ROCZNIK NAUKOWO-DYDAKTYCZNY WSP W KRAKOWIE
Z.154 Prace Fizjologiczne Il 1993

JERZY GALAS*

¢ hormonalna in vitro
izolowanych pecherzykow jajnikowych nomicy ruckj

Streszczenie

Badano aktywno$¢ hormonalng duzych pecherzykéw izolowanych
Zz jajnikbw 78 - 80-dniowych dziewiczych samic nornicy rudej, uro-
dzonych i hodowanych w diugim fotoperiodzie. Pecherzyki izolowano
bez uwzglednienia cyklu piciowego, ktéory u zwierzgt z indukowang
owulacja nie wystepuje z cykliczng regularnoscig. Pecherzyki hodo-
wano organotypowo przez 24 godziny. Przeprowadzono hodowle kontrol-
ne i z dodatkiem hormonéw gonadotropowych w stezeniu 100 ng/ml:
hormonu luteinizujgcego (LH) i prolaktyny (PRL). Metodg radioimmu-
nologiczng oznaczono w pozywkach: progesteron (P), estrogeny (E) i
androgeny (A). Hodowane pecherzyki nornicy wydzielaty, podobnie jak
u innych gryzoni, trzy badane grupy steroidéw. Obserwowana sekrecja
badanych steroidéw odzwierciedlata aktywno$¢ hormonalna pecherzykow
w momencie ich izolowania. Dodatek LH stymulowat, a PRL obnizat
sekrecje wydzielanych hormonéw steroidowych. Otrzymane wyniki wyka-
zatly zdolnos¢ reagowania izolowanych pecherzykow jajnikowych norni-
cy na hormony gonadotropowe in vitro.
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Wstep

Nornica ruda (Clethrionomys glareolus Schreber) jest zwierze-
ciem mnozacym sie sezonowo. Okres rozrodczy wystepuje od kwietnia
do sierpnia, a wiec w czasie trwania diugiego dnia (Clarke, 1985,
Clarke i wspbt., 1977). U zwierzat adaptowanych do warunkéw hodow-
li, rezim Swietlny diugiego dnia, np. 18L:6D (18 godzin Swiatta i 6
godzin ciemnosci) stymuluje funkcje gonad badang czestotliwoscig
zachodzenia w cigze (Tahkad i wsp6t, 1982). Brak jest natomiast
iloSciowych danych funkcji sekrecyjnej gonad.

Nornice jako zwierzeta rozmnazajgce sie sezonowo, sg zalezne od
fotoperiodu, regulujgcego ich rozrod. Z badan na szczurach wiadomo,
ze hormony gonadotropowe stymulujg steroidogeneze w jajnikach samic
(Stoktosowa, Nalbandov, 1972). Celem przedstawionej pracy byto zba-
danie czy fotoperiod moduluje sekrecyjng funkcje pecherzykéw jajni-
kowych nornic i czy zmienia wplyw hormonéw luteinizujgcego i pro-

laktyny na synteze hormondéw steroidowych w jajniku.

Materiat i metody

Mioty nornic hodowano w warunkach laboratoryjnych wedtug Tahka
(1980), w rezimie S$Swietlnym diugiego fotoperiodu 18L.-6D (Swiatto od
6.00 do 24.00). Miode samice oddzielano od samcéw po zaprzestaniu
karmienia przez matke. Karmiono je dieta wedlug Clarke'a (1985)
i Tahkd (1980). Samice urodzone w tym rezimie Swietlnym i dalej w
nim hodowane zabijano po osiggnieciu wieku 78-80 dni.

Jajniki nornic, a zwlaszcza pecherzyki jajnikowe sg bardzo
mate. Najwieksze pecherzyki przedowulacyjne majg S$rednice zaledwie
1.0 mm. Jatowo wypreparowane jajniki umieszczano w pozywce Eagle’a,
a nastepnie pod lupg izolowano z nich duze pecherzyki jajnikowe o

Srednicy od 0.61-1.0 mm (Galas i Stoklosowa, w druku).
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Pecherzyki takie hodowano w temp. 37°C metodg organotypowa wed-
tug metody Fainstat‘a (1972) w buteleczkach Leightona przez 24 go-
dziny. Pozywkg bylo medium Eagle’a wzbogacone dodatkiem 107. surowi-
cy cielecej. Wobec zachowania wysokiej aseptyki pracy nie dodawano
do pozywki antybiotykéw. Po 24 godzinach hodowli pozywke zlewano,
zamrazano i przechowywano w temp. -20°C do czasu dalszej analizy
steroidéw.

