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Stosowanie cytostatyków w leczeniu nowotworów
u zwierz¹t budzi ci¹gle wiele w¹tpliwo�ci. Dotycz¹
one przede wszystkim terapeutycznej skuteczno�ci
wybranych preparatów, a tak¿e bardzo czêsto du¿ej ich
toksyczno�ci, czego efektem s¹ zaburzenia homeosta-
zy organizmu. Konsekwencj¹ zaburzonej równowagi
ogólnoustrojowej jest przede wszystkim obni¿enie
odporno�ci, tak wa¿nej w powodzeniu terapii przeciw-
nowotworowej oraz upo�ledzenie funkcji wiêkszo�ci
narz¹dów czy uk³adów (1, 22). W ostatnim czasie istot-
nego znaczenia nabra³y badania nad wp³ywem prepa-
ratów cytotoksycznych na funkcje uk³adu rozrodcze-
go samców, ze szczególnym uwzglêdnieniem warto�-
ci biologicznej nasienia.

Problem jest bardzo wa¿ny w przypadku wystêpo-
wania choroby nowotworowej u psów reproduktorów
posiadaj¹cych wybitne cechy u¿ytkowe (psy ras my�-
liwskich, policyjne, przewodnicy niewidomych) czy

eksterierowe, poszukiwane przez hodowców psów.
Nasuwa siê wiêc pytanie, czy po usuniêciu nowotwo-
ru i przeprowadzonej terapii z u¿yciem cytostatyków,
zostan¹ u samców zachowane prawid³owe funkcje roz-
rodcze. Dotychczasowe w³asne obserwacje kliniczne,
jak i dane uzyskane z dostêpnego pi�miennictwa me-
dycznego (7, 8, 21, 23-26), jednoznacznie wskazuj¹
na d³ugotrwa³y spadek warto�ci biologicznej nasienia,
manifestuj¹cy siê obni¿on¹ zdolno�ci¹ do zap³odnie-
nia po zastosowaniu chemioterapii. Leki cytostatycz-
ne mog¹ indukowaæ uszkodzenie funkcji gonad zarów-
no plemnikotwórczej, jak i endokrynalnej (4-6, 13).
Nie jest dotychczas w pe³ni poznany wp³yw prepara-
tów stosowanych w chemioterapii na proces sperma-
togenezy oraz na czynno�æ hormonaln¹ uk³adu pod-
wzgórze�przysadka�j¹dro. Nieliczne s¹ tak¿e dane
mówi¹ce o wp³ywie cytostatyków na zmiany morfo-
logiczne plemników oraz czy zmiany te mog¹ byæ przy-
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Summary
The aim of the research was to determine the influence of cyclophosphamide administered in cancer treat-

ment to dogs on the chosen parameters of the semen quality. The research was carried out on 12 male dogs of
mixed breed, from 5- to 10-years-of-age, with body weight between 15 and 36 kg. The animals were in good
physical condition and with proper sex drive, which was an indispensable condition for the experiment. The
animals were divided into two groups. The experimental group consisted of 6 dogs, which after having the
tumor removed surgically, were administered cyclophosphamide by mouth in the form of tablets, in doses of
50 mg/m2 per body surface for 21 days. The control group consisted of 6 clinically healthy dogs. The animals
from both groups were subjected to the same research procedure which involved daily clinical examination,
with particular attention paid to the functioning of the genital system, and complete semen estimation. The
above mentioned tests were performed twice at two-week intervals before administering the medication, three
times at seven-day intervals during the treatment and twice at two-week intervals after the application of the
drug was discontinued. Moreover, histopathological examination of testicles was additionally performed in
randomly chosen representatives of each group during the treatment (on 12th day) and about 50 days after the
treatment was discontinued. Each group of animals was studied and observed for, at least, 10 weeks. As the
result of cyclophosphamide treatment, there was an increase in the percentage of dead spermatozoa, decreased
spermatozoon concentration, a drop in the number of spermatozoa with correct functions of the cell
membrane, a rise in the percentage of spermatozoa with primary and secondary abnormalities (defects).
Histopatological examination confirmed slight damage to spermatogenic epithelium that resulted in a deterio-
ration of the semen quality.
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czyn¹ wczesnych resorpcji zarodków, poronieñ lub em-
briopatii u potomstwa. Nie wiadomo równie¿, czy i po
jakim okresie od zakoñczenia leczenia, jako�æ nasie-
nia ulega normalizacji, a tym samym kiedy mo¿na roz-
pocz¹æ u¿ytkowanie rozp³odowe (cyt. za 7).

