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Effects of quercetin on the induction of sperm abnormalities in mice

Summary

The aim of this study was to determine the effects of quercetin on inducing abnormal sperm morphology
in mice. 11, 14-week old mice (CFW x CS7BL) F1 received a single injection of quercetin intraperitonally
at a dose of 100 mg/kg body weight (b.w.) and a total cumulative dose of 500 mg/kg b.w. was administered
fractionally for S successive days (100 mg/kg b.w. per day). 7 and 35 days after injection the animals were put
down and their sperm examined for morphological abnormalities. Quercetin at a dose of 100 and 500 mg/kg
b.w. five weeks after the final injection significantly increased the frequency of sperm abnormalities (amor-
phous heads, and banana-like heads, twin tails). It was noted that abnormality in the shape of sperm heads
was dose-dependent. 26.86% of abnormal sperm was observed with a total quercetin dose (500 mg/kg b. wt.)
compared to the control of 0.92%.

The positive results with quercetin in this assay indicate that the latter induces a disruption of spermato-
genesis in mice leading to an increased level of abnormal sperm heads. Data obtained in this work suggest that
quercetin affects spermatogenesis at the very initiation of the process, interfering with spermatogenic cell

proliferation and differentiation.
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Kwercetyna (3,3°,4°,5,7 pentahydroksyflawon) jest
najbardziej rozpowszechnionym flawonoidem obec-
nym w roslinach 1 produktach roslinnych. Wystepuje
w nich gléwnie w postaci glikozydow, w ktérych jest
ona polaczona z glukoza, ramnoza lub arabinoza (2).

Przez dtugi czas kwercetyng 1 inne flawonoidy uwa-
zano za substancje chemiczne o niskiej toksycznosci
i nie wykazujace odlegtych skutkéw dziatania na
organizmy zywe. W zwiazku z tym duzym zaskocze-
niem byly wyniki badan opublikowane w latach 70.
XX w. wskazujace na mutagenne dziatanie kwercety-
ny (1). Od tego momentu wzrosto zainteresowanie
kwercetyna jako sktadnikiem ros§linnego pokarmu lu-
dzi 1 zwierzat, i1 rozpoczeto intensywne badania jej
wplywu na organizmy zywe.

Dziatanie genotoksyczne kwercetyny zostato po-
twierdzone testem Amesa w ukltadach bakteryjnych
1 testach przeprowadzonych na komorkach ssakow (3,
16, 20). Wykazano, ze kwercetyna indukowata in vit-
ro oraz in vivo ré6znego typu uszkodzenia w materiale
genetycznym komorki (mutacje punktowe, system
SOS, aberracje chromosomowe, mikrojadra, peknig-
cia nici DNA i inne) (4, 6, 18, 21, 26). Ponadto zaob-
serwowano, ze moze ona nasila¢ dzialanie mutagenne

*) Praca finansowana z tematu prac wlasnych AM w Warszawie nr WK/
W2/2005.

niektorych zwiazkéw chemicznych. Najwigcej danych
dotyczy komutacyjnego i kokancerogennego dziata-
nia kwercetyny in vitro w stosunku do heterocyklicz-
nych 1 trojcyklicznych amin aromatycznych (22, 23).
Nalezy jednak podkresli¢, ze wyniki badan przepro-
wadzonych w warunkach in vivo sa czesto kontrower-
syjne a nawet wqtphwe (17,28, 37). Podobne rozbiez-
nosci dotycza rowniez informacji na temat rakotwor-
czego dzialania kwercetyny (11-14, 19). Szczeg6lnie
kontrowersyjne sa dane opublikowane na temat kan-
cerogennego dzialania kwercetyny in vivo. W dlugo-
terminowych badaniach przeprowadzonych na gryzo-
niach wykazano, ze duze dawki kwercetyny indukuja
gruczolaki i1 gruczoloraki kanalikow nerkowych, raki
jelita grubego i pecherza moczowego u szczurdéw (7,
25). U myszy z czerniakiem melanotycznym kwerce-
tyna przyspieszata rozwdj guza pierwotnego i1 nasilata
przerzuty do ptuc. Dochodzito do szybszego rozwoju
nowej sieci naczyn krwiono$nych w rozwijajacym sig
guzie (24).

