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The Effect of a Single Oestradiolum Dose on the Incubation of Chickens and
Histotopochemical Picture of their Suprarenal Glands

Zachowanie sie kory nadnerczy zwierzat pod wplywem estrogendéw
obserwowane bylo przez wielu autoréw, przy czym wiekszo$¢ z nich uwa-
za, ze jednorazowa iniekcja powoduje powiekszenie (12, 13, 3, 15, 2),
a wielokrotna dziala toksycznie (7, 8). Lupulescou (17) poprzez diu-
gotrwale podawanie estrogenéow wywolal u Swinki morskiej i szczura
przerost nowotworowy. Ciekawe obserwacje przeprowadzit Zielenie w-
ski (22, 23) w odniesieniu do powstawania nowotworéw i szybkiego na-
rastania objawow zespotu Cushinga po zajsciu w ciaze.

W okresie cigzy nastepuje znaczne podniesienie sie poziomu estroge-
néw (9). Estrogeny te sa metabolizowane przy udziale kory nadnerczy
i watroby ptodu (14, 5). W zarodku nastepuje przemiana estradiolu przez
hydroksylacje i sulfurylacje do estriolu, ktory jest wydalany z organiz-
mu (9). W przypadku niedoboru dehydrogenaz dochodzi do nieprawidio-
wego metabolizowania estradiolu w estriol. Zbyt niski poziom estriolu
prowadzi do obumierania zarodka (9, 4), natomiast nadmiar estradiolu
moze prowadzi¢ do rozrostu nowotworowego.

Naszym celem bylo sprawdzenie, w jakim stopniu jednorazowa dawka
estradiolu wprowadzana przed wyksztalceniem lub po wyksztalceniu nad-
nerczy w zarodku wplywa na wyleg kurczat i na obraz ich nadnerczy
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w dniu wylegu. Modelem naszych badan by! zarodek kurczecia: 1) w dru-
giej dobie rozwoju, nie posiadajacy wyksztalconych nadnerczy, 2) w siéd-
mej dobie, kiedy nadnercza sg juz wyksztalcone, a zatem zarodek zaopa-
trzony jest w hormonalne mechanizmy regulacyjne (19, 20).

MATERIAL I METODY BADAN

Badania przeprowadzono na 400 zarodkach kurzych rasy ,,Brojler” (Zaklad Wy-
legu Drobiu w Lublinie), ktére inkubowano w temp. 37°C, zachowujac réwnoczeénie
odpowiednia wilgotno§é powietrza., Zarodkom podawano Oestradiolum benzoicum
produkeji Jeleniogérskich Zakladéw Farmaceutycznych w postaci roztworu olejo-
wego metodg dozéttkowsa (14). Zarodki badano w trzech grupach: grupe I stanowity
zarodki kontrolne, grupy II i III — zarodki do$wiadczalne.

W grupie I przeprowadzono:

1) kontrole ,czysta” obejmujgcg 50 zarodkéw kurzych, kt6rym nie podawano
zadnych substancji, a inkubacje przeprowadzono celem oceny warunkéw wylegu
i jakoéci jaj;

2) kontrole ,olejowa” — na 50 zarodkach kurzych, ktérym wprowadzano do-
z6itkowo 0,03 ml oleum olivarum w drugiej dobie inkubacji;

3) kontrole, w ktérej zarodkom wprowadzano dozéltkowo 0,03 ml oleum oliva-
rum w siédmej dobie inkubacji.

Grupa II do$wiadczalna obejmowata 150 zarodkéw kurzych, ktérym wprowa-

dzano Oestradiolum benzoicum w drugiej dobie inkubacji w dawce 150 v w 0,03 ml
rozpuszczalnika.

Grupa III do$wiadczalna obejmowata 100 zarodkéw kurzych, kiérym wprowa-
dzano w sibdmej dobie inkubacji Oestradiolum benzoicum w dawce 150 y w 0,03 ml
rozpuszczalnika, jakim byl oleum olivarum, Po 21 dobach inkubacji, czyli w dniu
wylegu, kurczeta wszystkich grup dekapitowano i pobierano nadnercza.

Material przeznaczony do badan na skrawkach parafinowych grubosci ok. 7 n
utrwalano w 10% formalinie przez 48 godz., natomiast do wykrywania lipidéw i ozna-
czania aktywno$ci dehydrogenazy 3-f-ol-hydroksysterydowej utrwalano w plynie
Bakera w temp. +4°C przez 5 min, a skrawki grubo$ci ok. 12 p sporzadzano na
mikrotomie mrozeniowym.

