ROCZN. PZH, 2004, 55, NR 2, 147-157

MAELGORZATA M. DOBRZYNSKA, MARIA G. SLOWIKOWSKA, URSZULA MIKULSKA

ZMIANY W ZDOLNOSCIACH REPRODUKCYJNYCH SAMCOW MYSZY
NARAZONYCH NA DZIALANIE WINBLASTYNY I PROMIENIOWANIA X

THE EFFECT ON THE REPRODUCTION ABILITY OF MALE MICE EXPOSED
TO VINBLASTINE AND X-RAYS

Zaktad Ochrony Radiologicznej i Radiobiologii
Panstwowy Zakfad Higieny
00-791 Warszawa, ul. Chocimska 24,
Kierownik: dr KA. Pachocki

Zbadano wplyw narazenia samcow myszy na rozne dawki winblastyny oraz na
skojarzone dawki promieniowania X i winblastyny na ilos¢ i jakos¢ ich gamet oraz
na plodnosé, wystgpowanie zgonow wewngtrzmacicznych oraz wad wrodzonych
u potomstwa.

WSTEP

Zwiekszajace si¢ zanieczyszczenie Srodowiska naturalnego jest jedng z przyczyn narasta-
jacej zachorowalnoSci na nowotwory. Przez wiele lat nowotwory leczono stosujac zabieg
operacyjny i napromienianie. Chemioterapia, jako trzecia metoda leczenia za pomoca na-
turalnych i syntetycznych lekOw cytostatycznych rozwingta si¢ w ostatnim trzydziestoleciu,
chociaz jej poczatki siegaja zakonczenia drugiej wojny Swiatowej, kiedy odkryto przeciw-
nowotworowe wiasciwoSci iperytu azotowego i jego pochodnych [7, 27]. Spo$rod chemio-
terapetykow, do czgsciej stosowanych w leczeniu rdznych rodzajow nowotwordw naleza le-
ki z grupy Vinca alkaloidow [12]. Czesto sa one stosowane w skojarzeniu z innymi chemio-
terapeutykami lub z promieniowaniem jonizujacym (radioterapia) [16, 28, 33].

Dtugotrwate narazenie (droga wziewna) na mate dawki zwiazkéw uzywanych w chemio-
terapii nie jest obojetne dla zdrowia personelu medycznego. Toksyczno§é cytostatykow,
zwlaszcza dla prawidtowo, szybko proliferujacych tkanek gospodarza jest tak duza, ze mo-
ze prowadzi¢ do niebezpiecznych objawdw niepozadanych. Naleza do nich zmiany w ob-
razie krwi i uszkodzenia komorek somatycznych, jak réwniez zmiany w komdrkach rozrod-
czych, ktore moga prowadzi¢ do zaburzenia spermatogenezy lub cyklu miesiaczkowego
[27].

Narazenie me¢zczyzn na rézne czynniki chemiczne i fizyczne moze wptywac niekorzyst-
nie na ich zdolnosci reprodukeyjne, a takze na rozwdj i stan zdrowotny ich potomstwa.
Gardner i wsp. [14, 15] znalezli wspoizalezno$¢ pomigdzy narazeniem zawodowym mez-
czyzn pracujacych w elektrowni atomowej w Sellafield, a zachorowalnoScig na bialaczke
ich dzieci. Badania przeprowadzone na zwierzetach narazonych na r6zne zwiazki chemicz-
ne lub promieniowanie X wykazaly niewielkie zwickszenie czgstosci wystgpowania nowo-
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twordw w pokoleniu F;, zwiekszong $miertelno$¢ wewnatrzmaciczng oraz wystgpowanie
plodéw z wadami, ktore moga by¢ spowodowane uszkodzeniami genetycznymi przenoszo-
nymi przez meskie komorki rozrodeze [2, 3, 19, 20, 23, 25, 26].