Jednak wigkszos$¢ badan na zwierzgtach nie potwier-
dza zdolnosci kwercetyny do indukcji mutacji i kan-
cerogenezy. Wyniki ostatnich lat badan wskazuja, ze
kwercetyna moze dziala¢ antymutagennie i antykan-
cerogennie. Wykazano, ze zmniejsza ona efekty dzia-
tania wielu mutagenéw bezposrednich (np. MNNG)
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i posrednich (np. AFBI) (8, 9). Okazalo sig, kwerce-
tyna jest zdolna do modulowania aktywnosci enzyméow
zaangazowanych w | 1 II fazie metabolizmu ksenobio-
tykow. Dotyczy to zardwno podwyzszania, jak i obni-
zenia ich aktywnosci (31, 32). Wykazano, ze kwerce-
tyna zmniejsza aktywno$¢ cytochromu P-4501A1
(CYPI1A1), ktory jest odpowiedzialny za przeksztal-
cenie benzo/a/pirenu do pochodnych epoksydowych,
czego konsekwencja jest zmniejszenie ilosci adduk-
tow DNA oraz nowotwordw skory (29). Uczestniczy
réwniez w zmianach aktywnos$ci enzymow 11 fazy,
obejmujacych reakcje sprzggania. Moze powodowac
zardwno wzrost aktywnosci transferazy UDP-gluku-
ronowej, jak i obnizenie aktywno$ci S-transferazy glu-
tationowej w watrobie szczura (30, 38).

Pomimo intensywnych badan nad dziataniem kwer-
cetyny 1 innych flawonoidéw na organizmy zywe ciag-
le brakuje aktualnych danych na temat ich wptywu na
plemniki ssakow.

Celem obecnych badan byta ocena wptywu kwer-
cetyny na indukcje uszkodzen w DNA megskich ko-
morek piciowych myszy i powstawanie anomalii plem-
nikowych w czasie spermatogenezy.

Materiat i metody

Badania przeprowadzono za zgoda II Lokalnej Komisji
Etycznej do Spraw Doswiadczen na Zwierzgtach przy AM
Warszawie na 11-14 tygodniowych samcach myszy poko-
lenia F1 — krzyzowki szczepow CFW x C57BL, ktore po-
chodzily ze zwierzetarni Akademii Medycznej w Warsza-
wie. W trakcie trwania doswiadczenia zwierzgta przetrzy-
mywano w klatkach z tworzywa sztucznego. Wszystkie
otrzymywaly standardowy granulowany pokarm firmy Ba-
cutil i wode ad libitum. Zachowany byt rytm dobowy (dzief/
noc). Zwierzegta podzielono na grupy doswiadczalne po
9 myszy w kazdej grupie. Wykonano dwa oddzielne do-
$wiadczenia.

W celu okreslenia wptywu kwercetyny na powstawanie
wad morfologicznych plemnikéw zastosowano test anoma-
lii plemnikowych (Sperm - abnormality Assay - test mouse
sperm morphology). Pozwala on na wykazanie, czy zwigk-
szenie w nasieniu ilosci plemnikow o zmienionej morfolo-
gii jest konsekwencja indukcji przez badany zwiazek zmian
(mutacji) w materiale genetycznym (DNA) i zaburzenia
procesu spermatogenezy (34).