Celem badañ by³o okre�lenie wp³ywu cyclofosfa-
midu, stosowanego w terapii nowotworów u psów na
wybrane wska�niki jako�ci nasienia.

Materia³ i metody
Badania wykonano na 12 psach samcach, mieszañcach

w wieku od 5 do 10 lat, o masie cia³a od 15 do 36 kg. Zwie-
rzêta by³y w dobrej kondycji fizycznej oraz wykazywa³y
prawid³owy popêd p³ciowy, co by³o bezwzglêdnym warun-
kiem doboru zwierz¹t do do�wiadczenia. Wytypowane do
badañ zwierzêta poddawane by³y regularnie podstawowym
zabiegom profilaktycznym i kosmetycznym, takim jak:
zwalczanie paso¿ytów zewnêtrznych i wewnêtrznych,
szczepienia ochronne, k¹piele, toaleta uszu itp.

Zwierzêta zosta³y podzielone na dwie grupy.
Grupê do�wiadczaln¹ stanowi³o 6 psów, u których bada-

niem klinicznym stwierdzono zmiany nowotworowe, za-
kwalifikowane w oparciu o aktualnie obowi¹zuj¹c¹ klasy-
fikacjê wed³ug WHO TNM (Tumor Nodes Metastazes) do
pierwszej lub drugiej grupy zaawansowania procesu no-
wotworowego, u których po chirurgicznym usuniêciu guza,
podawany by³ cyclofosfamid. Cytostatyk ten zawarty
w preparacie Endoxan, firmy Asta Medica AG, podawano
doustnie w postaci tabletek, w dawce 50 mg/m2 powierzchni
cia³a (m2 = ok. 35 kg m.c.), przez okres 21 dni. Wy¿ej wy-
mieniona dawka, jest powszechnie zalecana jako dawka
terapeutyczna (10, 16). Podawanie preparatu rozpoczêto po
up³ywie 72 godzin od wykonania zabiegu chirurgicznego,
przeprowadzonego wed³ug obowi¹zuj¹cych zasad. Grupê
kontroln¹ stanowi³o 6 zdrowych klinicznie psów.

Zwierzêta grupy do�wiadczalnej i kontrolnej poddano
takiej samej procedurze badawczej. Polega³a ona na co-
dziennym badaniu klinicznym, ze szczególnym zwróceniem
uwagi na czynno�æ uk³adu p³ciowego, pe³nej ocenie nasie-
nia oraz badaniu poziomu testosteronu w surowicy krwi.
Wy¿ej wymienione badania wykonywane by³y dwukrotnie
w odstêpie dwóch tygodni, przed rozpoczêciem podawa-
nia leków, trzykrotnie w odstêpie 7 dni podczas ich stoso-
wania oraz dwukrotnie w odstêpie dwóch tygodni po za-
koñczeniu aplikacji preparatu. Ponadto u wybranych loso-
wo przedstawicieli ka¿dej z grup wykonano dodatkowo
badanie histopatologiczne j¹der podczas leczenia (w 12.
dniu) i oko³o 50. dnia od chwili zakoñczenia terapii. Okres
badañ i obserwacji ka¿dej grupy zwierz¹t wynosi³ co naj-
mniej 10 tygodni i uwarunkowany by³ konieczno�ci¹ prze-
�ledzenia pe³nego cyklu spermato- i spermiogenezy, który
u psów trwa oko³o 60 dni.

Badania kliniczne mia³y na celu ocenê ogólnego stanu
zdrowia poszczególnych zwierz¹t oraz kontrolê czynno�ci
uk³adu p³ciowego poprzez ocenê popêdu p³ciowego i ba-
danie zewnêtrznych narz¹dów rozrodczych. Ocenê popê-
du p³ciowego dokonywano w obecno�ci suki wykazuj¹cej
objawy cieczki. Libido oceniano w skali cztero stopnio-
wej, od 0 do 4 wed³ug metody opisanej przez Englanda
(11).

