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Przedstawiono wyniki dotyczące zmian morfologicznych plemników myszy po  
ekspozycji spermatogonii na promieniowanie X  lub cyklofosfamid oraz na skoja
rzone działanie obu czynników.

WSTĘP

Ludzie narażeni są na jednoczesne działanie wielu czynników fizycznych, chem i
cznych i biologicznych, które obecne są w środowisku naturalnym oraz na stanowiskach 
pracy. W iele z tych czynników działając na komórki rozrodcze uszkadza m ateriał 
genetyczny, co prowadzi do wystąpienia mutacji, które są przenoszone z pokolenia na 
pokolenie.

Promieniowanie jonizujące jest czynnikiem powszechnie występującym w środowisku 
człowieka oraz stosowanym w leczeniu chorób nowotworowych. Indukuje dom inujące 
mutacje letalne po ekspozycji różnych stadiów rozwojowych męskich kom órek rozrod
czych [7]. Powoduje też występowanie zmian morfologicznych plemników [5, 19]. 
Indukuje również powstawanie mikrojąder w spermatydach [6].

Cyklofosfamid (CP) jest lekiem przeciwnowotworowym oraz stosowanym u pa
cjentów przygotowywanych do przeszczepu szpiku kostnego [12]. Jest związkiem alki
lującym, podawany jest w nieczynnej farmakologicznie postaci, która uczynnia się 
w wątrobie pod wpływem enzymów mikrosomalnych. Cyklofosfamid powoduje uszko
dzenie biologicznej czynności DNA, co prowadzi często do śmierci komórki. Badania 
wykazały, że cyklofosfamid jest mutagenem, kancerogenem  i teratogenem  dla zwierząt 
[2, 10, 12]. Po działaniu cyklofosfamidu stwierdzono również występowanie dom i
nujących mutacji letalnych oraz wad wrodzonych u potomstwa eksponowanych gryzoni 
[1, 3, 4, 13-15, 18, 29-31]. Indukuje zmiany morfologiczne plemników u myszy [20, 
32], a u pacjentów leczonych cyklofosfamidem stwierdzono zmniejszenie liczby plem 



MATERIAŁ I METODY

Badania przeprowadzono na samcach myszy niewsobnego szczepu Sfis z hodowli Państwo
wego Zakładu Higieny, w wieku 11-14 tygodni. Zwierzęta napromieniano lub/i podawano im 
dootrzewnowo roztwór cyklofosfamidu. Myszom kontrolnym podawano 0,9% wodny roztwór 
NaCI. W każdym przypadku zwierzętom podawano około 0,4 ml roztworu, w zależności od 
ciężaru ciała.

Źródłem promieniowania X był terapeutyczny aparat rentgenowski THX-250 firmy Medicor 
(170 kV, 20 mV, filtracja dodatkowa 0,5 mm Cu, warstwa połówkowa 0,8 mm Cu). Moc dawki 
mierzona w MIX-D fantomie myszy, umieszczonym w plastikowej tubie wynosiła 0,4 Gy/min. 
Zwierzęta były napromienione jednorazowo na całe ciało.

Myszy eksponowane były na następujące dawki: 0,25 Gy; 1,00 Gy; 25 mg/kg mc CP; 100 
mg/kg mc CP; 0,25 Gy+25 mg/kg mc CP; 1,00 Gy+100 mg/kg mc CP. W przypadku skojarzonego 
działania cyklofosfamid podawano bezpośrednio po napromienieniu. Dawki wybrano na podsta
wie testu dominujących mutacji letalnych, przeprowadzonego wcześniej w naszym Zakładzie. 
Małe dawki (0,25 Gy oraz 25 mg/kg mc CP) nie indukowały efektu mutagennego po działaniu 
jednego czynnika. Duże dawki (1,00 Gy oraz 100 mg/kg mc CP) indukowały dominujące mutacje 
letalne.

