozwoju. Barwienie sudanem III. Pow. 300X,

Ryc. 11. Jajnik kurczecia kontrolnego. Metoda von Giesona. Pow. 200X. .

Ryc. 12. Jajnik kurczecia otrzymujacego testosteron w siédmym dniu rozwoju.
Metada von Giesona. Pow. 200X,

PE3IOME

OnbITh! BEAUCH HA KypuUHbIX 9MOpHOHaAX, KOTODbIE HAa APYrolt MJAM CeAbMOVM A€Hb
aMOpONANBLHON KUIHM IOJYHaAIM OJHOKDPATHO TECTOCTEPOH (KonueHTpauua — 300 v).
B nenb BbLIYNAMBAHMA LULHIJIAT Opany MYMRCKYI0 MIM JKEHCKYIO roHajly ¥ NpPOBO-~
AMAM TUCTOXMMMUYECKMe DPeaklMi! Ha aKTUBHOCThL 3-d-f-CcTepOMIOBONM AermMaporeHassbl,
a TAKIKe peakuyy Ha KMUPLI, MyKonoaucaxapuael 1 RNA.
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Pesynbrarbl MCCHEJOBAHMIA [IOKA3LIBAIOT, UTO TECTOCTEPOH uMeeT 60Jee 3HAUYM-
TeNLHOe BIAMAHME HA Pal3BUTHE MYMKCKONM rOHabl, €CJAM €ro MPUMEHMM B IEePBbLI ne-
pyoA pa3BuTua SMOpMONA T.€. HA BTOPOM AeHb., Baufnue TECTOCTEPOHA HA JKEHCKYIO
rosafly Obla CHibHee BO BpeMsA BTOPOTO [I€PHMOAR T.€. HA CEAbMOM [JeHb Pa3BUTHUA.

SUMMARY

Testosterone, at a concentration of 300 y, was once given to chick embryos on
the second and seventh days of their development. On the hatching day male and
female gonads were collected and histochemical reactions for the activity of 3-f-
-hydroxysteroid dehydrogenase, fats, mucopolisaccharides and RNA were performed.
The findings indicate that testosterone had a greater influence on the development
of the male gonad, when given in the first period of its development (the second
day), while the effect of testosterone on the female gonad was higher in the second
period, i.e. on the seventh day of its development.

EXPLANATION TO FIGURES

Fig. 1. Reaction to 3-f-hydroxysteroid dehydrogenase activity in a male gonad
of a control chicken. According to the method of Gabe. 300X,

Fig. 2. Reaction to 3-B-hydroxysteroid dehydrogenase activity in a chicken male
gonad after administration of testosterone on the second day of development. Meth-
od of Gabe. 300X.

Fig. 3. 3-B-hydroxysteroid dehydrogenase activity in a chicken male gonad
after administration of testosterone aon the seventh day of development. Method
of Gabe. 300X.

Fig. 4. PAS reaction to mucopolysaccharides in a male gonad after administra-
tion of testosterone on the second day of development. Method of McManus, 300X.

Fig. 5. Reaction to fats in a male gonad of a control chicken. Sudan III staining.
300 X. '

Fig. 6. Reaction to fats in a male gonad after administration of testosterone
on the seventh day of development. Sudan III staining. 300X,

Fig. 7. Reaction for 3-f-hydroxysteroid dehydrogenase activity in a female
gonad of control chicken. Method of Gabe. 300X.

Fig. 8. Reaction to 3-fB-hydroxysteroid dehydrogenase activity of a chicken
fernale gonad, after administration of testosterone on the seventh day of develop-
ment. Method of Gabe. 300 X. :

Fig. 9. Reaction to fats in a chicken female gonad after administration of testo-
sterone on the second day of development. Sudan III staining. 300X.

Fig. 10. Reaction to fats in a chicken female gonad after administration of testo-
sterone on the seventh day of development. Sudan III staining. 300X.

Fig. 11. A control chicken ovary. Van Gieson’s method. 200X.

Fig. 12. A chicken ovary after administration of testosterone on the seventh
day of development. Van Gieson’s method. 200X.