Materia³ do badañ stanowi³o nasienie, które pozyskiwa-
no metod¹ manualn¹. Pobran¹ próbkê nasienia, tu¿ po po-
zyskaniu poddawano ocenie wstêpnej rutynowymi meto-
dami, na któr¹ sk³ada³y siê: a) ocena makroskopowa � ob-
jêto�æ, konsystencja, barwa, woñ, ewentualne domieszki,
pH; b) ocena mikroskopowa na stoliku Blöma � ruch masy
plemników, ruch indywidualny plemników, aglutynacja,
gêsto�æ. Badania dodatkowe obejmowa³y: ocenê odsetka
plemników martwych � po przy¿yciowym barwieniu na-
sienia eozyn¹ i nigrozyn¹ oraz wykonaniu rozmazów (2,
11), ocenê koncentracji plemników metod¹ cytometryczn¹
(w hemocytometrze Bürkera), a tak¿e ocenê budowy mor-
fologicznej plemników, przeprowadzon¹ po wykonaniu
rozmazów �wie¿ego nasienia i zabarwieniu ich metod¹
bydgosk¹ (barwienie fioletem goryczki). Prawid³owo�æ
budowy morfologicznej plemników oceniano w mikrosko-
pie �wietlnym przy powiêkszeniu 1500 ×, w oparciu o sche-
mat podany przez Blöma (3).

Integralno�æ b³ony komórkowej plemników okre�lono
przy u¿yciu od niedawna wprowadzonego do diagnostyki
testu oporno�ci osmotycznej (HOS � hypoosmotic swel-
ling), w którym ró¿nicuje siê plemniki zale¿nie od stanu
funkcjonalnego b³ony komórkowej. Plemniki maj¹ce funk-
cjonaln¹ b³onê po umieszczeniu w �rodowisku hypoosmo-
tycznym wykazuj¹ charakterystyczne pêcznienie i skrêce-
nie witki. W tych samych warunkach plemniki z uszkodzo-
n¹ funkcjonalnie b³on¹ nie podlegaj¹ temu zjawisku. Pêcz-
nienie i skrêcanie jest efektem wyrównywania ró¿nicy stê-
¿eñ miêdzy wnêtrzem plemnika a o�rodkiem o wy¿szym
ci�nieniu osmotycznym. Test HOS wykonano wed³ug na-
stêpuj¹cej procedury: 1 ml roztworu hypoosmotycznego
(roztwór fruktozy o osmolarno�ci 150 mOsm.) podgrzane-
go do temperatury 37°C, mieszano z 0,1 ml badanego na-
sienia i inkubowano w ³a�ni wodnej o temperaturze 37°C
przez 60 minut. Po zakoñczonej inkubacji próbê dok³adnie
mieszano i nanoszono ok. 10 µl tej mieszaniny na ogrzane
szkie³ko podstawowe, które przykrywano szkie³kiem na-
krywkowym. Oceny plemników dokonywano w mikrosko-
pie �wietlnym z podgrzanym stolikiem, przy powiêkszeniu
400-krotnym. Z ka¿dej próbki nasienia wykonywano po dwa
preparaty. W ka¿dym z nich liczono po 100 plemników
w kilku ró¿nych miejscach preparatu w celu ustalenia odset-
ka napêcznia³ych i nieskrêconych plemników (12, 19, 20).

Z usuniêtych podczas zabiegu orchidektomii gonad po-
brano wycinki, które utrwalano przez 24 godziny w zbufo-
rowanej 10% formalinie o pH = 7,2, a nastêpnie zatapiano
w bloczkach parafinowych. Preparaty mikroskopowe o gru-
bo�ci 4 µm, barwiono hematoksylin¹ i eozyn¹. W ocenie
mikroskopowej zwracano uwagê na budowê morfologicz-
n¹ j¹der i naj¹drzy, a szczególnie komórek interstycjalnych
j¹der oraz aktywno�æ nab³onka plemnikotwórczego kana-
lików nasiennych.

Uzyskane wyniki poddano ocenie statystycznej, testem
t-Studenta, przy poziomie � p £ 0,05; p £ 0,01.