Test morfologii plemników przeprowadzono według metody opisanej przez Wyrobka i Bruce'a 
[33, 34]. Zwierzęta były zabijane w 35 dniu po napromienieniu i/lub podaniu cyklofosfamidu. 
Plemniki wyciskano z najądrzy do nasieniowodów, a następnie zawieszano w 0,9% roztworze 
chlorku sodowego i wykonywano preparaty mikroskopowe. Po wysuszeniu preparaty utrwalano 
w mieszaninie alkoholu etylowego i kwasu octowego, a następnie barwiono 1% wodnym roz
tworem eozyny X. Preparaty analizowano pod mikroskopem świetlnym w kontraście fazowym. 
Zliczano po 1000 plemników od każdej myszy i określano odsetek plemników o nienaturalnych 
kształtach: nie posiadające haczyka, z bananokształtną główką, z podwiniętą główką, amorficzne 
oraz posiadające dwie wici.

WYNIKI

Wyniki dotyczące zmian morfologicznych plemników po napromienieniu, ekspozycji na 
cyklofosfamid oraz po skojarzonym działaniu obu czynników znajdują się w Tabeli I.
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T a b e l a  I . Zmiany morfologiczne plemników po ekspozycji samców myszy na promienio
wanie X lub cyklofosfamid oraz na skojarzone działanie obu czynników. 
Sperm head abnormalities after exposure of male mice to X-rays or cyclopho
sphamide or to combination of both agents.

* różnice istotne statystycznie w porównaniu do kontroli w teście t-Studenta (p < 0,05)

W grupie kontrolnej stwierdzono około 9% zmienionych morfologicznie plemników. 
Nieco wyższe rezultaty zanotowano po ekspozycji na prom ieniowanie X oraz po 
podaniu cyklofosfamidu, zarówno w dużych, jak i małych dawkach. Wyniki nie różniły 
się statystycznie. Po skojarzonym działaniu obu czynników w dużych i małych dawkach 
stwierdzono wyraźny efekt biologiczny, jednak w żadnym przypadku liczba plemników 
po skojarzonym działaniu nie przekraczała sumy zmienionych morfologicznie plem 
ników po działaniu każdego z czynników osobno. Jedynie po ekspozycji na 1,00 Gy 
+ 100 mg/kg mc CP otrzymany wynik był istotny statystycznie.

Najczęstszą zmianą morfologiczną w grupie kontrolnej oraz we wszystkich grupach 
doświadczalnych oprócz myszy napromienionych dawką 1,00 Gy było występowanie 
plemników z podwiniętą główką. W grupach napromienionych powszechnie występo
wały plemniki z główką amorficzną, a szczególnie główki o nienaturalnie dużych roz
miarach. W przypadku grupy 1,00 Gy główek amorficznych było około 40%, a w grupie
0,25 Gy około 27%. W pozostałych grupach ten rodzaj anomalii był drugi pod 
względem częstości występowania. Ponadto w grupach napromienionych popularną 
zmianą morfologiczną było występowanie plemników bez haczyka (Tabela II).
T a b e l a  I I .  Odsetek różnych rodzajów zmienionych morfologicznie plemników.

Percent of different types of abnormal spermatozoa.

Dawka bez główka amorficzne podwinięta dwuwiciowe
haczyka banano- główka

kształtna
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DYSKUSJA

Bruce i wsp. [5] wykazali, że liczba zmienionych morfologicznie plemników poja
wiających się spontanicznie jest różna w zależności od szczepu myszy. Po przebadaniu 
różnych szczepów stwierdzono od 1 do 15% plemników o nienaturalnych kształtach. 
U myszy szczepu Swiss zaobserwowano ich 5,7% [5, 21, 23, 27], a więc nieco mniej 
w porównaniu do opisanych rezultatów.

W przedstawionym doświadczeniu męskie komórki rozrodcze były narażone na 
działanie prom ieniowania X jako spermatogonia. Zarówno małe, jak i duże dawki nie 
powodowały istotnego zwiększenia częstości występowania zmienionych morfologicznie 
plemników. Inni autorzy obserwowali zwiększenie częstości plemników o nienatural
nych kształtach, jednak taki rezultat stwierdzono po ekspozycji wczesnych spermato- 
cytów [5, 17, 19]. Wyniki otrzymane po ekspozycji sperm atogonii na duże dawki 
prom ieniowania X mogą być rezultatem  nieprzeżywania części kom órek na skutek 
znacznych uszkodzeń. Zmniejszenie liczby plemników na skutek naprom ienienia ob
serwowali także inni autorzy [11, 32]. Sailer i wsp. [22] obserwowali zmiany morfolo
giczne plemników po ekspozycji sperm atogonii na dawki powyżej 60 radów.

