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Endoksan (cyklofosfamid) malezy do grupy cytostatykéw alkilujgcych
(rys. 1). Powoduje on obnizenie indeksu mitotycznego w populacjach
komorek intensywnie dzielgcych sie, np. nowotworowych [7, 10]. Wyniki
histocautografii 3H-endoksanu wskazujg, ze po 6-12 godzinach najwieksze
nasilenie aktywno$ci promieniotwérczej ma miejsce, miedzy innymi,
w kanalikach plemnikotwérczych [3].

CH,—HN CH, CH,CL
Rys. 1. Wzér chemiczny endoksanu: ester dwuamido- CH, O=pP—N
wy kwasu N,N-bis/chloretylo/-N-propyleno-fosforo- \
¥ CH,—O CH, CH.CI

wego

Z dotychczasowych badan nad funkcjg jader gryzoni traktowanych
cyklofosfamidem wynika, ze spermatogeneze uszkadzajg duze jego dawki
(40-200 mg/kg), a zmiany przez nie wywolane sg odwracalne [1, 6, 11,
12]. W wypadku stosowania mniejszych dawek (16 mg/kg przez 21 dni)
stwierdzono zmiany degeneracyjne w kanalikach jadra i odchylenia
aktywnosci enzymoéw oksydo-redukcyjnych w komoérkach Leydiga [6].
Rowniez wyniki badan wlasnych sugerujg wplyw endoksanu na gruczot
$rédmigzszowy jgdra [9]. Podawanie cyklofosfamidu w dawce dziennej
4 mg/kg przez 10 dni nie wywotalo uszkodzenia ani migzszu jadra, ani
tkanki interstycjalnej [2].

Celem niniejszej pracy jest prze$ledzenie wplywu endoksanu na stan
histofizjologiczny jgdra szczura. Dlugie okresy wprowadzania cytostatyku
zostaly wybrane celem rozpoznania wrazliwych etapéw spermatogenezy.



60 ' " ;. K. MIETKIEWSKI, P. FICHNA

; MATERIAL I METODY

Duza wrazliwos¢ szczur6w na endoksan [4, 13] wymagala ustalenia
jego dawki zapewniajgcej przezycie zwierzat przez zgdany okres. Osta-
tecznie wykonano dwie serie doSwiadczen.

W serii pierwszej szczurom (po 5 zwierzagt w kazdej grupie) wstrzy-
kiwano codziennie po:

I — 4 mg/kg cyklofosfamidu * przez 12 dni,

II — 4 mg/kg przez 24 dni,

III — 4 mg/kg przez okres 44 dni.

Po 2 zwierzeta z IV grupy, otrzymujgce fizjologiczny roztwér NaCl,
uSmiercano réwnoczesnie ze szczurami eksperymentalnymi.

Ciezar ciala oraz jader i pecherzykow nasiennych oceniano statystycz-
nie. Skrawki jgder barwiono H+E (utrwalacze Bouin i Helly) oraz prze-
prowadzano w nich odczyny histochemiczne: PAS, na fosfataze kwasng,
fosfataze zasadowa, nieswoiste esterazy i dehydrogenaze c«-glicerofosfora-
nowa. ' | |

W drugiej serii do$§wiadczen zwierzeta podzielono na cztery grupy (po
6 szczurow w kazdej), ktére byly traktowane w nastepujacy sposob:

A — grupa kontrolna,

B — podawano 4 mg/kg endoksanu codziennie, przez 24 dni,
C — 3 mg testosteroni propionici (Polfa) dziennie, przez 24 dni,
D — endoksan oraz testosteron podawane lgcznie (dawkowanie, jak

w grupach B i C) przez 24 dni.
U zwierzat z drugiej serii dos§wiadczen oceniano statystycznie ciezary
ciala, jgder i pecherzykéw nasiennych.