Wyniki i omówienie
Badaniem klinicznym psów nie stwierdzono widocz-

nych odstêpstw od stanu fizjologicznego zarówno
przed, podczas, jak i po zakoñczeniu stosowania cyc-
lofosfamidu. U¿yty do badañ preparat by³ dobrze tole-
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rowany przez zwierzêta. Popêd p³ciowy u wszystkich
zwierz¹t grupy do�wiadczalnej oraz kontrolnej by³
zachowany na prawid³owym poziomie przez ca³y okres
trwania do�wiadczenia, co zwi¹zane by³o z utrzymu-
j¹cym siê prawid³owym stê¿eniem testosteronu w su-
rowicy krwi. Analiza nasienia obejmowa³a ocenê wielu
wska�ników, które decyduj¹ o jako�ci ejakulatu. Ob-
jêto�æ nasienia psów grupy do�wiadczalnej i kontrol-
nej (tab. 1) mie�ci³a siê w granicach norm fizjologicz-
nych, nie wykazano równie¿ istotnych statystycznie
ró¿nic w porównaniu z grup¹ kontroln¹. Wystêpowa-
³y jednak pewne wahania w porównaniu do warto�ci
wyj�ciowych. W grupie do�wiadczalnej w drugim ty-
godniu stosowania cyclofosfamidu objêto�æ ejakulatu
uleg³a podwy¿szeniu. W 6. i 8. tygodniu badañ zaob-
serwowano zmniejszenie siê objêto�ci ejakulatu, a w
10. tygodniu zaobserwowano powrót do stanu wyj�cio-
wego.

Po 2 tygodniach stosowania cyklofosfamidu odse-
tek plemników o ruchu prawid³owym (tab. 1) zmniej-
szy³ siê znacznie, porównuj¹c do warto�ci uzyskanych
przed podawaniem preparatu i w grupie kontrolnej. Po-
dobnie obserwowano znaczny wzrost odsetka plem-

ników martwych w nasieniu (tab. 1), który utrzymy-
wa³ siê z pewnymi wahaniami do koñca trwania do-
�wiadczenia. W grupie do�wiadczalnej po 1 tygodniu
stosowania cyclofosfamidu stwierdzono spadek kon-
centracji plemników (tab. 1) w porównaniu do war-
to�ci wyj�ciowych. Spadek ten utrzymywa³ siê do koñ-
ca trwania do�wiadczenia. W te�cie oporno�ci osmo-
tycznej (tab. 2) w pierwszych dwóch tygodniach po-
dawania cyclofosfamidu zauwa¿alny by³ spadek ilo�-
ci plemników prawid³owo reaguj¹cych w te�cie (A)
na korzy�æ plemników reaguj¹cych negatywnie (B).
W 3. tygodniu stosowania preparatu warto�ci te po-
wróci³y do stanu wyj�ciowego, natomiast w 8. tygod-
niu trwania do�wiadczenia proporcje ponownie uleg-
³y zmianie na korzy�æ plemników negatywnie reagu-
j¹cych. W 10. tygodniu ilo�æ plemników dodatnio re-
aguj¹cych by³a nadal obni¿ona, jednak zaznaczy³ siê
wyra�ny wzrost odsetka plemników reaguj¹cych pra-
wid³owo w porównaniu do 8. tygodnia do�wiadcze-
nia. Procent plemników o prawid³owej budowie mor-
fologicznej (p.n.) w grupie do�wiadczalnej zmniejszy³
siê ju¿ od 1. tygodnia podawania cyclofosfamidu.
Wzrós³ natomiast odsetek plemników z wadami g³ów-

Tab. 1. Wska�niki oceny nasienia badanych psów (n = 6; �x ± s)

Obja�nienia: D � grupa do�wiadczalna, K � grupa kontrolna; istotno�æ ró¿nic pomiêdzy grupami *p £ 0,05; **p £ 0,01
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Tab. 2. Wyniki testu oporno�ci osmotycznej w nasieniu badanych psów (%) (�x ± s)

Obja�nienia: A � plemniki pozytywnie reaguj¹ce w te�cie (spiralnie zawiniête witki); B � plemniki negatywnie reaguj¹ce w te�cie
(proste witki); istotno�æ ró¿nic pomiêdzy grupami *p £ 0,05; **p £ 0,01
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nymi (w.g³.) i wadami podrzêdnymi (w.p.) (tab. 3). Stan
taki utrzymywa³ siê do koñca trwania badañ. W 8. ty-
godniu do�wiadczenia, zaznaczy³ siê jeszcze wiêkszy
spadek odsetka plemników prawid³owych. Wzrós³
przede wszystkim odsetek wad g³ównych. Wady pod-
rzêdne pozostawa³y na podobnym poziomie, jak
w ostatnim tygodniu podawania preparatu. Wymienio-
ne warto�ci okaza³y siê istotne statystycznie w porów-
naniu do grupy kontrolnej.

