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Zbadano wpływ narażenia samców myszy na różne dawki winblastyny oraz na
skojarzone dawki promieniowania X i winblastyny na ilość i jakość ich gamet oraz
na płodność, występowanie zgonów wewnątrzmacicznych oraz wad wrodzonych
u potomstwa. 

WSTĘP

Zwiększające się zanieczyszczenie środowiska naturalnego jest jedną z przyczyn narasta-
jącej zachorowalności na nowotwory. Przez wiele lat nowotwory leczono stosując zabieg
operacyjny i napromienianie. Chemioterapia, jako trzecia metoda leczenia za pomocą na-
turalnych i syntetycznych leków cytostatycznych rozwinęła się w ostatnim trzydziestoleciu,
chociaż jej początki sięgają zakończenia drugiej wojny światowej, kiedy odkryto przeciw-
nowotworowe właściwości iperytu azotowego i jego pochodnych [7, 27]. Spośród chemio-
terapetyków, do częściej stosowanych w leczeniu różnych rodzajów nowotworów należą le-
ki z grupy Vinca alkaloidów [12]. Często są one stosowane w skojarzeniu z innymi chemio-
terapeutykami lub z promieniowaniem jonizującym (radioterapia) [16, 28, 33]. 

Długotrwałe narażenie (drogą wziewną) na małe dawki związków używanych w chemio-
terapii nie jest obojętne dla zdrowia personelu medycznego. Toksyczność cytostatyków,
zwłaszcza dla prawidłowo, szybko proliferujących tkanek gospodarza jest tak duża, że mo-
że prowadzić do niebezpiecznych objawów niepożądanych. Należą do nich zmiany w ob-
razie krwi i uszkodzenia komórek somatycznych, jak również zmiany w komórkach rozrod-
czych, które mogą prowadzić do zaburzenia spermatogenezy lub cyklu miesiączkowego
[27]. 

Narażenie mężczyzn na różne czynniki chemiczne i fizyczne może wpływać niekorzyst-
nie na ich zdolności reprodukcyjne, a także na rozwój i stan zdrowotny ich potomstwa.
Gardner i wsp. [14, 15] znaleźli współzależność pomiędzy narażeniem zawodowym męż-
czyzn pracujących w elektrowni atomowej w Sellafield, a zachorowalnością na białaczkę
ich dzieci. Badania przeprowadzone na zwierzętach narażonych na różne związki chemicz-
ne lub promieniowanie X wykazały niewielkie zwiększenie częstości występowania nowo-
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tworów w pokoleniu F1, zwiększoną śmiertelność wewnątrzmaciczną oraz występowanie
płodów z wadami, które mogą być spowodowane uszkodzeniami genetycznymi przenoszo-
nymi przez męskie komórki rozrodcze [2, 3, 19, 20, 23, 25, 26]. 

Wykrywanie nowotworów na coraz wcześniejszych etapach ich rozwoju oraz ciągle udo-
skonalane metody leczenia powodują, że coraz więcej pacjentów po pomyślnie przebytej
terapii powraca do zdrowia. Część z nich decyduje się następnie na posiadanie potomstwa.
Bardzo ważne wydaje się więc zrozumienie wpływu efektów działania promieniowania jo-
nizującego oraz leków przeciwnowotworowych na reprodukcję. Jest to interesujące zarów-
no w odniesieniu do pacjentów poddawanych przez krótki okres czasu działaniu dużych
dawek obu czynników, jak i pracowników służby zdrowia, długotrwale narażonych na ma-
łe dawki wymienionych czynników. 

Celem niniejszej pracy było zbadanie związku pomiędzy występowaniem zmian w ilości
i jakości plemników, a częstością występowania zgonów wewnątrzmacicznych i wad rozwo-
jowych żywych płodów pod wpływem narażenia samców myszy na różne dawki winblasty-
ny oraz na skojarzone działanie winblastyny i promieniowania X. 

MATERIAŁ I METODY

Badania przeprowadzono na niewsobnych myszach Pzh: SFIS z Hodowli Państwowego Zakładu

Higieny, w wieku 8–9 tygodni w momencie rozpoczęcia doświadczeń. Samcom podawano dootrzew-

nowo roztwór winblastyny (VBL) w następujących dawkach: 0,9 mg/kg mc, 1,8 mg/kg mc oraz 3,6

mg/kg mc. 