WYNIKI

W obu seriach do$wiadczen stan ogblny zwierzat byl dobry. Poje-
dyncze szczury, wykazujgce ogdélne objawy nietolerancji cytostatyku,
zostaly wylgczone z dalszych badan. Sredni ciezar zwierzat z grup eks-
perymentalnych, otrzymujgcych endoksan, nie ulegal zmianom, podczas
gdy grupy kontrolne i zwierzeta otrzymujgce jedynie testosteron wyka-
zaly jego przyrost. Wzgledny ciezar jgder we wszystkich grupach nie
zmienial sie. W pierwszej serii do$wiadczen zaznaczylo sie obnizenie
wzglednego ciezaru pecherzykéw nasiennych u szczuréw eksperymental-
nych (tab. 1), natomiast w drugiej serii badan réznice te pomiedzy grupg
kontrolng a traktowang wylgcznie endoksanem byly nieznamienne sta-
tystycznie (tab. 2). W drugiej serii doéwiadczen zaobserwowano charak-

* W do$wiadczeniach stosowano Endoxan-Asta firmy ASTA — WERKE AG.






Rys. 2. Gruczot $rédmigzszowy jgdra szczura z grupy pordwnawczej; H+E, pow.
ok. 400X ‘

Rys. 3. Transformacja komoérek Leydiga w kierunku elementéw fibroblastopodob-
nych w jadrze szczura otrzymujgcego endoksan przez 44 dni; H+E, pow. ok. 400X

Rys. 4. Gonada meska szczura otrzymujgcego endoksan przez 44 dni. Brak gene-
racji pachytenéw stadium VII — kanalik w gérnej czeSci zdjecia. Braki pachy-
tenéw réwniez w pozostalych kanalikach; H+E, pow. ok. 400X
"Rys. 5. Anafaza z nierozlgczonymi chromosomami w nabtonku plemnikotwoérczym

szczura traktowanego endoksanem przez 24 dni; H+E, pow. ok. 900X

Rys. 6. Odczyn na aktywno$é fosfatazy kwasnej w licznych komoérkach Leydiga,
w jadrze szczura z grupy poréwnawczej (Gomori); pow. ox. 200X

Rys. 7. Odezyn na aktywno§é fosfatazy kwasnej w jadrze szczura otrzymujacego
endoksan przez 44 dni (Gomori); pow. ok. 200X

.
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Tabelal
Grupa Wzgledny ciezar?
Group Relative seminal vesicles weight
I ' 242427
11 149+ 10**
II1 1631+ 16*
v 361453

a8 Wzgledny ciezar pecherzykéw nasiennych podano jako wartosé srednia wyrazo-
na w mg/100 g ci¢zaru ciala + $redni blad standardowy. Réznice statystycznie znamie-
nne (ocena testem t Studenta), przy pordéwnaniu z grupg IV—kontrolna, zaznaczono
gwiazdkami: * p<0,05; ** p<0,01.

Tabela 2
Grupa Wzgledny cigzar?
Group Relative seminal vesicles weight
A 420+ 36
B 325+43
C 1141 4-83**
D 11274 87*x*

a8 Wzgledny cigzer pecherzykéw nasiennych podano jako wartos¢ srednia wyra-
zona w mg/100 g ci¢zaru ciala + $redni blad standardowy. Réznice statystycznie zna-
mienne (ocena testem t Studenta) przy poréwnywaniu z grupa A — kontrolng zazna-
czono gwiazdkami: ** p<0,01.

terystyczny wzrost ciezaru pecherzykéw nasiennych u zwierzat otrzymu-
jacych testosteron, przy czym nie stwierdzono wplywu endoksanu na
reaktywnos¢ wspomnianego narzgdu ma wprowadzany androgen.

. Wplyw cytostatyku na tkanke interstycjalng pr/zejawial sie glownie
transformacjg komoérek Leydiga w kierunku elementéw fibroblastopo-
dobnych (rys. 2 i 3), zmniejszeniem ich liczby i pojedynczymi zmianami
degeneracyjnymi. Zjawiska te obserwowano gltéwnie w grupach II i III,
natomiast prawie nie wystepowaly w grupie I. U wszystkich szczuréw
tej serii doSwiadczalnej w tkance $rédmigzszowej jgdra zauwazano prze-
sieki. W poréwnaniu z kontrolg w Swietle kanalikéw plemnikotwérczych
zwierzat eksperymentalnych czesSciej spotykano zluszczone spermatocyty
i spermatydy wczesnych stopni rozwojowych (niekiedy z oznakami ka-
riolizy).