Podawanie zwierzetom testowanych zwigzkéw. Kwer-
cetyng (firmy Aldrich) rozpuszczona w oleju stoneczniko-
wym (0,1 ml) podawano myszom w dwojaki sposob: grupa
A — w jednorazowej iniekcji dootrzewnowej, w dawce
100 mg/kg masy ciata; grupa B — w 5-krotnej iniekcji
dootrzewnowej przez 5 kolejnych dni (faczna dawka kwer-
cetyny — 500 mg/kg masy ciata). Kontrolg negatywna sta-
nowity myszy, ktore otrzymywaty dootrzewnowo olej sto-
necznikowy w ilosci 0,1 ml. Dodatkowo, w celu okreslenia
liczby spontanicznych anomalii plemnikowych dla poko-
lenia F1 myszy krzyzoéwki CFW x C57BL, do uktadu do-
$wiadczalnego zostala wlaczona grupa myszy, ktora nie
otrzymywala zadnych zwiazkéw chemicznych. Kontrola
pozytywna byt benzo/a/piren (B/a/P) podawany dootrzew-
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nowo myszom przez 5 kolejnych dni w ilosci 100 mg/kg
masy ciala (faczna dawka 500 mg/kg masy ciala). Zwierze-
ta przetrzymywano w klatkach 7 1 35 dni.

Analiza anomalii plemnikowych. Plemniki 11-14-ty-
godniowych samcow myszy pokolenia F1 krzyzowki szcze-
péw CFW x C57BL badano po 7 i1 35 dniach od momentu
podania kwercetyny. Zwierzg¢ta usypiano eterem, a prepa-
raty plemnikow przygotowywano wg metody opisanej przez
Krzanowska (15).

Plemniki usuwano przez delikatne naciskanie ogona na-
jadrzy pozwalajace na ich przejécie do nasieniowoddw.
Nastepnie plemniki wyciskano z nasieniowodow na szkietka
mikroskopowe z tezka i zawieszano w 0,2 ml soli fizjolo-
gicznej. Z otrzymanej zawiesiny przygotowywano na szkiet-
kach po 3 preparaty. Po wysuszeniu w temperaturze poko-
jowej (24 godz.) preparaty utrwalano 15 min. w roztworze
absolutnego alkoholu etylowego i kwasu octowego lodo-
watego w stosunku 3 : 1. Nastgpnie barwiono je 30 min.
w 1% roztworze eozyny Y. Gotowe preparaty obserwowa-
no w mikroskopie $wietlnym produkcji PZO typ MB 30
przy powigkszeniu 600 X. Analizowano po 1000 plemni-
kéw w kazdym preparacie. Anomalie plemnikowe klasyfi-
kowano wg Wyrobka i wsp. (34, 35).

Dla kazdego uktadu okreslano odsetek plemnikéw
o zmienionej morfologii. Przed odczytem preparaty — roz-
mazy z plemnikdéw odpowiednio znakowano, w ten spo-
sob, ze osoba ogladajaca je pod mikroskopem nie znata
dawki badanych zwiazkéw chemicznych. Zawsze jedna
osoba analizowata wszystkie przygotowane preparaty
z kazdego, oddzielnie przeprowadzonego doswiadczenia.
W celu wyeliminowania btedow preparaty — rozmazy plem-
nikow ogladaty 2 osoby, a otrzymane wyniki porownywa-
no. Wyniki przedstawiono w postaci $redniej liczonej tacz-
nie z 2 oddzielnych doswiadczen i wyrazono jako procent
plemnikéw o zmienionej morfologii + SEM. Oceng sta-
tystyczng otrzymanych wynikdéw oparto na poréwnaniu da-
nych uzyskanych dla negatywnej grupy kontrolnej, pozy-
tywnej grupy kontrolnej (po podaniu myszom B/a/P oraz
indywidualnej grupy badanej (po podaniu kwercetyny) sto-
sujac nieparametryczny test Kolmogorowa-Smirnova (5).