W kaidej z badanych grup wykonano preparaty przegladowe, barwione hema-
toksyling Mayera oraz 0,5% wodnym roztworem eozyny (1), a takze zastosowano me-
tode van Giesona (1). Wielocukry oznaczano wg metody McManusa w celu okreSle-
nia, czy iloéé substancji PAS dodatnich jest charakterystyczna dla nadnerczy w dniu
wylegu, czy nie ma przerostu tkanki igcznej i substancji PAS dodatnich w komor-
kach. Lipidy wybarwiano sudanem III wg metody Daddiego w celu ustalenia ich
ilodci i rozmieszczenia (1). Aktywno§é dehydrogenazy 3-f-ol-hydroksysterydowej jako
specyficznej dla nadnerczy i bioracej udziat w metabolizowaniu estradiolu ozna-
czano wg metody, ktéra podaje Gabe (10).

W badaniach zwrécono uwage na liczbe kurczgt, ktére wylegly sie w grupach
kontrolnych i do§wiadczalnych.

Grupa I — zarodki kontrolne. W kontroli ,,czystej” z 50 zarodkéw wyklulo sie
25 kurczat, co stanowi 50% wylegu. W kontroli, w ktérej zarodkom podawano
oleum olivarum w drugiej dobie rozwoju, z 50 zarodkéw wykluly sie 23 kurcze¢ta, co
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stanowi 46%. W kontroli, w ktérej zarodkom podawano oleum olivarum w siédmej
dobie rozwoju, na 50 zarodkéw wyklulo sie 20 kurczat, co stanowi 40% wylegu.
Grupa II do§wiadczalna — obejmujgca 150 zarodkéw, ze 112 zarodk6éw za-
ptodnionych wyklulo sie 8, co stanowi 7,1% wylegu.
Grupa III do$wiadczalna, obejmujgca 100 zarodkéw, z 72 zarodkéw zaptodnio-
nych wyleglo sie 16 kurczat, co stanowi 22,2% wylegu.

OBSERWACJE HISTOTOPOCHEMICZNE

Grupy kontrolne

Zaréwno kontrola ,czysta”, jak i kontrole ,,olejowe” byly podobne.
Barwienie metodami przegladowymi, tzn. hematoksyling i eozyna, oraz
metodg van Giesona wykazalo obraz typowej budowy nadnerczy ptakow.
Wystepowaly zaréwno pasma, jak i gniazda komoérek o rdéinym stopniu
barwliwosci cytoplazmy. Komoérki srodnadnerczowe odroznialy sie jas-
niejszg cytoplazmg od komoérek chromafinowych. Reakcja PAS wykazala
staby odczyn lacznotkankowej torebki narzadu oraz wnikajgcych w glgb
gruczotu wilodkienek. Odczyn PAS dodatni wykazywaly réwniez Sciany
naczyh krwionoénych. W obu typach komoérek odezyn na wielocukry byt
sladowy, Wybarwianie tluszczy sudanem IIl wyodrebniato skupiska ko-
moérek $rodnadnerczowych, obladowanych lipidami, od komoérek chroma-
finowych, w ktérych brak bylo reakcji barwnej (ryc. 1). Duza aktywnos¢
dehydrogenazy 3-8-ol-hydroksysterydowej we wszystkich kontrolach wy-
stepowala tylko w komoérkach érédnadnerczowych, bardzo wyraznie wy-
odrebniajac je od komoérek chromafinowych, w ktérych obecnosci tego
enzymu nie wykrywano (ryc. 3). ‘

Grupa Il doswiadczalna

Oestradiolum benzoicum podawano w tej grupie w drugiej dobie roz-
woju. Przeprowadzono dokladng analize nadnerczy, jednak barwienie
H+E i metodg van Giesona nie wykazalo réznic z kontrolnymi. Zaobser-
wowalismy taki sam uklad w postaci pasm i klebdw komorek sroédnad-
nerczowych i otaczajgcych te skupiska komérek chromafinowych. Barwli-
wos¢ cytoplazmy nie odrdzniala ich od kontroli. Reakcja PAS wykazywala
dodatni odczyn w torebce narzgdu i wldéknach lgeznotkankowych. Nie za-
obserwowano wynaczynienn w narzadzie. Ilo$¢ substancji sudanofilnych
w komoérkach przypominala kontrole i obserwowano je tylko w tkance
Srédnadnerczowej. Podobnie aktywmnos$¢ dehydrogenazy 3-f-ol-hydroksy-
sterydowej uwidaczniala kleby komérek s$rédnadnerczowych i nie obser-
wowano réznic w jej aktywnos$ci w poréwnaniu z kontrola.
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Grupa IIl doswiadczalna