Wykrywanie nowotwordw na coraz wezesniejszych etapach ich rozwoju oraz ciagle udo-
skonalane metody leczenia powoduja, zZe coraz wigcej pacjentdw po pomyslnie przebytej
terapii powraca do zdrowia. Czg$¢ z nich decyduje si¢ nastepnie na posiadanie potomstwa.
Bardzo wazne wydaje sie wiec zrozumienie wplywu efektow dziatania promieniowania jo-
nizujacego oraz lekdw przeciwnowotworowych na reprodukceje. Jest to interesujace zarow-
no w odniesieniu do pacjentow poddawanych przez krotki okres czasu dzialaniu duzych
dawek obu czynnikow, jak i pracownikow stuzby zdrowia, dtugotrwale narazonych na ma-
te dawki wymienionych czynnikéw.

Celem niniejszej pracy byto zbadanie zwigzku pomigdzy wystepowaniem zmian w ilosci
ijakoSci plemnikdw, a czgstoScig wystepowania zgondw wewnatrzmacicznych i wad rozwo-
jowych zywych ptodéw pod wplywem narazenia samcOw myszy na rézne dawki winblasty-
ny oraz na skojarzone dzialanie winblastyny i promieniowania X.

MATERIAL I METODY

Badania przeprowadzono na niewsobnych myszach Pzh: SFIS z Hodowli Pafnstwowego Zaktadu
Higieny, w wieku 8-9 tygodni w momencie rozpoczecia doswiadczen. Samcom podawano dootrzew-
nowo roztwdr winblastyny (VBL) w nastepujacych dawkach: 0,9 mg/kg mc, 1,8 mg/kg mc oraz 3,6
mg/kg mc.

W do$wiadczeniu dotyczacym skojarzonego dzialania samce napromieniono dawka 0,25 Gy pro-
mieniowania X bezposrednio przed dootrzewnowym podaniem 1,8 mg/kg mc winblastyny. Dawka
0,25 Gy promieniowania X zostala uznana za niemutagenng dla gamet meskich na podstawie
weze$niejszych badan wlasnych [9].

Zrédlem promieniowania X byl terapeutyczny aparat rentgenowski THX-250 firmy Medicor
(170 kV, 20 mV, filtracja dodatkowa 0,5 mm Cu, warstwa potéwkowa 0,8 mm Cu). Moc dawki wyno-
sifa 0,4 Gy/min. Zwierzeta byly napromienione jednorazowo na cale ciato.

Cze$¢ samcdw zabijano po 35 dniach od momentu ekspozycji. Wypreparowywano jadra i najadrza.
Oba jadra wazono, a nastepnie jedno z kazdego samca bylo uzywane do testu kometowego. Najadrza
wykorzystano w badaniach dotyczacych oceny ilosci i jakoSci nasienia.

Liczebnos¢ plemnikow oceniano na podstawie metody Searle i Beechey’a [30] z wtasnymi modyfi-
kacjami. Najadrza byly rozdrabniane w roztworze soli fizjologicznej w celu otrzymania zawiesiny
plemnikow, ktore byly nastepnie zliczane w komorze Biirkera.

Test morfologii plemnikéw wykonano zgodnie z metoda opisang przez Wyrobka i Bruce’a [35].
Z zawiesiny plemnikéw wykonywano preparaty mikroskopowe, w ktdrych po zabarwieniu zliczano po
1000 plemnikéw na mysz, a nastgpnie obliczano odsetek plemnikdw o nienaturalnych ksztattach tj.
nie posiadajacych haczyka, z bananoksztaltng gtowka, amorficznych, z podwinieta gtéwka oraz nie po-
siadajacych wici.

Test kometowy przeprowadzono na podstawie metod opisanych przez Singh’a [31] oraz Anderson
iwsp. [1]. Po rozdrobnieniu jader otrzymywano zawiesing komorek rozrodczych. Wykonane prepara-
ty analizowano pod mikroskopem fluorescencyjnym. Oceniano 200 komdrek z kazdej myszy, dzielac
je na 5 kategorii w zaleznoSci od procentowej zawarto$ci DNA w ,,ogonie komety” (0-5%, 5-20%,
20-40%, 40-95%, >95%), zwiazanej ze stopniem uszkodzenia DNA.

