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TucTosoruyecke 1 TUCTOXUMMUECKME MCCJIEAOBAaHMA HAAINIOYEYHUKA ULIIJIAT MOCie
OZHOPA3OBON [03BI TECTOCTEPOHA

Histological and Histochemical Studies of the Chicken Adrenal Glands after a Single
Administration of Testosterone

Zagadnieniem rzadkim, ale aktualnym, jest wystepowanie objawow
zespolu nadnerczowo-plciowego u noworodkoéw plci Zenskiej i przedwezes-
nego dojrzewania plciowego u chlopéw na skutek stosowania u matki
w pierwszym trymestrze cigzy hormonéw, np. progesteronu, testostero-
nu (7). W zespole nadnerczowo-plciowym przyczyng wirylizacji jest mie-
dzy innymi nadmierna produkcja androgené6w w nadnerczach, a wada ta
jest spowodowana niedoborem lub brakiem enzymoéw koniecznych do bio-
syntezy kortykosterydéw (8, 17, 2, 24). Udzial nadnerczy w przemianach
wprowadzanego testosteronu jest dosy¢ dokladnie poznany (17). Duzo prac
jest poswieconych wplywowi testosteronu na nadnercza zwierzat dojrza-
lych i niedojrzatych plciowo w réznych warunkach do$wiadczalnych (14,
13, 2, 24).

Celem naszej pracy jest wyjasnienie, czy wprowadzenie testosteronu
w drugim dniu rozwoju, a wiec przed wyksztalceniem regulacji hormo-
nalnej zarodka, wywola zauwazalne zmiany w obrazie histologicznym
i histochemicznym gruczolu w dniu wylegu. Najdogodniejszym modelem
badan byl zarodek kurczecia, ktéremu wprowadzano testosteron w dru-
gim dniu rozwoju (20).
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MATERIAL I METODYKA BADAN

Badania przeprowadzone na 225 zarodkach kurzych rasy ,Brojler” (Zaklady
Wylegu Drobiu w Lublinie), ktére inkubowano w temp. 37°C, zachowujgc réwno-
cze$nie odpowiednig wilgotno§é powietrza. Zarodkom podawano Testosteronum pro-
pionatum produkcji Jeleniogérskich Zakladéw Farmaceutycznych w postaci roztwo-
ru olejowego metodg dozéttkowy (11). Zarodki podzielono na 3 grupy: 2 kontrolne
i 1 do$wiadczalna.

Grupa I kontrolna ,czysta” obejmowala 50 zarodkéw, ktérym nie podawano
zadnych substancji, a inkubacje przeprowadzano celem oceny warunkéw wylegu
i jakosci jaj.

Grupa II kontrolna ,olejowa” liczyla 50 zarodkéw, ktérym wprowadzano do-
z6ttkowo 0,03 ml oleum olivarum w drugiej dobie inkubacji.

Grupa III — do$wiadczalna obejmowala 125 zarodké4w kurzych, ktéorym do-
z6ltkowo podawano w drugiej dobie inkubacji Testosteronum propionatum w dawce
300 y w 0,03 ml rozpuszczalnika (oleum olivarum).

Po 21 dobach inkubacji, czyli w dniu wylegu kurczeta wszystkich grup dekapi-
towano i pobierano nadnercza. Material przeznaczony do badahn na skrawkach pa-
rafinowych (gruboseci ok. 7 u) utrwalano w 10% formalinie przez 48 godz., natomiast
do wykrywania lipidéw i oznaczania aktywno$ci dehydrogenazy 3-B-ol-hydroksy-
sterydowej vtrwalano w plynie Bakera w temp. +4°C w ciggu § min. Skrawki
grubo$ci ok. 12 p sporzgdzano na mikrotomie mrozeniowym. W kazdej z badanych
grup wykonano preparaty przegladowe barwione hematoksyling Mayera oraz 0,5%
wodnym roztworem eozyny, a takze wg metody van Giesona (1). Substancje PAS
dodatnie w torebce lacznotkankowej narzadu, w naczyniach krwiono$nych i ko-
moérkach wykrywano metodg McManusa (1), pironinochlonno$é cytoplazmy i jaderek
okre$§lano wg metody Bracheta (3). Ilo§¢ lipidow okref§lano po wybarwieniu suda-
nem III wg metody Daddiego (1), za§ aktywno§é dehydrogenazy 3-f-ol-hydroksy-
sterydowej oznaczano wg metody, ktoérg podaje Gabe (6).