Prowadzono 3 rodzaje kultur pecherzykow:

1) w pozywce kontrolnej bez dodatku hormonodw,
2) w pozywce z dodatkiem 100 ng LH/ml,
3) w pozywce z dodatkiem 100 ng PRL/mI.

Analiza hormonéw steroidowych

W pozywkach oznaczano zawartos¢ wydzielonych androgenéw, pro-
gesteronu i estrogendw przy pomocy odpowiednich metod radioimmuno-
logicznych.

Androgeny oznaczano wg Dufau i wspét, (1972). Znacznikiem byt
[1,2,6,7-3H] Testosterone o sp. akt. 89 Ci/mmol, wyprodukowany
przez Amersham International pic. Uzywano przeciwciato Kkrolicze,
ktére otrzymano przez nastrzykiwanie Zwierzat testosterone-3-
-(O-carboxymethyl) oxime potaczonym z BSA (dar dr B. Ricarovej z
Institute of Radiolqgy, Czechostowackiej Akademii Nauk). Dawato ono
reakcje krzyzowe z dihydrotestosteronem w 183%, z androstendiolem
w 0.65%, z androsteronem w 0.06%, z epitestosteronem w 0.03%, a
reszte testowanych steroidow wigzato ponizej 0.01%. Krzywa miata
przebieg od 5 do 200 pg. Bltedy wewnagtrzseryjne byly mniejsze od 5%,
a miedzyseryjne od 9.6%.

Progesteron oznaczano wg Abrahama i wsp6t, (1971), uzywajac
[1,2,6,7-3H] Progesterone (sp. akt. 96 Ci/mmol: Amersham Interna-

tional pic.) jako znacznika i owcze przeciwcialo otrzymane przez
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immunizowanie zwierzat lla-hydroxy-progesterone succinyl-BSA (dar
prof. B. Cooka z Uniwersytetu w Glasgow). Dawato ono nastepujgce
reakcje krzyzowe: z pregnenolonem 187, z kortykosteronem 157, z
17a-OHP 0.87., z testosteronem 0.127. i z androstendionem 0.027.. Po-
zostate steroidy dawaly reakcje krzyzowe nizsze od 0.01. Krzywa
standardowa miata przebieg od 20 do 1000 pg. Btedy wewnatrzseryjne
bylty mniejsze od 57., a miedzyseryjne od 9.87..

Estrogeny oznaczano wg Hotchkiss i wsp6t (1971), uzywajac
[2,4,6,7,16,17-3H] Oestradiolu (sp. akt. 140 Ci/mmol: Amersham
International pic) jako znacznika i Kkrolicze przeciwciatlo wyprodu-
kowane w odpowiedzi na iniekcje ligandu 17B-estradiol-o-CMO:BSA
(dar prof. R. Rembiesy z Instytutu Farmakologii PAN w Krakowie).
Reakcje krzyzowe z 16-ketoestradiolem-17/3 wynosity 17, z estronem i
estriolem 0.87., z testosteronem 0.17., a z resztg testowanych ste-
roidow ponizej 0.017.. Krzywa standardowa miata przebieg od 5 do 200
pg, bledy wewnatrzseryjne byly mniejsze od 47., a miedzyseryjne od
7.57..

llos¢ hormondéw obliczano w pikogramach (pg) i nanogramach (ng)

na jeden pecherzyk i przedstawiono na skali pétlogarytmicznej.

Odczynniki:

W hodowli stosowano pozywke Eagle’a (Wytwdrnia Surowic i Szcze-
pionek Lublin) i surowice cielecg (Instytut Immunologii Wroctaw).

Wszystkie odczynniki uzywane do oznaczenn radio-immunologicz-
nych miaty wysoki stopiert czystosci, a takie jak alkohol, eter ety-
lowy i n-heksan byly destylowane przed uzyciem. Stosowano nastepu-
jace hormony gonadotropowe:

LH (NIH-LH-S-20 ovine),

PRL (NIH-PRL-ovine Biological Standards).
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Wyniki

Pecherzyki dobrze przezywaly w ciagu 24 godzin i wydzielaly w
hodowli kontrolnej 333 pg progesteronu, 63 pg estrogenéw i 26 pg
androgenéw na 1 pecherzyk (rye. 1). Wyzsza zawarto$¢ E od A Swiad-
czyta o braku zmian atretycznych w pecherzykach.