W doświadczeniu dotyczącym skojarzonego działania samce napromieniono dawką 0,25 Gy pro-

mieniowania X bezpośrednio przed dootrzewnowym podaniem 1,8 mg/kg mc winblastyny. Dawka

0,25 Gy promieniowania X została uznana za niemutagenną dla gamet męskich na podstawie

wcześniejszych badań własnych [9]. 

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 wyno-

siła 0,4 Gy/min. Zwierzęta były napromienione jednorazowo na całe ciało. 

Część samców zabijano po 35 dniach od momentu ekspozycji. Wypreparowywano jądra i najądrza.

Oba jądra ważono, a następnie jedno z każdego samca było używane do testu kometowego. Najądrza

wykorzystano w badaniach dotyczących oceny ilości i jakości nasienia. 

Liczebność plemników oceniano na podstawie metody Searle i Beechey’a [30] z własnymi modyfi-

kacjami. Najądrza były rozdrabniane w roztworze soli fizjologicznej w celu otrzymania zawiesiny

plemników, które były następnie zliczane w komorze Bürkera. 

Test morfologii plemników wykonano zgodnie z metodą opisaną przez Wyrobka i Bruce’a [35].

Z zawiesiny plemników wykonywano preparaty mikroskopowe, w których po zabarwieniu zliczano po

1000 plemników na mysz, a następnie obliczano odsetek plemników o nienaturalnych kształtach tj.

nie posiadających haczyka, z bananokształtną główką, amorficznych, z podwiniętą główką oraz nie po-

siadających wici. 

Test kometowy przeprowadzono na podstawie metod opisanych przez Singh’a [31] oraz Anderson
i wsp. [1]. Po rozdrobnieniu jąder otrzymywano zawiesinę komórek rozrodczych. Wykonane prepara-

ty analizowano pod mikroskopem fluorescencyjnym. Oceniano 200 komórek z każdej myszy, dzieląc

je na 5 kategorii w zależności od procentowej zawartości DNA w „ogonie komety” (0–5%, 5–20%,

20–40%, 40–95%, >95%), związanej ze stopniem uszkodzenia DNA. 

Doświadczenia dotyczące wpływu badanych czynników na rozwój płodów przeprowadzono na

podstawie metody Knudsen i wsp. [22] z własnymi modyfikacjami. Pozostałe samce łączone były

przez 7 tygodni co tydzień z 3 nowymi samicami. W ten sposób określano wpływ badanych czynni-

ków na różne stadia rozwojowe męskich komórek rozrodczych: plemniki (1 tydzień po ekspozycji),

spermatydy (2–3 tydzień), spermatocyty (4–5 tydzień), spermatogonia (6 tydzień), komórki macie-
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rzyste spermatogonii (7 tydzień). U samic sprawdzano codziennie obecność czopów pochwowych.

Samice były zabijane 18 dnia po wystąpieniu czopa pochwowego lub 18. dnia po połączeniu z sam-

cem, w przypadku, gdy czopa pochwowego nie znaleziono. Samce, które nie zapłodniły żadnej sami-

cy w danym okresie były klasyfikowane jako niepłodne. Samice posiadające żywe lub martwe implan-

tacje były klasyfikowane jako ciężarne. Zliczano żywe i martwe płody. Wśród płodów martwych wy-

różniano wczesne tj. obumarłe wkrótce po implantacji i częściowo zresorbowane, oraz późne tj. ob-

umarłe po zakończeniu procesu organogenezy. Płody żywe były ważone i analizowane pod kątem

występowania widocznych wad wrodzonych (np. przepuklina brzuszna, zewnątrzmózgowie). Płody

o masie ciała nie przekraczającym 75% średniej masy ciała pozostałych płodów w miocie klasyfiko-

wano jako karłowate [23]. Na podstawie uzyskanych wyników obliczano również odsetek dominują-

cych mutacji letalnych: 

Oceny statystycznej wyników dokonano stosując testy t-Studenta oraz Chi-kwadrat. 