Dos$wiadczenia dotyczace wplywu badanych czynnikow na rozwoj plodoéw przeprowadzono na
podstawie metody Knudsen i wsp. [22] z wiasnymi modyfikacjami. Pozostale samce faczone byly
przez 7 tygodni co tydzien z 3 nowymi samicami. W ten sposob okre$lano wplyw badanych czynni-
kéw na rézne stadia rozwojowe meskich komorek rozrodezych: plemniki (1 tydzien po ekspozycji),
spermatydy (2-3 tydzief), spermatocyty (4-5 tydziefl), spermatogonia (6 tydzief), komorki macie-
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rzyste spermatogonii (7 tydzien). U samic sprawdzano codziennie obecno$¢ czopéw pochwowych.
Samice byly zabijane 18 dnia po wystapieniu czopa pochwowego lub 18. dnia po polaczeniu z sam-
cem, w przypadku, gdy czopa pochwowego nie znaleziono. Samce, ktére nie zaplodnily zadnej sami-
cy w danym okresie byly klasyfikowane jako nieplodne. Samice posiadajace zywe lub martwe implan-
tacje byly klasyfikowane jako ci¢zarne. Zliczano zywe i martwe ptody. Wsrdd ptodéw martwych wy-
rézniano wezesne tj. obumarle wkrotce po implantacji i czedciowo zresorbowane, oraz pozne tj. ob-
umarle po zakoficzeniu procesu organogenezy. Plody zywe byly wazone i analizowane pod katem
wystepowania widocznych wad wrodzonych (np. przepuklina brzuszna, zewnatrzmdzgowie). Ptody
o masie ciala nie przekraczajacym 75% Sredniej masy ciala pozostalych plodow w miocie klasyfiko-
wano jako karfowate [23]. Na podstawie uzyskanych wynikéw obliczano réwniez odsetek dominuja-
cych mutacji letalnych:

zywe plody/cigzarng samicg w grupie dos§wiadczalnej

%DML =|1 x100%

zywe plody/cigzarna samicg w grupie kontrolnej

Oceny statystycznej wynikow dokonano stosujac testy t-Studenta oraz Chi-kwadrat.

WYNIKI

W tabeli I przedstawiono wyniki dotyczace wplywu dziatania r6znych dawek winblasty-
ny oraz skojarzonego dzialania promieniowania X i winblastyny na gonady i gamety me-
skie. Podanie samcom myszy winblastyny w dawce 3,6 mg/kg mc spowodowato zmniejsze-
nie ci¢zaru ich jader o blisko 35% w stosunku do masy jader myszy kontrolnych. We
wszystkich grupach do$wiadczalnych obserwowano zmniejszenie liczby plemnikow. Szcze-
golnie wyrazny efekt obserwowano po narazeniu samcdéw na dawki 1,8 mg/kg mc VBL
oraz 3,6 mg/kg mc VBL. Liczba plemnikéw zmniejszyta si¢ o okoto 45-52%. U wszystkich
myszy narazonych na dziatanie winblastyny oraz na skojarzone dziatanie winblastyny i pro-
mieniowania X stwierdzono zwigkszenie liczby plemnikéw zmienionych morfologicznie.
Najwyzszy odsetek plemnikow o nienaturalnych ksztattach zanotowano po ekspozycji na
dawke 3,6 mg/kg mc VBL. Charakterystyczne w opisanym badaniu bylo wystepowanie
w kazdej z grup doSwiadczalnych po okoto 10 % plemnikéw posiadajacych jednocze$nie
dwa rodzaje anomalii.

Wyniki testu kometowego przedstawiono w Tabeli II. Obserwowano istotne roznice sta-
tystyczne pomiedzy grupa kontrolng a kazda z grup badanych. Natomiast r6znice pomig-
dzy grupami badanymi byly niewielkie. Po narazeniu myszy na winblastyne lub skojarzone
dziatanie promieniowania X i winblastyny obserwowano zmniejszenie liczby komorek nie-
uszkodzonych lub z niewielkimi uszkodzeniami (do 20% DNA w ogonach komet). Zwigk-
szala si¢ natomiast liczba komorek ze znaczna liczba peknigé pojedynczoniciowych
(40-95% DNA w ogonach komet).