W badaniu histopatologicznym wycinków j¹der
psów grupy do�wiadczalnej, zarówno podczas stoso-
wania, jak i po zakoñczeniu podawania cyclofosfami-
du obserwowano zbli¿one zmiany histopatologiczne
o s³abym nasileniu, ró¿nie wyra¿one w poszczegól-
nych kanalikach nasiennych (ryc. 1). W czê�ci kanali-
ków stwierdzono niezaburzony proces spermatogene-
zy. Natomiast w niektórych kanalikach zaobserwowa-
no zaburzenie tego procesu wyra¿aj¹ce siê zahamo-
waniem dojrzewania komórek rozrodczych. W kana-
likach tych widoczne by³y obumar³e i z³uszczone nie-

dojrza³e komórki rozrodcze. W przewodach naj¹drza
znajdowa³o siê mniej plemników w porównaniu z gru-
p¹ kontroln¹.

Uogólniaj¹c wyniki badañ w³asnych nale¿y stwier-
dziæ, ¿e cyclofosfamid wykazywa³ niekorzystne dzia-
³anie na uk³ad rozrodczy psów samców. Dzia³anie to
nie by³o jednak tak negatywne, jak opisywane jest
w dostêpnej literaturze (15, 18, 24). Badania w³asne
wykaza³y obni¿enie wska�ników jako�ci nasienia, za-
równo podczas, jak i po zakoñczeniu podawania
cyclofosfamidu. Objawia³o siê to nieznacznym obni-
¿eniem objêto�ci nasienia, obni¿eniem odsetka plem-
ników wykazuj¹cych prawid³owy ruch indywidualny,
podwy¿szeniem ilo�ci plemników martwych oraz
z uszkodzon¹ b³on¹ komórkow¹ (w te�cie HOS), a tak-
¿e znacznym obni¿eniem koncentracji plemników
w ejakulacie. Podobne wyniki badañ uzyskali Saratsis
i wsp. (26) po zastosowaniu winkrystyny. Wiêkszo�æ
badañ przeprowadzonych u mê¿czyzn dowodzi, i¿ sto-
sowanie ró¿nych zestawów chemioterapii doprowadza

do oligozoospermii lub azoospermii (4, 13,
18, 24). Demkow i wsp. (8), prowadz¹c
badania u mê¿czyzn po chemioterapii
zestawem BEP (Bleomycyna, Etopozyd,
Cisplatyna), stwierdzili zahamowanie pro-
cesu spermatogenezy, czego konsekwencj¹
by³a azoospermia u ok. 64% pacjentów.
Autorzy ci zwracaj¹ równie¿ uwagê na
wp³yw zastosowanej dawki oraz liczby cyk-
li leczenia. Po 2 cyklach chemioterapii wy-
stêpowa³a jeszcze normospermia (ze znacz-
nym pogorszeniem jako�ci nasienia), nato-
miast po 4-6 cyklach stwierdzono azoosper-
miê. Podobne dane uzyska³a Kowalska (17).
Wed³ug niektórych autorów (4, 9), dawka
oraz rodzaj zastosowanych w chemiotera-
pii preparatów wydaj¹ siê mieæ decyduj¹ce
znaczenie w destrukcyjnym oddzia³ywaniu
na j¹dra. Pennisi i wsp. (23), stosuj¹c po-
dobne dawki cyclofosfamidu, tj. 2-5 mg/kg
m.c., u ch³opców (po osi¹gniêciu dojrza-
³o�ci p³ciowej), równie¿ obserwowali zabu-

Tab. 3. Morfologia plemników nasienia badanych psów

Obja�nienia: istotno�æ ró¿nic pomiêdzy grupami *p £ 0,05; **p £ 0,01

wókinmelpaigolofroM

)eindogyt(ainezcdaiw�odainawrtsazC

utaraperpmeinawadopdezrp utaraperpainawadopsazcdop ainawadopuinezcñokazop
utaraperp