W badaniach zwrécono uwage na pie¢ i liczbe wylegajacych sie kurczat.

Grupa I kontrolna: 50 zarodkéw — wyklulo sie 25 kurczat, co stanowi 50%,
w tym 12 kur i 13 kogutéw.

Grupa II kontrolna: 50 zarodk6w — wyklulo sie 23 kurczeta, co stanowi 46%,
w tym 9 kur i 14 kogutéw.

Grupa III do$§wiadczalna: 125 zarodkéw — wyklulo sie¢ 58 kurczat, co stanowi
46,6%, w tym 20 kur i 38 kogutéw.

OBSERWACJE HISTOLOGICZNE 1 HISTOCHEMICZNE

Grupy 1 i Il kontrolne

Barwienie hematoksyling i eozyng oraz wg metody van Giesona wy-
kazalo obecnoéé pasm i gniazd komérkowych o réznej barwliwosei cyto-
plazmy. Pomiedzy grupami komoérek obserwowano delikatne wlbkienka
tkanki lgcznej oraz liczne naczynia krwionosne. Komérki $rédnadnerczo-
we cechowaly sie jasniejszg cytoplazma w poréwnaniu z komérkami chro-
mafinowymi.
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Barwienie sudanem III wykazalo silng sudanofilnos¢ cytoplazmy ko-
morek $rédnadnerczowych w odroznieniu od komoérek chromafinowych,
gdzie brak bylo reakcji. Wydaje sie, ze u kur reakcja na tluszcze byla nie-
co silniejsza niz u kogutow (ryc. 1). Reakeja PAS w grupie kontrolnej
byla pcdobna, niezaleznie od plci kurczat. Odczyn PAS dodatni wykazy-
wala torebka gruczotu nadnerczowego, delikatne wlékienka wnikajace od
niej w glab narzadu oraz Sciany naczyn krwionosnych. Komoérki srédnad-
nerczowe oraz chromafinowe posiadaly $ladowe iloéci substancji PAS do-
datnich. Barwienie wg metody Bracheta ujawnilo, ze zawarto$¢ ziarni-
stosci, §wiadczacych o obecnosci kwasu rybonukleinowego w cytoplazmie
i jaderkach, komoérek $rédnadnerczowych i chromafinowych kogutéw i kur
byla podobna. Dokladna analiza preparatow pozwolila stwierdzi¢ inten-
sywne zabarwienie pironing jgderek komorek nadnerczy oraz ich ziar-
nistosci cytoplazmatycznych. Oznaczanie dehydrogenazy 3-f-ol-hydroksy-
sterydowej nie wykazalo roznic w aktywnosci enzymu miedzy ptcig kur-
czat. Bardzo intensywng reakcje na dehydrogenaze obserwowano w ko-
moérkach $réodnadnerczowych (ryc. 3).

Grupa IIl doswiadczalna

U kurczat pici meskiej i zenskiej barwienie hematoksyling i eozyna
oraz metodg van Giesona nie wykazalo réznic w budowie nadnerczy do-
$wiadczalnych i kontrolnych. Obserwowano uklad pasm i klebkow ko-
moérek srodnadnerczowych i pomiedzy nimi rozmieszczonej tkanki chro-
mafinowej. Zmianie nie ulegla réwniez barwliwosé cytoplazmy. W bar-
wieniu PAS wg metody McManusa intensywnos$é reakcji byla podobna
do grup kontrolnych. W komoérkach, podobnie jak w kontroli, nie obser-
wowano substancji PAS dodatnich. Ilos¢ kwasu rybonukleinowego, uwi-
doczniona wg metody Bracheta, nie ulegla zmianie w poréwnaniu z kon-
trola. Pironinochtonnos$¢ jaderek i ziarnistosci w cytoplazmie byla jedna-
kowo intensywna. Barwienie sudanem III wykazalo natomiast, Ze testoste-
ron wprowadzany w drugiej dobie rozwoju powodowal zmmniejszenie sie
materialu sudanofilnego w komoérkach srédnadnerczowych niezaleznie od
plci wyklutych kurczat. Obserwowano tylko nieliczne skupiska o silnie
wyrazonej reakcji barwnej. W komoérkach chromafinowych odczyn byl
ujemny (ryc. 2). Réwniez zwraca uwage mmniejsza aktywnos¢ enzymatycz-
na dehydrogenazy 3-f-ol-hydroksysterydowej w komoérkach srodnadner-
czowych u kurczat zardwno plci meskiej, jak i zenskiej. llo§¢ ziarenek
formazanu w komorkach $rdodnadnerczowych byla mniejsza, ale nie ob-
serwowano zmniejszenia ilo$ci komoérek srédnadnerczowych. W poréw-
nanju z kontrolg komoérki chromafinowe pozostawaly nadal bez odczynu
(ryc. 4).
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OMOWIENIE WYNIKOW I WNIOSKI