WYNIKI

W tabeli I przedstawiono wyniki dotyczące wpływu działania różnych dawek winblasty-
ny oraz skojarzonego działania promieniowania X i winblastyny na gonady i gamety mę-
skie. Podanie samcom myszy winblastyny w dawce 3,6 mg/kg mc spowodowało zmniejsze-
nie ciężaru ich jąder o blisko 35% w stosunku do masy jąder myszy kontrolnych. We
wszystkich grupach doświadczalnych obserwowano zmniejszenie liczby plemników. Szcze-
gólnie wyraźny efekt obserwowano po narażeniu samców na dawki 1,8 mg/kg mc VBL
oraz 3,6 mg/kg mc VBL. Liczba plemników zmniejszyła się o około 45–52%. U wszystkich
myszy narażonych na działanie winblastyny oraz na skojarzone działanie winblastyny i pro-
mieniowania X stwierdzono zwiększenie liczby plemników zmienionych morfologicznie.
Najwyższy odsetek plemników o nienaturalnych kształtach zanotowano po ekspozycji na
dawkę 3,6 mg/kg mc VBL. Charakterystyczne w opisanym badaniu było występowanie
w każdej z grup doświadczalnych po około 10 % plemników posiadających jednocześnie
dwa rodzaje anomalii. 

Wyniki testu kometowego przedstawiono w Tabeli II. Obserwowano istotne różnice sta-
tystyczne pomiędzy grupą kontrolną a każdą z grup badanych. Natomiast różnice pomię-
dzy grupami badanymi były niewielkie. Po narażeniu myszy na winblastynę lub skojarzone
działanie promieniowania X i winblastyny obserwowano zmniejszenie liczby komórek nie-
uszkodzonych lub z niewielkimi uszkodzeniami (do 20% DNA w ogonach komet). Zwięk-
szała się natomiast liczba komórek ze znaczną liczbą pęknięć pojedynczoniciowych
(40–95% DNA w ogonach komet). 

Odsetek płodnych samców wynosił od 93% do 100% w grupie kontrolnej oraz od 73%
do 100 % w grupach doświadczalnych. Narażenie samców myszy na winblastynę nie powo-
dowało więc ich niepłodności. Nie stwierdzono istotnych statystycznie różnic w odsetkach
ciężarnych samic pomiędzy grupą kontrolną a większością grup doświadczalnych. Zmniej-
szenie odsetka ciężarnych samic obserwowano jedynie po zastosowaniu najwyższej dawki
winblastyny (3,6 mg/kg mc). Od 1 do 4 tygodnia po podaniu winkrystyny tj. po narażeniu
późnych spermatocytów, spermatyd i plemników nie zachodziło w ciążę od 27 do 
43% samic. Po narażeniu na dawkę 0,9 mg/kg mc lub na 1,8 mg/kg mc VBL nie stwierdzo-
no istotnego zmniejszenia się ogólnej liczby płodów w miotach ani liczby żywych płodów
w porównaniu z grupą kontrolną. Nie wykazano również występowania zwiększonej liczby

100%
rolnejrupie kontsamicê w g/ciê¿arn¹ ¿ywe p³ody

iadczalnejrupie doœwsamicê w g/ciê¿arn¹ ¿ywe p³ody
1–=%DML ×
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martwych płodów u samic ciężarnych. Po zastosowaniu dawki 3,6 mg/kg mc VBL stwier-
dzono zmniejszenie się liczby implantacji oraz żywych płodów po ekspozycji późnych sper-
matyd oraz wczesnych spermatocytów. Po narażeniu tych stadiów obserwowano również
indukcję ponad 15% dominujących mutacji letalnych. Po skojarzonym działaniu małych
dawek promieniowania X i VBL nie obserwowano zmniejszonej liczby implantacji ani ży-
wych płodów ani też indukcji dominujących mutacji letalnych. Stwierdzono natomiast
zwiększenie częstości występowania martwych płodów (Tab. III). 