1 3 4 5 6 8 01

enlamronikinmelP
D 06,1±0,19 01,2±2,09 04,2±5,38* 04,6±5,18* 08,8±2,28 09,7±1,97* 07,5±1,18* *

K 43,5±4,68 06,2±3,09 * 29,3±1,88 * 43,3±1,09 12,2±5,88 * 60,2±2,98 37,1±5,98

enwó³gydaW
D 04,1±7,3 06,0±5,2 07,1±8,4 05,2±2,6* 03,4±6,8* 09,4±5,11** 04,4±9,9* *

K 97,1±0,4 14,1±3,3 57,0±9,3 * 82,1±3,3 * 97,0±9,3 1** 70,1±6,3 21,1±8,3

endêzrdopydaW
D 02,2±4,5 06,2±3,7 02,2±7,11 02,5±3,21* 08,5±3,9 04,3±5,9 02,2±9,8

K 34,6±6,9 66,2±5,6 1 93,3±0,8 1* 61,2±6,6 01,2±6,7 48,1±2,7 81,2±7,6

Ryc. 1. Kanaliki nasienne. Zmiany zanikowe nab³onka plemnikotwórczego
z czê�ciowym zatarciem jego struktury. Barw. H i E. Pow. ok. 160 ×
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rzenie procesu spermatogenezy. W przytoczonych
publikacjach stwierdzono równie¿ upo�ledzenie lub
ca³kowite zahamowanie procesu spermatogenezy
u badanych mê¿czyzn. W badaniach w³asnych obser-
wowano jedynie pogorszenie siê jako�ci ejakulatu
a obecno�æ plemników �wiadczy³a o ci¹gle aktywnym
procesie spermatogenezy. Badania histopatologiczne,
wykonane zarówno podczas stosowania, jak i po za-
koñczeniu podawania preparatu, potwierdzi³y nie-
znaczne uszkodzenie nab³onka plemnikotwórczego,
z czym zwi¹zane jest pogorszenie jako�ci nasienia.
Kaur i wsp. (14) wykazali podobne uszkodzenie ka-
nalików nasiennych j¹der u szczurów po stosowaniu
cyclofosfamidu. W badaniach w³asnych poza wymie-
nionymi ju¿ zmianami jako�ciowymi nasienia, docho-
dzi³o do obni¿enia odsetka plemników o prawid³owej
budowie morfologicznej oraz podwy¿szenia procen-
towej ilo�ci plemników z wadami g³ównymi i pod-
rzêdnymi. Podobne wyniki uzyskano u mê¿czyzn po
stosowaniu zestawów do chemioterapii (7, 8), jak i po
stosowaniu samego cyklofosfamidu (23). Analogicz-
ne wyniki uzyskano u psów (26) leczonych winkry-
styn¹. Mechanizm upo�ledzenia spermatogenezy pod-
czas terapii cyclofosfamidem nie jest do koñca wyja�-
niony. Niektórzy autorzy uwa¿aj¹, i¿ preparat ten
uszkadza struktury subkomórkowe spermatogonii
przez swoje aktywne formy i wolne rodniki tlenowe.
Ponadto powoduje uszkodzenie �cian naczyñ krwio-
no�nych, szczególnie w³osowatych, co upo�ledza ba-
rierê krew�j¹dro. Wskutek uszkodzenia tej bariery,
nastêpuje ods³oniêcie niektórych antygenów na komór-
kach nab³onka plemnikotwórczego i plemnikach, co
indukuje produkcjê przeciwcia³ uszkadzaj¹cych nab³o-
nek plemnikotwórczy i prowadzi do aglutynacji plem-
ników (7).

Reasumuj¹c nale¿y stwierdziæ, ¿e cyclofosfamid
podawany w zalecanych dla psów dawkach terapeu-
tycznych, zaburza proces spermatogenezy, co przeja-
wia siê pogorszeniem jako�ci nasienia. Dlatego te¿
podczas ka¿dego badania andrologicznego psów na-
le¿y w wywiadzie uwzglêdniæ stosowanie chemiote-
rapii.
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