Testosteron w rozwoju ontogenetycznym odgrywa wiodacg role w pro-
cesie roznicowania sie plciowego, a gonady pozostajag w Scislej zaleznosci
od czynnosci kory nadnerczy (7), ale wprowadzone do organizmu andro-
‘geny nie dzialajg na gruczol! nadnerczowy poprzez przysadke moézgowsa
ani warunkiem ich wplywu na kore nie jest obecno$¢ gonad (17, 20).
W przeprowadzonych badaniach testosteron nie wplywal na zmniejszenie
wylegu kurczat ani na ich pte¢. Budowa nadnerczy kurczat doswiadczal-
nych nie odbiegala od opisywanej w piSmiennictwie traktujgcym szczegd-
lowo ich morfologie w rozwoju oraz w dniu wylegu (2, 5, 16, 23). Bar-
wienie hematoksyling i eozyng metodg van Giesona nie wykazalo réznic
w budowie histologicznej nadnerczy kurczat kontrolnych i doswiadczal-
nych, nie zaobserwowano réznic w ilosci komérek z jasng i ciemng cyto-
plazma. Nalezy jednak zaznaczy¢, ze u kurczat takie same bodzce wywo-
lujg znacznie mniejszy efekt niz u ssakoéw, ktérych organizm silniej rea-
guje na rdéznego rodzaju czynniki stresowe, jakimi sg takze hormony
(20, 21). Ilos¢ substancji PAS dodatnich w torebce lacznotkankowej na-
rzadu, naczyniach krwionos$nych nie ulegta zmianie niezaleznie od plei
kurczat. Komorki $rédnadnerczowe oraz chromafinowe wykazywaly $la-
dowe ilosci substancji PAS dodatnich. Podobnie staby odczyn PAS do-
datni w komoérkach kory nadnerczy opisywal Kunski (10) u plodow
ludzkich tuz przed urodzeniem. Podawanie testosteronu w drugim dniu
rozwoju nie wplynelo réwniez na zmiane zawartosci kwaséw nukleino-
wych w komérkach nadnerczy. Bardzo istotna jest ilo§¢ materialu suda-
nofilnego w nadnerczach. Bergstrand i Roy uwazajg, ze lipidy
obecne w korze nadnerczy, miedzy innymi i cholesterol, sg prekursorami
hormonoéw kory nadnerczy, a ich ilo§¢ obrazuje stan czynnosciowy gru-
czolu — zmniejszona ilo§¢ substancji sudanofilnych towarzyszy wzmozo-
nej funkcji gruczolu. W komoérkach s$rédnadnerczowych zwierzat kontrol-
nych stwierdzono duze ilosci materialu sudanofilnego. W doswiadczeniu
testosteron podawany w drugiej dobie rozwoju powodowal w gruczole
nadnerczowym zhacznie mniejszg sudanofilno$¢é komorek s$rédnadnerczo-
wych, nie obserwowano jednak powiekszenia ani zaniku kileboéw i pasm
komorek z odczynem. Ilo§¢ materialu sudanofilnego byla niezalezna od
plci. Liczne prace Malendowicza, Mietkiewskiego i Berg-
stranda (14, 2, 13, 12) wykazujg, ze podawanie testosteronu zwierze-
tom doroslym powoduje inwolucje kory nadnerczy, polgczong z zanikiem
lipidéw. W tym doswiadezeniu obserwowano tylko zmniejszenie ilo$ci ma-
terialu sudanofilnego. W nadnerczach kurczat do$wiadczalnych zaobser-
wowano réwniez spadek aktywnosci dehydrogenazy 3-B-ol-hydroksyste-
rydowej. Wedlug danych z piSmiennictwa, u 1-, 2- i 3-dniowych nowo-
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rodkéw szczurzych obojga pici poziom w korze nadnerczy dehydrogenazy
3-B-ol-hydroksysterydowej jest bardzo wysoki (9). Jak wykazat Chang
(cyt. 17), wprowadzany testosteron jest metabolizowany w caloSci przez
homogenat nadnerczy, w przemianach tych konieczny jest udzial dehy-
drogenazy 3-f-ol-hydroksysterydowej (17, 19). McCarthy (1966) udo-
wodnil, ze ostabienie aktywmnosci dehydrogenazy 3-fi-ol-hydroksysterydo-
we]j prowadzi do zablokowania przemian pregnenolonu w progesteron,
konsekwencjg tego jest zmniejszenie sie ilosci kortyzolu, natomiast poja-
wienie sie znacznych ilosci stabego androgenu, jakim jest dehydroepian-
dosteron (7, 18, 15, 22). Wsréd badanych kurczgt nadnercza nie wykazy-
waly zmian w ilosci komérek srodnadnerczowych i ilosci skupisk komérek
chromafinowych, ktére pozostawaly bez odczynu, aktywnosé enzymu ule-
gla jednak wyrazZnemu zmniejszeniu. W doswiadczeniach, jezeli testoste-
ron podawano zwierzetom dorostym, obserwowano powiekszenie lub
zmniejszenie sie poszczegdlnych warstw czesci korowej (2, 13, 12, 4).