Po narażeniu samców na działanie winblastyny ani po skojarzonym działaniu promienio-
wania X i winblastyny nie obserwowano istotnego obniżenia średniego ciężaru ciała pło-
dów (Tab. III). Zarówno w grupie kontrolnej, jak i w grupach doświadczalnych notowano
pojedyncze przypadki występowania płodów z wadami wrodzonymi. Były to głównie pło-
dy karłowate. Najwięcej płodów z wadami było w grupie 0,9 mg/kg mc VBL. Jednakże licz-
ba ich nie różniła się istotnie od liczby płodów z wadami, które pojawiają się spontanicz-
nie (16 w grupie doświadczalnej w porównaniu z 10 w grupie kontrolnej). 

DYSKUSJA

Gonady i gamety męskie są szczególnie wrażliwe na uszkodzenie spowodowane przez
czynniki fizyczne i chemiczne. Zniszczenie macierzystych komórek spermatogonii, z któ-
rych wywodzą się plemniki prowadzi do całkowitej niepłodności. Okresowa niepłodność
może być natomiast spowodowana uszkodzeniem postspermatogonialnych stadiów rozwo-
jowych męskich komórek rozrodczych. Konsekwencjami zaburzeń w procesie spermatoge-
nezy na którymkolwiek jej etapie mogą być zmiany w liczbie, strukturze, ruchliwości lub
żywotności plemników, jak również zmiany w strukturze chromatyny jądrowej komórek
rozrodczych, zmniejszające zdolność do zapłodnienia. Prawdopodobnie konsekwencją za-
burzenia spermatogenezy mogą być również uszkodzenia plemników [5]. 

W opisanych badaniach stwierdzono korelację pomiędzy obniżeniem masy jąder
a zmniejszoną liczbą plemników u samców narażonych na dawkę 3,6 mg/kg mc VBL. Licz-
ba plemników obniżyła się też w pozostałych grupach doświadczalnych. Jagetia i wsp. [17]
obserwowali znaczne zmniejszenie masy jąder myszy narażonych na działanie dawek od
1 do 2 mg/kg mc VBL w różnych odstępach czasu od zakończenia ekspozycji. Ci sami au-
torzy stwierdzili również zaburzenia w przemianach kolejnych stadiów rozwojowych mę-

T a b e l a  I I .  Rodzaje uszkodzeń DNA w męskich komórkach rozrodczych myszy po działaniu

winblastyny oraz skojarzonym działaniu promieniowania X i winblastyny

Types of Comet damage after exposure of male mice germ cells  to vinblastine and

X-rays-vinblastine combination

Dawka 

Średnie liczby komórek z różną zawartością DNA   

w ogonach komet ±SD 

           A                    B                 C                   D                  E 

Statys- 

tyka 

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±  9,42   45,2±19,56    72,6±10,92    0,2±0,45 * 

3,6 mg/kg VBL 30,8±18,10   46,4±10,95   33,6±  6,19    87,8±12,97    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 – różnice statystycznie istotne w porównaniu do kontroli w teście t-Studenta
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skich komórek płciowych w następne. Sjoblom i wsp. [32] wykazali natomiast, że sperma-
togonia i spermatocyty szczurów były stosunkowo odporne na działanie winblastyny. 

Podobny do opisanego w niniejszej pracy efekt obserwowano u pacjentów poddanych
radioterapii oraz chemioterapii zestawem leków zawierających m. in. winblastynę. Stwier-
dzono u nich zmniejszenie się liczby plemników o 80 do 100%. U 96% pacjentów liczba
plemników powracała do stanu przed leczeniem w okresie od 4,5 do 18 miesięcy od zakoń-
czenia terapii [10]. Inne badania kliniczne wykazały, że wskutek chemioterapii z zastoso-
waniem m. in. VBL u ponad 30% pacjentów następowała niepłodność, a u 50% zmniej-
szenie liczby plemników. Po 4,5 miesiącach liczba plemników powracała do stanu pierwot-
nego [24]. 

W badaniach dotyczących indukcji mikrojąder w spermatydach myszy, Kallio i Lahdetie
[21] stwierdzili niewielkie działanie mutagenne winblastyny w porównaniu z wpływem te-
go związku na komórki somatyczne. Jednocześnie wykazano, że mikrojądra zawierają ca-
łe chromosomy, co potwierdza aneugenne właściwości winblastyny. Badania innych auto-
rów nie potwierdziły natomiast aneugennych właściwości tego związku w odniesieniu do
komórek płciowych [29]. 