Odsetek plodnych samcow wynosit od 93% do 100% w grupie kontrolnej oraz od 73%
do 100 % w grupach doSwiadczalnych. Narazenie samcOw myszy na winblastyn¢ nie powo-
dowato wiec ich nieptodnosci. Nie stwierdzono istotnych statystycznie rdznic w odsetkach
cigzarnych samic pomigdzy grupa kontrolng a wigkszoscig grup doswiadczalnych. Zmniej-
szenie odsetka cigzarnych samic obserwowano jedynie po zastosowaniu najwyzszej dawki
winblastyny (3,6 mg/kg mc). Od 1 do 4 tygodnia po podaniu winkrystyny tj. po narazeniu
pdznych spermatocytow, spermatyd i plemnikow nie zachodzilo w ciaze od 27 do
43% samic. Po narazeniu na dawke 0,9 mg/kg mc lub na 1,8 mg/kg mc VBL nie stwierdzo-
no istotnego zmniejszenia si¢ ogdlne;j liczby plodéow w miotach ani liczby zywych ptodow
w porOwnaniu z grupa kontrolna. Nie wykazano rowniez wystepowania zwickszone;j liczby
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Tabela II. Rodzaje uszkodzen DNA w meskich komorkach rozrodezych myszy po dziataniu
winblastyny oraz skojarzonym dzialaniu promieniowania X i winblastyny
Types of Comet damage after exposure of male mice germ cells to vinblastine and
X-rays-vinblastine combination

Srednie liczby komorek z r6zng zawarto$cia DNA Statys-
Dawka w ogonach komet £SD yka
A B C D E

Kontrola 89,4£16,95 24,6£14,86 24,8+10,23 61,2£12,15 0,0£0,00

0,9 mg/kg VBL 31,8£17,36 42,0£11,98 40,8+ 9,23 84,8£17,80 0,6+0,89 *
1,8 mg/kg VBL 47,8£18,12 42,2+ 942 45,2+19,56 72,6£10,92 0,240,445 *
3,6 mg/kg VBL 30,8£18,10 46,4+10,95 33,6+ 6,19 87,8£1297 1,2£1,79 *
0,25 Gy + 1,8 mg/kg VBL 46,0£11,14 39,6+ 9,96 32,6+ 6,35 85.8£ 9,04 0,0£0,00 *

* - p<0,01 - rdznice statystycznie istotne w poréwnaniu do kontroli w tescie t-Studenta

martwych plodéw u samic cigzarnych. Po zastosowaniu dawki 3,6 mg/kg mc VBL stwier-
dzono zmniejszenie si¢ liczby implantacji oraz zywych ptoddw po ekspozycji pdznych sper-
matyd oraz wezesnych spermatocytow. Po narazeniu tych stadiow obserwowano réwniez
indukcje ponad 15% dominujacych mutacji letalnych. Po skojarzonym dziataniu matych
dawek promieniowania X i VBL nie obserwowano zmniejszonej liczby implantacji ani zy-
wych plodow ani tez indukcji dominujacych mutacji letalnych. Stwierdzono natomiast
zwickszenie czgstosci wystepowania martwych ptodow (Tab. I1I).

Po narazeniu samc6w na dziatanie winblastyny ani po skojarzonym dzialaniu promienio-
wania X i winblastyny nie obserwowano istotnego obnizenia §redniego ciezaru ciata pto-
dow (Tab. III). Zardwno w grupie kontrolnej, jak i w grupach do§wiadczalnych notowano
pojedyncze przypadki wystepowania ptodéw z wadami wrodzonymi. Byly to gtdéwnie pto-
dy kartowate. Najwiecej ptodow z wadami byto w grupie 0,9 mg/kg mc VBL. Jednakze licz-
ba ich nie rdznita si¢ istotnie od liczby ptodoéw z wadami, ktore pojawiaja sie spontanicz-
nie (16 w grupie doSwiadczalnej w poréwnaniu z 10 w grupie kontrolnej).