Oestradiolum benzoicum podawano w siédmej dobie rozwoju. Barwie-
nie hematoksyling i eozyng wykazalo identyczny z kontrolg uklad komoé-
rek w postaci kltebéw i pasm. Komoérki srodnadnerczowe nie wykazywaly
zaniku i nie obserwowano przerostu nowotworowego. Barwliwosé cyto-
plazmy nie réznila sie od kontroli. Zmian morfologicznych nie zauwazono,
ale obraz nadnerczy pozwalal stwierdzi¢ lekki rozrost tkanki chromafino-
wej. Barwienie metodg van Giesona nie odbiegalo od kontroli. Nie za-
obserwowaliSmy krwawych wybroczyn. Reakcja PAS nieco silniej zazna-
czyla sie w tej grupie doswiadczalnej. Wystepowata zaré6wno w torebce
narzgdu, jak i wldkienkach wnikajacych w glgb narzgdu. Najistotniejsze
roznice uwidocznilo barwienie sudanem III. Sudanofilno$¢ nadnerczy tej
grupy doswiadczalnej okazala sie znacznie nizsza niz w kontroli. Komérki
$rodnadnerczowe w mniejszym stopniu wypelnial ttuszez (ryc. 2). Istotna
rowniez, jak sie wydaje, byla mala aktywnos¢ dehydrogenazy 3-f-ol-hy-
droksysterydowej. W komoérkach srédnadnerczowych aktywno$é enzymu
obrazowala nikla reakcja barwna, natomiast komorki chromafinowe pozo-
stawaly nadal bez odczynu. Mozna bylo zaobserwowaé wiekszg ilosé ko-
moérek bez reakcji barwnej (ryc. 4).

OMOWIENIE WYNIKOW

Liczne prace po$wiecone wplywowi estradiolu na nadnercza zwierzat
dorostych w réznych warunkach do§wiadczalnych nie wyjasniaja jego
wpltywu na nadnercza w okresie rozwoju, bowiem organizm zarodka jest
nastawiony na intensywng przemiane estradiolu w estriol, a poziom de-
hydrogenazy 3-f-ol-hydroksysterydowej jest bardzo wysoki i spada w pier-
wszym dniu po urodzeniu (11, 14, 21, 19).

W badaniach naszych estradiol wprowadzaliSmy kurczetom jednora-
zowo w dwoch okresach rozwoju, w okresie poprzedzajgcym wyksztalce-
nie nadnerczy i w okresie, kiedy nadnercza sa uksztaltowane. Zaobser-
wowalismy, ze w pierwszym okresie podawania estradiol dzialal toksycz-
nie na zarodek, a $miertelno$é wynosita 92,9%. Mozna przypuszczaé, zgod-
nie z literaturg (9, 14, 21), ze z powodu braku w tym okresie zdolnosci
organizmu do regulacji hormonalnej estradiol nie mégt byé metabolizo-
wany w estriol, ktory jest konieczny do utrzymania przy Zyciu zarodka.
Sama dawka nie wplywala toksycznie na zarodek, bowiem przy podawa-
niu w siédmej dobie rozwoju estradiol nie wywolywal tak duzej $mier-
telnoéci zarodka. Mozna przypuszczaé, ze ilos¢ dehydrogenazy, koniecznej
do metabolizowania estradiolu, a wystepujacej w nadnerczach i watrobie
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ptodowej, byla zbyt niska lub bylo jej calkowicie brak z powodu niewy-
ksztalconych nadnerczy. Procent $miertelnosci zarodkéw z wyksztatcony-
mi nadnerczami byl nizszy, wynosil 77,8%, a w przypadku kontroli 60%.
W nadnerczach kurczat, ktorym podawano estradiol drugiego dnia, a kto-
re wylegly sie, nie zauwazono roéznic w obrazie histologicznym i histo-
chemicznym w poréwnaniu z kontrola. Mozliwe, ze przezycie 7,2% kur-
czat wynikalo ewentualnie z niedokladnego wprowadzenia estradiolu do
z6ttka. Dlatego nadnerczy kurczat, ktore przezyly nie braliSmy pod uwa-
ge w tej pracy przy okreslaniu stopnia wplywu estradiolu na obraz histo-
logiczny i histochemiczny nadnerczy. W przypadku kurczat, ktéorym wpro-
wadzano estradiol sibdmego dnia, mozna stwierdzié, ze jednorazowe wpro-
wadzenie estradiolu nie powodowalo duzych zmian morfologicznych,
podobnie jak w badaniach Malendowicza i Charta (18, 6). Za-
obserwowalismy jednak jakby maly rozrost tkanki chromafinowej, bez
roznicy wielkosci jadra i barwliwosci cytoplazmy. Zgodni co do tego sg
Japa iwsp (12). Anderson (1934), Jones (1950) i Bergstrand
(1952) (2) stwierdzili spadek materialu sudanofilnego po estradiolu u zwie-
rzat dorostych, w naszym doswiadczeniu nadnercza réwniez zawieraty
mniejszg ilos¢ materialu sudanofilnego. ObserwowaliSémy nie tylko mniej-
szg ilos¢ tluszczu w komorkach srodnadnerczowych, ale i mniejszg ich
ilos¢. Aktywnos¢ dehydrogenazy 3-f-ol-hydroksysterydowej byla réwniez
slaba. Nadnercza kontrolne wykazywaly wyzszg jej aktywno$é. Wyjasnie-
niem tego moze by¢ interesujgce spostrzezenie Goldman a, Ze niepra-
widlowosci rozwojowe obserwowane w plodowych gonadach i nadner-
czach po przecigzeniu kotnych szczurzyc estradiolem wystepowaly na
skutek hamowania 3-B-ol-hydroksysterydo-dehydrogenazy (11). Spadek
ilosci materiatlu sudanofilnego i staba aktywno$¢ dehydrogenazy $wiadczg
o zaburzeniach metabolicznych w nadnerczach kurczat obcigzonych w okre-
sie rozwoju estradiolem.