W grupie III wykazano braki generacji spermatocytéw pierwszego
rzedu stadium leptotenowego, zygotenowego lub pachytenowego, wyste-
pujgce tylko w niektéorych polach na przekroju kanalikéw. Stadium 7
cyklu nablonka plemnikotworczego bylo tym, w ktérym obserwowano
brak najstarszej generacji spermatocytéw, tj. pachytendéw (rys. 4). Zja-
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wiska te wystepowaly réwniez w grupie II, jednak braki generacji ko-
morek siegaly tam tylko do stadium 5 pachytenéw.

U wszystkich zwierzat z grup I-III w nablonku plemnikotwérczym
widywano nieprawidlowosci w przebiegu meta- i anafazy pierwszego
podzialu mejotycznego. Manifestowaly sie one niesymetrycznym ustawie-
niem chromosoméw lub nierozlgczaniem sie chromosoméw homologicz-
nych (rys. 5). W doswiadczeniu czesto spotykano podzialy patologiczne,
charakteryzujgce sie ciemnym wejrzeniem cytoplazmy i umiejscowieniem
w nietypowych stadiach cyklu.

Odczyny histochemiczne na aktywnos$¢é fosfatazy zasadowej oraz dehy-
drogenazy a-glicerofosforanowej nie uwidocznily istotnych réznic miedzy
zwierzetami do$wiadczalnymi a poré6wnawczymi. W komorkach Leydiga
grup II i III nastgpilo oslabienie aktywmo$ci fosfatazy kwasnej (rys. 6
1 7). Nieswoiste esterazy wykazywaly silniejszy odczyn w tkance $rod-
migzszowej grup Il i III niz I lub IV.

OMOWIENIE I DYSKUSJA

Zmiany zaobserwowane w nablonku plemnikotwérczym sg zgodne
z wynikami uzyskanymi przez Hilschera [5], dotyczgcymi szczegdlnej
wrazliwosci spermatogonii i spermatocytéw na cyklofosfamid. Stwierdzo-
ne braki niektérych generacji komoérek pozwalajg w oparciu o analize
czasu trwania poszczegdlnych stadiow spermatogenezy [8] wyznaczyé
moment efektywnego zadzialania na nie cytostatyku. Na podstawie tych
rozwazan przyjgé nalezy, ze dzienna dawka endoksanu 4 mg/kg hamuje
réznicowanie spermatogonii w kierunku spermatocytéw dopiero po
12 dniach jego podawania. ,

Wyrazny spadek ciezaru pecherzykéw nasiennych u szczuréw I serii
doswiadczen sugeruje, ze zostalo zmniejszone wydzielanie testosteronu
przez komorki Leydiga, z czym nie spotykaliSmy sie w dostepnym mnam
piSmiennictwie. Powyzsza hipoteza zgodna jest z obrazem histologicznym
gruczolu $rédmigzszowego jadra i nablonka pecherzykéw nasiennych.
Rowniez oslabienie aktywnos$ci kwasnej fosfatazy w tkance interstycjal-
nej zdaje sie potwierdza¢ ten poglagd. Wzmozenie odczynu nieswoistych
esteraz mozna by w tych warunkach tlumaczyé wplywem gonadotropin
na komoérki Leydiga [14], przy czym brak spodziewanego przerostu gru-
czotu $rodmigzszowego mogl byé spowodowany cytostatycznym dziala-
niem endoksanu. Jednakze wyniki pomiaréw ciezaru pecherzykéw na-
siennych w drugiej serii do$wiadczen zmuszajg do rezerwy w ocenie
powyzszej hipotezy i potwierdzajg znaczng indywidualnosé reakcji szczu-
ré6w na wprowadzany cytostatyk. Natomiast brak hamujgcego wplywu
cyklofosfamidu na przerost pecherzykéw u szczuréw traktowanych tes-
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tosteronem zdaje si¢ wykluczaé¢ interpretacje wyniku pierwszej serii ba-
dan jako bezposrednie oddziatywanie cytostatyku na pecherzyki na-
sienne.