Wyniki i omowienie

Wyniki badan wptywu kwercetyny na indukcjg
plemnikéw o zmienionej morfologii w nasieniu my-
szy przedstawione w tab. 1 i na ryc. 1 wskazuja, ze
kwercetyna jest zwiazkiem, ktory dociera do gonad
1 W czasie spermatogenezy 1 spermiogenezy oddziaty-
wuje na proces roznicowania si¢ komorek rozrodczych
u samcow myszy rasy (CFW x C57BL) F1. Wykaza-
no, ze liczba spontanicznych anomalii plemnikowych
dla pokolenia F1 myszy krzyzéwki CFW x C57BL
wynosita $rednio 0,80 = 0,55. W grupach kontrolnych,
w ktorych zwierzgtom podawano sam olej stoneczni-
kowy w sposob identyczny z podawaniem kwercety-
ny nie stwierdzono réznic w liczbie plemnikow o zmie-
nionej morfologii zaréwno po 1, jak i po 5 tygodniach
od chwili jego podania.

Kwercetyna podana myszom dootrzewnowo w daw-
ce jednorazowej 100 mg/kg masy ciata, jak 1 w dawce
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Tab. 1. Wplyw kwercetyny na indukcj¢ plemnikéw o zmie-
nionej morfologii w nasieniu samcow myszy (CFW x C57BL)
F1 (x+ SEM; n=18)

. Procent plemnikéw o zmienionej
Badany zwigzek morfologii
Podawana dawka czas dziatania czas dziatania
w mg/kg masy ciata 7 dni 35 dni

Kontrola - olej stonecznikowy
(0.1 mi) 0,94 + 0,10 0,92 £ 0,12
Kontrola pozytywna
benzo/a/piren (B/a/P) 1,15 0,09 24,7 = 3,262
100 mg/kg masy ciata x 5 dni
Kwercetyna 100 mg/kg masy al
ciata x 1 dzie 0,78 £ 0,23 10,95 + 2,79
Kwercetyna 100 mo/kg masy | 5 g, g 99 26,86 + 4,842
ciata x 5 dni

Objasnienia: kazdy wynik przedstawiano jako §redni % zmienio-
nych plemnikéw liczonych w 1000 plemnikow kazdego zwierzg-
cia; a — roznice statystycznie istotne przy (p < 0,005) migdzy
7. a 35. dniem doswiadczenia, b — roznice statystycznie istotne
(p < 0,005) migdzy dawka kwercetyny 100 mg/kg masy ciata
a dawka kumulacyjna 500 mg/kg masy ciata

30
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5

Kontrola Kwercetyna Kwercetyna B/a/P
100 mg/kg m.c 5 x 100 mg/kg m.c 5 x 100 mg/kg m.c

% plemnikéw o zmienionej morfologii

o

Ryec. 1. Efekt antyspermatogennego dzialania kwercetyny

tacznej 500 mg/kg masy ciata (5 x 100 mg/kg masy
ciata/dzien) po 7 dniach od chwili jej podania nie
zwigkszata hczby zmienionych morfologicznie plem-
nikow w porownaniu z wynikami uzyskanymi w kon-
trolnej grupie zwierzat. Natomiast po uptywie 35 dni
od jednorazowego podania myszom 100 mg kwerce-
tyny/kg masy ciata, a wigc po okresie, kiedy plemniki,
na ktore kwercetyna dziatala w procesie spermatoge-
nezy 1 spermiogenezy osiagnety cauda epididymis,
zwigkszata si¢ liczba plemnikdéw o zmienionej morfo-
logii do 10,95% w grupie badanej, podczas gdy w gru-
pie kontrolnej procent ten wynosit 0,92%.

Jeszcze silniejszy efekt dziatania kwercetyny na
plemniki obserwowano po 5-krotnym jej podaniu zwie-
rz¢tom w dawce 100 mg/kg masy ciata x dzien'. Po
35 dniach od chwili podania ostatniej dawki kwerce-
tyny liczba plemnikéw o zmienionej morfologii wzra-
stata do 26,86% w stosunku do 0,92% w grupie kon-
trolnej 1 ponad 2,5-krotnie w poréwnaniu z wynikami
uzyskanymi po 7 dniach od chwili jej podania.