Wnioski

1. Nie zaobserwowano istotnych zmian morfologicznych, zwyrodnien

nadnerczy, wybroczyn krwawych, po jednorazowym podaniu Oestradiolum
benzoicum.

2. Estradiol podany przed wyksztalceniem nadnerczy dziala toksycz-
nie na wyleg zarodka i prowadzi do $miertelnego zejscia.

3. Estradiol podany w siédmym dniu rozwoju przyczynia sie w du-
Zym procencie do obumierania zarodka, zmniejszenia sie iloSci komérek
srédnadnerczowych, obnizenia sudanofilnosci, aktywnosci dehydrogenazy
3-f-ol-hydroksysterydowej w komérkach srédnadnerczowych.
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PE3IOME

Uccnenosanyu kKopy HAANOYEUHUKOB LbLITLIAT, KOTOPLIM HA 2 u 7 cyTKM 9MOGpuo-
HaJlbHOM MU3HM NOJAJM OAHOPa30Byi0 no3y Oestradiolum benzoicum. Mccenenosanus
npoBefeno Ha 400 KypuHbIX 3apofblilax pacel ,,6poiaep”’. OnpepeneHo, 4YTO IpM-
MEHEHHBII! Ha BTOPON JeHb SMODPMOHAJNBHOIO DPA3BUTUA SCTPAAMOJI BIVAJN TOKCUYECKU
Ha 3apoAbIlll, a NPMMEHEHHBLIi Ha 7 JeHb He BbI3ZbIBAJ CYLIECTBEHHBIX MODPGOIOTH-
YeCKMUX M3BMEHEHMI M JAeTeHepaluy HaZNOUYEUHMKOB a TaKzXKe KPOBOMBJIMAHUIA, a 3aTo
BbI3bIBAJI yMEHBbIIEHMe KOJWYECTBA BHYTPMUHANIIOYEUYHMKOBBIX KJIETOK, INOHMXKAA Cy-
JaHOMUABHOCTE U AKTHMBHOCTE 3-0€Ta-0JL-TMAPOKCHUCTEPUAOBON IerujporesLasa BO
BHYTPMHAAIIOYEYHMUKOBLIX KJIETKaX.
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SUMMARY

The effect of a single dose of Oestradiolum benzoicum administered on the
second and seventh day of chickens development on their adrenal cortex was
examined. The studies were carried out on 400 hen gorms of ”Brojler” phylum.
QOestradiolum given on the second day of development had toxic effect upon the
germ while oestradiolum given on the seventh day did not cause any essential mor-
phological changes, degeneration of suprarenal glands or bloody extravasations but
it effected the reduction in the number of mesousuprarenal cells, the decrease of
sudanophility and dehydrogenase 3-B-ol-hydroksysteroid activity in mesosuprarenal
cells.