Cyklofosfamid w dawkach od 10 do 25 mg/kg mc nie indukował istotnych różnic 
w częstości występowania zmienionych morfologicznie plemników u chomików syryj
skich w 1, 4 i 12 tygodniu po ekspozycji [27]. Wyrobek i Bruce [32] stwierdzili około 
2% zmienionych morfologicznie plemników u myszy w pierwszym tygodniu po podaniu 
20 lub 50 mg/kg mc CP. N atom iast w 4 i 10 tygodniu po podaniu związku tj. po 
ekspozycji wczesnych spermatocytów lub spermatogonii liczba zniekształconych plem
ników zwiększała się wraz ze wzrostem dawki. Zależność liczby anormalnych plemników 
od dawki po ekspozycji na cyklofosfamid stwierdził również Topham  [28]. Podobnie 
w opisanym doświadczeniu stwierdzono zależność liczby zmienionych morfologicznie 
plemników od dawki, jakkolwiek otrzymane rezultaty nie różniły się statystycznie od 
wyników uzyskanych dla myszy kontrolnych.

Otrzym ane rezultaty potwierdziły, że zdolność różnych czynników do uszkodzeń 
plemników jest związana z ich zdolnością do indukcji mutacji w komórkach rozrod
czych. Wyniki badań wykazały, że cyklofosfamid nie indukował istotnego podwyższenia 
częstości występowania zmian morfologicznych plemników po ekspozycji sperm atogo
nii, podczas gdy w innych pracach nie stwierdzono występowania dominujących mutacji 
letalnych po ekspozycji spermatogonii, wykazano natom iast ich występowanie po eks
pozycji spermatyd i plemników [8, 16]. W przypadku skojarzonego działania obu 
czynników w dużych dawkach stwierdzono w przedstawionej pracy istotne statystycznie 
podwyższenie częstości występowania zmienionych morfologicznie plemników, co od
powiada wynikom wskazującym na indukcję dominujących mutacji letalnych prezento
wanych w innej publikacji [16].

Istnieje niewielkie prawdopodobieństwo narażenia ludzi na skojarzone działanie 
promieniowania X i cyklofosfamidu w warunkach naturalnych, jest jednak ono możli
we podczas terapii przeciwnowotworowej. Wyniki mogą być również interesujące dla 
osób narażonych zawodowo na wymienione czynniki.
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WNIOSKI

1. Ekspozycja sperm atogonii na małe lub duże dawki promieniowania X lub cyklo- 
fosfamidu nie zwiększa istotnie częstości występowania anormalnych plemników.

2. Skojarzona ekspozycja zarówno na małe, jak i na duże dawki prom ieniowania 
X i cyklofosfamidu indukuje zwiększenie odsetka zmienionych morfologiczne plem 
ników.

3. W przypadku skojarzonej ekspozycji na duże dawki obu czynników stwierdzono 
wyraźną korelację występowania zmienionych morfologicznie plemników z indukcją 
dominujących mutacji letalnych.

M . M .  D o b r z y ń s k a ,  A . K .  G a j e w s k i

SPERM HEAD ABNORMALITIES OF MICE AFTER COMBINED 
X-RAYS-CYCLOPHOSPHAMIDE EXPOSURE

Summary

Male mice Sfis:Pzh were exposed to X-rays, cyclophosphamide or combination of both agents. 
Each of agent was given in low (0.25 Gy, 25 mg/kg bw CP) or high (1.00 Gy, 100 mg/kg bw 
CP) doses. Germ cells were exposed to agents as spermatogonia. After 35 days sperm abnor
malities test was performed. Exposure to one of agents only, did not enhance statistically 
significant frequency of morfologically abnormal spermatozoa. Combined treatment of sperma
togonia to both agents in low as well in high doses induce clear biological effects, but only 
combination of high doses (1.00 Gy + 100 mg/kg bw CP) induce statistically significant effect.

Results obtained in this study confirmed, that ablity of different agents to induce sperm-shape 
abnormalities is related to its ablity to induce mutations in germ cells.
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