Zblizony wzrost anomalii plemnikowych (24,7%)
obserwowano po 35 dniach od dootrzewnowego po-
dania myszom znanego modelowego mutagenu i kan-
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cerogenu — B/a/P w dawce 100 mg/kg masy ciata przez
okres 5 kolejnych dni (facznie 500 mg/kg masy ciala).
Natomiast po 7 dniach od chwili podania myszom
B/a/P procent zmienionych plemnikéw wynosit 1,15%
1 podobnie jak w przypadku kwercetyny pozostawai
na poziomie obserwowanym w grupie kontrolnej.

Poréwnujac poziom anomalii plemnikowych w gru-
pie kontrolnej myszy i grupach badanych, w ktorych
oceniano zmiany w morfologii plemnikow po 7 dniach
od momentu podania kwercetyny 1 B/a/P, nie stwier-
dzono istotnych roznic. Natomiast statystycznie istot-
ne réznice (p < 0,005) wykazano po 35 dniach w gru-
pie myszy, ktorym podano dootrzewnowo kwercetyng
w dawce jednorazowej i wielokrotnej/kumulowanej
oraz w grupie myszy poddanych dziataniu B/a/P (kon-
trola pozytywna) w porOwnaniu z grupa zwierzat otrzy-
mujacych tylko olej. Stwierdzono rowniez statystycz-
nie istotny wzrost anomalii plemnikowych po 35
dniach od podania myszom wyzszej dawki kwercety-
ny (tacznie 500 mg/kg masy ciala) w pordwnaniu
z efektami dziatania 100 mg kwercetyny/kg masy cia-
ta, co wskazuje na zalezno$¢ dawka—efekt.

Najczgsciej obserwowanymi wadami morfologicz-
nymi plemnikéw, powstajacymi pod wptywem dzia-
tania kwercetyny czy B/a/P byly przede wszystkim
nieprawidtowe — bezksztattne gtowki, gléwki o ksztat-
cie banana lub haczyka oraz podwojone witki. Przed-
stawione wyniki sa zblizone do tych jakie, uzyskali
Rastogi 1 Levin (27). Wiadomo, ze wiele zwiazkoéw
chemicznych moze indukowac¢ anomalie plemnikowe.
Wykazano, ze podawanie zwierz¢tom zwiazkoéw mu-
tagennych prowadzi do zaburzen procesu spermato-
genezy, co w konsekwencji zwigksza liczbg plemni-
kéw o zmienionej morfologii (36). Stwierdzono, ze
ok. 90% zwiazkow, ktore indukuja anomalie plemni-
kowe u myszy wykazuje dziatanie mutagenne lub kan-
cerogenne (10, 33, 34). Dane piSmiennictwa wskazu-
ja, ze zmiany w morfologii plemnikow powstaja
w wyniku indukcji przez tego typu zwiazki mutacji
punktowych i aberracji chromosomalnych (matych
delecji lub translokacji chromosomow) (10, 15, 35, 36).

Uzyskane wyniki badan wskazuja na zalezno$¢ po-
migdzy udowodnionymi w testach bakteryjnych wtas-
ciwo$ciami mutagennymi kwercetyny a zdolnos$cia do
indukcji anomalii plemnikowych. W $wietle uzyska-
nych wynikow wydaje sig, ze jadra ssakow sa orga-
nem docelowego dziatania kwercetyny, gdzie induku-
je ona zmiany w DNA, co zaburza proces réznicowa-
nia plemnikow podczas spermatogenezy i spermioge-
nezy i prowadzi do powstawania anomalii. Zwigkszo-
na liczba plemnikoéw o zmienionej morfologii wyste-
pujaca w nasieniu myszy po podaniu zwierz¢tom
w iniekcji dootrzewnowej kwercetyny wyraznie wska-
Zuje na jej antyspermatogenne dziatanie.
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