Z przeprowadzonego doswiadczenia mozna wnioskowaé, ze:

1. Testosteron wprowadzany dozéltkowo w drugiej dobie rozwoju nie
powoduje zmian w iloSci komérek $rédnadnerczowych i barwliwosei ich
cytoplazmy.

2. Nie wywoluje przerostu tkanki igeznej i zmian w pironinochlon-
nosci komoérek zaréwno srédnadnerczowych, jak i chromafinowych.

3. Prowadzi do spadku aktywnoséci dehydrogenazy 3-f-ol-hydroksy-
sterydowej i zmniejszenia sie ilosci tluszczu w komérkach srédnadner-
czowych.

4. Obserwowane zmiany histochemiczne wystepowaly niezaleznie od
plci kurczat.
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PE3IOME

UccnenoBany KOPY HAANOYEYHMKOB UBLINJAT, KOTOPLIM Ha 2 CYTKM 9MOGPHOHANb-
HOJi JKM3HM NOJanyu OAHOPAa30ByKw no3y Testosteronum propionatum. Mceaenosanmus
OpoBeleHO Ha 225 KypMHBIX 3apojbliaxXx pachkl ,,0possep”. OnpepeseHo, uTO IMIOAAH-
HBII Ha BTOPOJi JeHb 3MOpMOHAJIBHOTO Pa3BUTUH TECTOCTEPOH HE BbI3bIBAJ M3MeHe-
HUIT B KOJMUYECTBE BHYTPUHAAIIOUEYHBIX KJETOK M B OKpacKe MX LMTONJA3Mbl, a TaK-
XKe He BbI3bIBaJl TMNEPTPO(UM COEAMHUTEJBHOM TKAHM UM U3MEHEHMII B IIMPUHMUHO-
azcopbuMOHHOM CHOCOGHOCTM BHYTPMHAAIIOYEYHMUKOBBLIX M XpOMachMHOBBIX KJIETOK.
OnpenesyieHO TakKKe, YTO TECTOCTEPOH BBI3LIBAGT NOHUIKEHME aKTuBHOCTHM 3-Gera-
-0JIb-TUAPOKCUCTEPUAOBOM AETMAPOreHas3bl M YyMEHLIIAeT KOJWYEeCTBO CYIaHOMUIL-
HOT'0O MaTepuaJia BO BHYTPMHAAIIOYE€YHUKOBBIX KJETKaxX.

SUMMARY

Chickens were given one dose of Testosteronum propionatum in the second
24 hours of development and then their adrenal cortex was examined. The studies
were carried out on 225 hen germs of ”Brojler” phylum. Testosteron given in the
second day of development did not cause any changes in the number of mesosupra-
renal cells and colouring of cytoplasm or hypertrophy of connective tissue and no
changes in the pyroninal absorbency of mesosuprarenal cells and chromaphine cells.
The administered testosteron results in the decrease of dehydrogenase 3-f-ol-
-hydroksysteroid activity and the reduction of sudanophil material in mesosupra-
renal cells.