Nalezy wiec sgdzi¢, ze endoksan, w zaleznosci od dawki i czasu wpro-
wadzania, zaburza czynno$¢ czeSci gametogenicznej, jak i zapewne do-
krewnej jadra.
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MOP®OOMETPUYECKME M TUCTOXMMMYECKUE MCCJIELOBAHUSA
IIO BJIMAHUIO OHIOKCAHA HA TUIIO®PU3 U CEMEHHVK KPBICHI

I. THCTO®PHU3HNOJIOTHUUECKOE COCTOSSHHE CEMEHHHKA KPbIC OBPABOTAHHBIX
OHIOKCAHOM

PezwmMme

ViccnemoBanu MopdoMerpuyecKkye ¥ TI'MCTOXMMMYECKMe M3MEHEHUA B CEeMEHHMKE
KpPLICHl BbI3BAaHHBIE €XKENHEBHOM mojadeil 4 M2/Ke 9HROKcaHa (umKiaodocdamuaa)
B pasHble nepuonel. Mecinemosaums mokKasajay, UTO AJAUTENbHOE IIPUMMEHEH)e yKa3aH-
HOTO LIMTOCTATMYECKOro IIpenapaTra BbI3bIBaeT TpaHcopMmaumnio Kierok Jlenaura
B HanpaBleHMM GOuGpobaacTononobHbIX 9JEMEHTOB M OTKJIOHEHMA B aKTUMBHOCTMU T'M-
CTOXMMUYECKNX peakKuMii B MHTEPCTULMAJILHONM XKeJe3e.

YCTaHOBJIEHO, YTO SHAOKCAH BO3HEICTBYET Ha CIepMaTOreHe3 IIyTeM 3BIepIKaHiidA

MHUTOTHMYECKMX JEJEHUN CIePMaTONOHMM M HApPYLIEeHMA NPaBMIBHOIO MeXaHu3Ma Me-
1103a.
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B cBA3M ¢ IIpeAmoJiOKEeHMeM, YTO BO3MOIKHOE CHMUMIKEHUE YPOBHA aHIPOIE€HOB
MOIKET IIOArOTOBJATH I'AaMETOT€HHYI0 YacTh CEeMEeHHMKAa K AeMCTBMIO yYKa3aHHOro M-
CTOCTAaTHMYECKOr0 BELIECTBa, MCCJIEAOBAaNM pearMpoBaHMe MHTEPCTMLMAJIBLHOM IKeJe3bl
CEeMEeHHMKA Ha IojZayy INIALleHTOBOIO INOHAAOTPOIMHA XpbICaM IIpeABapuTeNbHO o0pa-
OoraHHBIM LUKJIodochamMuaom. OlEeHMBaAIM TakKiKe MopdoJorMyecKyue I0Ka3aTeln
(OYHKILMOHAJIBHOTO COCTOAHMUA I'MIIOMU3a OPXUMASKTOMM30BAHHLIX IKMBOTHBLIX, KaK U C
COXPaHEeHHbIMM TFOHAAAMIA ITOCJIEe MH'BEKLIMM 3HAOKCAHA.
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MORPHOMETRICAL AND HISTOCHEMICAL INVESTIGATIONS
ON THE ENDOXAN EFFECT ON HYPOPHYSIS AND TESTICLE OF RAT

1. HISTOPHYSIOLOGICAL STATE OF TESTICLE IN ENDOXAN TREATED RATS

Summary

Adult male rats were treated with endoxan (cyclophosphamide), with endoxan
and testosterone together and only with testosterone. The prolonged injections of
endoxan lead to transformations of Leydig’s cells into fibroblastlike cells. This
transformation is paralleled by changes in reactions for activities of acide phospha-
tase and the nonspecific esterases. Under these conditions the relative seminal
vesicles weight is lower in comparison with intact animals. However, endoxan
does not inhibit testosterone-induced enlargement of the seminal vesicles. Endoxah
effects on spermatogenesis comprise the inhibition of mitotic divisions of spermato-
gonia as well as the appearance of pathological meiosis. Due to these effects of
endoxan, the absence of certain cell generations in seminiferous epithelium may
be explained.
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