DYSKUSJA

Gonady i gamety meskie sa szczeg6lnie wrazliwe na uszkodzenie spowodowane przez
czynniki fizyczne i chemiczne. Zniszczenie macierzystych komdrek spermatogonii, z ktd-
rych wywodza si¢ plemniki prowadzi do catkowitej nieptodnosci. Okresowa nieptodno$¢
moze by¢ natomiast spowodowana uszkodzeniem postspermatogonialnych stadiéw rozwo-
jowych meskich komorek rozrodezych. Konsekwencjami zaburzen w procesie spermatoge-
nezy na ktorymkolwiek jej etapie moga by¢ zmiany w liczbie, strukturze, ruchliwosci lub
zywotnosci plemnikdw, jak réwniez zmiany w strukturze chromatyny jadrowej komorek
rozrodczych, zmniejszajace zdolnos$¢ do zaptodnienia. Prawdopodobnie konsekwencja za-
burzenia spermatogenezy moga by¢ rowniez uszkodzenia plemnikow [5].

W opisanych badaniach stwierdzono korelacje pomigdzy obnizeniem masy jader
a zmniejszona liczba plemnikow u samcow narazonych na dawke 3,6 mg/kg mec VBL. Licz-
ba plemnikéw obnizyta sie tez w pozostatych grupach do$wiadczalnych. Jagetia i wsp. [17]
obserwowali znaczne zmniejszenie masy jader myszy narazonych na dzialanie dawek od
1 do 2 mg/kg me VBL w roznych odstepach czasu od zakoficzenia ekspozycji. Ci sami au-
torzy stwierdzili réwniez zaburzenia w przemianach kolejnych stadiow rozwojowych me-
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skich komorek piciowych w nastepne. Sjoblom i wsp. [32] wykazali natomiast, ze sperma-
togonia i spermatocyty szczuréw byly stosunkowo odporne na dziatanie winblastyny.

Podobny do opisanego w niniejszej pracy efekt obserwowano u pacjentéow poddanych
radioterapii oraz chemioterapii zestawem lekow zawierajacych m. in. winblastyne. Stwier-
dzono u nich zmniejszenie si¢ liczby plemnikéw o 80 do 100%. U 96% pacjentdw liczba
plemnikow powracata do stanu przed leczeniem w okresie od 4,5 do 18 miesigcy od zakon-
czenia terapii [10]. Inne badania kliniczne wykazaly, ze wskutek chemioterapii z zastoso-
waniem m. in. VBL u ponad 30% pacjentow nastepowata nieptodnos¢, a u 50% zmniej-
szenie liczby plemnikéw. Po 4,5 miesigcach liczba plemnikow powracata do stanu pierwot-
nego [24].

W badaniach dotyczacych indukcji mikrojader w spermatydach myszy, Kallio i Lahdetie
[21] stwierdzili niewielkie dziatanie mutagenne winblastyny w poréwnaniu z wplywem te-
go zwiazku na komorki somatyczne. JednoczeS$nie wykazano, ze mikrojadra zawieraja ca-
te chromosomy, co potwierdza aneugenne wtasciwosci winblastyny. Badania innych auto-
row nie potwierdzily natomiast aneugennych wiasciwosci tego zwigzku w odniesieniu do
komorek piciowych [29].

Obserwowane w prezentowanej pracy znaczne zmniejszenie odsetka cigzarnych samic
po podaniu 3,6 mg/kg mc VBL moze by¢ rezultatem wystepowania malej liczby plemni-
kéw w ejakulacie. Prawdopodobne jest rowniez przedimplantacyjne zamieranie zygot, kto-
re moglo by¢ spowodowane m. in. defektami plemnikéw [36]. Badania innych autoréw nie
wykazaly istotnej statystycznie Smiertelnosci wérdd plodow ani indukcji dominujacych mu-
tacji letalnych po dziataniu winblastyny in vivo. Stwierdzono natomiast, podobnie jak w ni-
niejszych badaniach, nizszy odsetek ciezarnych samic po zastosowaniu dawek od 1,95 do
4,50 mg/kg mc [8, 11].

Skojarzone dzialanie promieniowania X i winblastyny nie powodowato znacznego efek-
tu. Wezesniejsze badania dotyczace skojarzonego dzialania promieniowania X i Vinca al-
kaloidow wykazaly zaburzenia spermatogenezy, zmniejszenie ci¢zaru jader, zamieranie
komorek plciowych oraz zwickszenie liczby martwych ptodéw w pordéwnaniu do efektu
dziatania kazdego z czynnikdw oddzielnie [4, 18].