Dodatek hormonu luteinizujgcego do pozywki istotnie stymulowat
wydzielanie progesteronu (p<0.001) i estrogenéw (p<0.05), natomiast
w przypadku androgendéw stymulacja byla statystycznie nieistotna.
W obecnosci LH ilo$¢ wydzialanego progesteronu wzrastata 8-krotnie,
estrogendw 4-krotnie, a androgenéw 2-krotnie (rye. 1).

Natomiast dodatek prolaktyny dziatat wyraznie supresyjnie na
wydzielanie progesteronu (iloS¢ wydzielonego progesteronu malata
pod wptywem PRL 9-krotnie) i estrogendw (4-krotnie w poréwnaniu z
kontrolng hodowlg), a w mniejszym stopniu na wydzielanie androgenow
(ilos¢ wydzielonych androgenéw malata 2-krotnie, ryc. 2). Poniewaz
ilos¢ hormondéw wydzielanych przez pecherzyki wahata sie znacznie,

zaobserwowane roéznice byly statystycznie nieistotne.

Dyskusja

Przedstawione wyniki (ryc. 1 i 2) wykazaly, ze duze pecherzyki
wyizolowane z jajnikéw nornic hodowanych w diugim fotoperiodzie wy-
dzielaty, podobnie jak u innych gryzoni laboratoryjnych, wszystkie
trzy badane grupy steroidéw, a mianowicie: progesteron, estrogeny i
androgeny (Madej 1986, Szoitys 1981). Hodowane pecherzyki przedowu-
lacyjne szczura wydzielaty bowiem duze ilosci progesteronu oraz
estrogenow, jak wykazali Szottys i wspot. (1982).

W  przedstawionym  doswiadczeniu izolowano pecherzyki bez
uwzglednienia cyklu piciowego, ktéry u zwierzat sezonowych i nie
owulujgcych spontanicznie nie wystepuje z cykliczng regularnoscig

jak u szczurdow. Obserwowana sekrecja 3 badanych grup steroidow od-
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Nornica ruda (Cl.glareolus)
Pecherzyki duze

P-progesteron, E-estrogeny, A-androgeny
Rye. 1L Woydzielanie progesteronu -P, estrogenoéw -E i androgenéw -A

przez pecherzyki jajnikowe w hodowli kontrolnej (stupki
biate) i w hodowli z dodatkiem LH (stupki kreskowane)
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Nornica ruda (Cl.glareolus)
Pecherzyki duze

P-progesteron, E-esirogeny, A-androgeny

Ryc. 2. Wpydzielanie progesteronu -P, estrogendw -E i androgendw -A
przez pecherzyki jajnikowe w hodowli kontrolnej (stupki

biate) i w hodowli z dodatkiem PRL (stupki kreskowane)
|
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zwierciedlata aktywno$¢ hormonalna pecherzykéw w momencie izolowa-
nia. Wszystkie nornice uzyte w dosSwiadczeniach”™ byly osobnikami
dziewiczymi, ktore nigdy przedtem nie owulowaly. W jajnikach brak
byto ciatek zottych.

Pecherzyki nie byly atretyczne, bowiem wydzielaty znacznie
wieksze iloSci estrogendw niz androgenéw. Na wprowadzenie do pozyw-
ki hormonu luteinizujacego reagowaty one podwyzszong sekrecjg ste-
roidébw w sposéb bardzo widoczny (rye. 1). Swiadczyto to o tym, ze
pecherzyki w hodowli zachowywaty receptory LH i byly zdolne do
wzmozonej produkcji, szczegdlnie P, co jest cecha charakterystyczng
przedowulacyjnych pecherzykéw po endogennej fali LH (Szottys, 1976,
1981).

Prolaktyna dziatata ttumiaco na sekrecje pecherzykowych stero-
idow. Podobne hamujgce dziatanie prolaktyny na wydzielanie P i E
przez izolowane komorki jajnikowe swini obserwowano w hodowli tkan-
kowej (Stokiosowa, 1989).