Obserwowane w prezentowanej pracy znaczne zmniejszenie odsetka ciężarnych samic
po podaniu 3,6 mg/kg mc VBL może być rezultatem występowania małej liczby plemni-
ków w ejakulacie. Prawdopodobne jest również przedimplantacyjne zamieranie zygot, któ-
re mogło być spowodowane m. in. defektami plemników [36]. Badania innych autorów nie
wykazały istotnej statystycznie śmiertelności wśród płodów ani indukcji dominujących mu-
tacji letalnych po działaniu winblastyny in vivo. Stwierdzono natomiast, podobnie jak w ni-
niejszych badaniach, niższy odsetek ciężarnych samic po zastosowaniu dawek od 1,95 do
4,50 mg/kg mc [8, 11]. 

Skojarzone działanie promieniowania X i winblastyny nie powodowało znacznego efek-
tu. Wcześniejsze badania dotyczące skojarzonego działania promieniowania X i Vinca al-
kaloidów wykazały zaburzenia spermatogenezy, zmniejszenie ciężaru jąder, zamieranie
komórek płciowych oraz zwiększenie liczby martwych płodów w porównaniu do efektu
działania każdego z czynników oddzielnie [4, 18]. 

Pomimo nie zaobserwowania istotnych efektów reprodukcyjnych w wyniku skojarzone-
go działania, wydaje się prawdopodobne, że efektem działania winblastyny było obumie-
ranie gamet, co potwierdza fakt zmniejszenia się liczby plemników oraz podwyższenie się
częstości występowania plemników o nienaturalnych kształtach. Zwiększona liczba mar-
twych płodów może być spowodowana także defektami gamet męskich. 

Występowanie wad wrodzonych u potomstwa myszy narażonych na najmniejszą dawkę
było prawdopodobnie spowodowane zapłodnieniem komórek jajowych przez uszkodzone
plemniki [36]. Natomiast po wyższych dawkach uszkodzenia materiału genetycznego ga-
met męskich były prawdopodobnie tak duże, że powodowały obumieranie płodów. 

Williams [34] stwierdził, że podanie winblastyny w czasie ciąży hamuje syntezę DNA roz-
wijających się płodów myszy. Balla i wsp. [4] zaobserwował natomiast wzrost liczby płodów
z wadami wrodzonymi u potomstwa samic narażonych podczas ciąży na działanie promie-
niowania X i Vinca alkaloidów. U chomików podanie 0,25 mg/kg mc winblastyny lub
0,10 mg/kg mc winkrystyny w 8 dniu ciąży indukuje zmiany wrodzone u potomstwa, takie
jak brak oczu, małoocze, brak kości czaszki, rozszczep kręgosłupa [13]. Choudhury i wsp.
[6] sugerował, że efekty indukowane w spermatogoniach myszy mogą być przenoszone do
nastepnego pokolenia. 
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WNIOSKI

1. Narażenie na winblastynę lub skojarzone działanie winbastyny i promieniowania X
wpływa niekorzystnie na zdolności reprodukcyjne samców myszy, powodując redukcję
liczby plemników oraz zwiększenie częstości występowania plemników o nienaturalnej bu-
dowie morfologicznej. 

2. Obniżenie się liczebności i pogorszenie się jakości plemników po podaniu dużej daw-
ki winblastyny samcom myszy powoduje zmniejszenie się odetka ciężarnych samic. 

3. Winblastyna oraz skojarzone działanie promieniowania X i winblastyny powoduje
zwiększenie częstości występowania pojedynczoniciowych pęknięć DNA w męskich ko-
mórkach rozrodczych. 

4. Skojarzone działanie promieniowania X i winblastyny w małych (niemutagennych)
dawkach nie wpływa w sposób istotny na indukcję dominujących mutacji letalnych, jednak-
że fakt pojawienia się zwiększonej liczby martwych płodów dowodzi istnienia możliwości
wystąpienia poronień oraz niekorzystnego wpływu na potomstwo narażonych ojców. 

M . M .  D o b r z y ń s k a ,  M . G .  S ł o w i k o w s k a ,  U .  M i k u l s k a

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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