Pomimo nie zaobserwowania istotnych efektéw reprodukcyjnych w wyniku skojarzone-
go dziatania, wydaje si¢ prawdopodobne, ze efektem dziatania winblastyny byto obumie-
ranie gamet, co potwierdza fakt zmniejszenia si¢ liczby plemnikdw oraz podwyzszenie si¢
czestoSci wystepowania plemnikow o nienaturalnych ksztattach. Zwigkszona liczba mar-
twych plodéw moze by¢ spowodowana takze defektami gamet meskich.

Wystepowanie wad wrodzonych u potomstwa myszy narazonych na najmniejsza dawke
byto prawdopodobnie spowodowane zaptodnieniem komorek jajowych przez uszkodzone
plemniki [36]. Natomiast po wyzszych dawkach uszkodzenia materiatu genetycznego ga-
met meskich byly prawdopodobnie tak duze, ze powodowaty obumieranie ptodow.

Williams [34] stwierdzil, ze podanie winblastyny w czasie ciazy hamuje synteze DNA roz-
wijajacych si¢ plodow myszy. Balla i wsp. [4] zaobserwowal natomiast wzrost liczby ptodéw
z wadami wrodzonymi u potomstwa samic narazonych podczas cigzy na dzialanie promie-
niowania X i Vinca alkaloidow. U chomikéw podanie 0,25 mg/kg mc winblastyny lub
0,10 mg/kg mc winkrystyny w 8 dniu cigzy indukuje zmiany wrodzone u potomstwa, takie
jak brak oczu, maloocze, brak kosci czaszki, rozszczep kregostupa [13]. Choudhury i wsp.
[6] sugerowal, ze efekty indukowane w spermatogoniach myszy moga by¢ przenoszone do
nastepnego pokolenia.
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WNIOSKI

1. Narazenie na winblastyne lub skojarzone dzialanie winbastyny i promieniowania X
wplywa niekorzystnie na zdolnoSci reprodukcyjne samcéw myszy, powodujac redukcje
liczby plemnikdw oraz zwigkszenie czgstoSci wystepowania plemnikow o nienaturalnej bu-
dowie morfologiczne;j.

2. Obnizenie si¢ liczebnoSci i pogorszenie si¢ jakosci plemnikéw po podaniu duzej daw-
ki winblastyny samcom myszy powoduje zmniejszenie si¢ odetka ci¢zarnych samic.

3. Winblastyna oraz skojarzone dziatanie promieniowania X i winblastyny powoduje
zwigkszenie czestosci wystepowania pojedynczoniciowych peknie¢ DNA w meskich ko-
morkach rozrodczych.

4. Skojarzone dziatanie promieniowania X i winblastyny w malych (niemutagennych)
dawkach nie wplywa w sposdb istotny na indukcje dominujgcych mutacji letalnych, jednak-
ze fakt pojawienia si¢ zwiekszonej liczby martwych ptodéw dowodzi istnienia mozliwosci
wystapienia poronien oraz niekorzystnego wplywu na potomstwo narazonych ojcow.

M.M. Dobrzyaska, M.G. Stowikowska, U. Mikulska

THE EFFECT ON THE REPRODUCTION ABILITY OF MALE MICE EXPOSED
TO VINBLASTINE AND X-RAYS.

Summary

The effects of male mice to vinblastine (VBL) and combined X-rays-vinblastine treatments on the
sperm quantity and quality, fertility and induction of foetal deaths and congenital malformations in
the offspring were investigated. VBL and combined X-rays-VBL exposure caused decrease in testes
weight and sperm count as well as increased percent of abnormal spermatozoa. Both vinblastine
and X-rays-vinblastine combination induced increase in frequency of DNA single strand breaks in
germ cells. The highest dose of VBL induced decrease of percent of pregnant females, decrease of li-
ve foetuses and induction of dominant lethal mutations after exposure some stages of spermatogene-
sis. Combined exposure to low doses of X-rays and vinblastine enhanced the frequency of dead im-
plants. After exposure to VBL on its own as well as to combination of low doses of both agents incre-
ase in the frequency of congenital malformations was not observed.
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