Wydaje sie zatem, ze pecherzyk jajnikowy nornicy rudej reaguje
podobnie na dodatek LH i PRL jak pecherzyk zwierzat laboratoryjnych
lub hodowlanych.

Przedstawione wyniki sg pierwszymi danymi o funkcji hormonalnej
jajnikbw nornic i stanowig zachete do dalszych badarn nad regulacjg

hormonalna rozrodu samic nornicy rudej.
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Jerzy Galas

IN VITRO HORMONAL ACTIVITY OF
ISOLATED OVARIAN FOLLICLES OF BANK VOLE

Summary

The hormonal activity of large follicles isolated from the
ovaries of 78-80 day old virgin female bank voles, kept in a long
photoperiod was investigated. The follicles were isolated without
estimating the stage of the estrus cycle, as the cycle of the
animals with induced ovulation is very irregular. The follicles
were cultured as organ culture for 24 h, alone or with addition of
either LH (100 ng/ml) or PRL (100 ng/ml). In the collected culture
medium progesterone (P), estrogens (E), and androgens (A) were
estimated.

The cultured follicles of bank voles secreted, similarly to
other rodents, 3 types of steroids. As had been observed in rats,
the secretion of investigated steroids reflected the hormonal acti-
vity of follicles at the moment of isolation. The addition of LH
stimulated while PRL inhibited the follicular steroid secretion.
The results showed that the isolated ovarian follicles of bank

voles were able to react to gonadotropic hormones in vitro.
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IOPUN TANSAC

FTOPMOHANbHAA AKTWMBHOLUTDBH IN VITRO
N30/IMPOBAHHbLIX ANYHUKOBBLIX MY3bIPKOB PbLDKEW MONEBKUK

Pes3wme

MccnepoBanu ropmMoHanbHYHO aKTUBHOCTb 60/bLUNX SANYHUKOBbIX
Ny3blpbKOB, WN30/IMPOBaHHbIX U3 ANYHUKOB AeBCTBEHHbIX 78-80 AHEBHbIX
CaMOK pbDKeili MONéBKU, POXKAEHHbLIX W BblpalWMBaeMbIX B 4JIMHHOM
hoTtonepuopge. Tly3blpbKN W30IMPOBaNIN, He Yy4duTbiBas MNpy 3TOM
MoJsI0OBOr0 LMKNA, KOTOPbIV Y XXMUBOTHbLIX C MHAYLMWPOBAHHOW OBYynsaUUen
He HabnwjaeTcsa C UMNKINYHOW perynsapHocTbio. y3blpbKU KY/1bTUBUPO-
Ba/lM OPraHOTUMNHO B TeyeHUU 24 4acob. T[IpUMEHANN KOHTPO/bHbIE
KyNbTypbl, a TakXXe Ky/bTypbl C MPUMeECbIO FOHaAOTPOMHbLIX TOPMOHOB,
KOHUeHTpayueinr 100 ug/mn: LH v PRL (nponakTuH). B nuTaTenbHbIX
cpefax pagMoMMyHOJ/IOTMYECKUMMW MeTodaMu onpefensann: nporecre-
poH (P), actporeHbl (E), aHgporeHbl (A). W3 KynbTUBUPOBAHHbLIX
Ny3blpbKOB TMOMIEBKUN BbIAENANINCL (KaK U Yy ApYruUxX rpbi3yHOB) Tpu
BUAa nccnegyemMblx cTtepomnaoB. Habnwogaemas cekpeumsa mcernegyembix
CTeponaoB (TaK >Xe Kak MU Yy KpbIC) OTpaXkaeT c060 ropmMOHasIbHYIO
aKTMBHOCTb MNy3blpbKOB B MOMEHT u3onuposaHua. [Job6asneHue LH
Bbl3blBaB CTUMYNAUUIO, a PRL CHMXKeHMEe ceKpeuumn cTeponaHbIX ropmo-
HOB, BblAensemMbiX MNy3blpbKamMu. [Monbl4eHHbIe pe3y/ibTaTbl yKa3blBalT
Ha CMNOCOOGHOCTb pearnpoBaHUSA M30JIMPOBAHHbIX ANYHUKOBbLIX MNY3bIpb-

KOB MOSIEBKM HA FOHAAOTPOMHbIE TFOPMOHbLI in Vvitro.
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