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Praoca ;relontnje sastosowanie roglinpego ukiadu modelowego do
badar ekutkdw blologiozoyeh dsiatanis mutagenéw chemiaszaych

i prounioniowania jonlmjacego, Frzedstawiona metode oparta

jeat na pomiarge cagatotliwodel wutao}l somatyoznych m komdrkaoh
wloskdw precikdw heterozygotyoznych 28 wiglgdu na kolor kwiatdw
klonéw Tradescantia,

Przedatawiono wynikl badai nad wapéidziulanien mutagendw chemloz-
oyoh s promleniowaniem w indukowaniu mutacji, liykasano, e za-
chodsi efekt synergietyezny w preypadku skojarzonego dziulania
pronieniowania 1 takloh sutagendw jak EMS oraz LDE., Stwierdzono,
30 efekt teh w rejonie pniskich dawek jest proporcjonalny do wiel-
kostci dawki promieniowania i etsﬁosyc)i na chemicsny outagen,
Stwierdzono pobnadto, 2e traktowanle roslin przed naproulenlowa-
niem roztworem fluorku sodu modyfikuje efeks promieniowmania,

Z prseprowmadsonych badan wypika, 2e flvor zaburza prawdopodoh-
nie preocesy paprawy DNA, V¥ykazane génniez, praydatnosé metody

do badard efektiywnosol mutageone) przeuyslowych zaovieoZyszolen

powietrsa,

This work presentss the appliecation of the plant model systen for
studying the bielogiosnl effects of icalxing radiation and cheel-
¢al mutagens, The model system is based oo the somatic mutatioon
trequency in stawen hair oelle of Tradesoantia clones heterosy-

gons for flower ooler, The ipteraotion of chemical wutagens with

radiation in the induction of somatic smtationd wereo investigated.



The results demonstrate the aynergistic loteraotion beiwmeen ra-
diation and chemioal mutageps like EMS and DBRE, The synergistio
effeot is olearly manifested alfter ocombined tzeatment wiih radis-
tion and ohemioals. In tﬁe low dose reﬁion the offesct depends

on the radiation dose and chemical exposure, Cther results show
the influence of the Iluoride treatment on the radiation effect,
The fluoride treatwent 15 likely t¢ alier the DNA donble strand
brepks repailr procoesses. Additionally the usefulness of the mo-
del syster for atodylng the mmtagepio effeotiveness of the pol-

lution 1b the amblent air 13 preseéented,
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Hstep

Jednywm a2 gléwnyoh celdw anlniejszej pracy Jest prezentac)a me=
tody badawoae] wajacej ssereg zaled, sacszegdlnie cennyaoh ®w na-
sayoh warunkaoh, Metoda oparta na poularze ¢agdirotliwodol muta-
o)l somatyocznych w kowdrkach sioskéw procikéw Tradescaniia jest
proska ssybka 1 okonomiosuna, Miejmy nadsiejg, 3¢ resuliaty tej
praoy wykasy, e preszsentowana metodyks praydaina jest zaréwoo do
roawigsywania problemdéw badamosych /tuta) giéwnym zagadnieniom
bedzle wepdldzialanie promiesiowania joniaujgcego 1 chemicanych
mutagenéw v indukowaniu mutacji/ jak 1 probleméw praktycamyoh,
do Jakich niewgipliwie nalesy prQba ooeny 53kodliwgsol 1aniecay~-
sscsen ¢rodowiskowyoh.

Ze wiglgdu DA wagg prodlemdw sniglanydh se stanem drodomiaka
naluralnego wydaje ai1¢, ie niesalednie od estosowanych klasylika-
¢ji 1 podaiaiéw na badania podetawowe i uiylitarme, laboratoryjme
1 d$rodowiskowe, Jeden cel nadragdny . jeset wepdlny -~ ochrona éro-
dowiska 1 oalowieka, Jest to oiewaipliwie idea prayéwiscajgoan
ogromne) ilofci prowadsonyoch obeonte badar, Tkeila opa u pod-
tota }oc:ynaﬂ badawcaych szarémno auntorki, Jak i = zapewne ~
uczestoikdwm prac, ktérych resuliaiy bede ozgdoiowo omamiane w ni-

niejane) praoy,



1. Zagrosenie czlowieks i rodowisks
1.1, minﬁaa

Zagrozenie Srodowiska stalo sigq pa calym dwiecie przedmio-
tem nie tylko ogromnego zainteresowania opinii publicznej, ale
réwniet przedmictem licznych bedex, analiz, rorwazat i dyshusji.
Powodem tegc s ogromnie niekorzystne zmiany, Jjakie v wyniku do-
tychcrzasowe) dzialalnodel czlowieka wystapily niemal na cale) ku-
11 zieamskiec). Srodowiako naturalne oraz prawdopodobnie jego struke
tura organiracyjna zostalo zaburzone przez niekontrolowans ekspan-
sj¢ czymnikéw chemicznych (6,7,17,49,56,82,94,97,108-110,116,118,
145,146) oraz fizycznyoh, do ktérych naleily zaliczyé promieniowa-
nie zaréwno jonizujsce, Jak i niejonizujgee (2,12,27,35,132).

Konsekwenc)a chemizac)i 1 przemysiowe] ekaspansji jest skato-
ne drodowisko: powletrze, woda 1 gleba (109,110,145,146). Kazdego
roku nowe zwiqzkl chemiczne sg vprowadzane na rynek w postacl
preparatév medyozmych, kosmetykdw, peatycyddw, dodatkdw do 2yw=
nodci ozy tet irmych zwiazkdéw prremystowych. Naturalng konsekwen-
cjq tego faktu jest wystgpienie zagrozenia nieuniinions ekspozy-
cjq cztowieka na rwigeki chemiczne: toksyczne lub wutagenns 1 take
2e rakotwércze. Okozo 2.5¢10° nowyoh rwigzkéw dochodzi kaidego ro-
ku do dwéch miliondw zarejestrowanysh w 1972 roku (116) bedacych
Juz w uzyciu na fwiecie, Wediug N.Loprienc (79) w najlepszym przy-
pedku moina ocenié, 2e co najwyze) dla tysigca z nich oznaczono
ich mutagerng aktywnodd, podczas gy liczbg chemicznych zwigqzkdw,
ktére sq produkowsne w istotnyoh dla ryzyka iloscisch, soina
oszacowaé na podstawie danych dla USA na ¢o najmia) 25 000,

Czeéé tych zwigzkdw, jJak rdwniei produktdw biclogiczne) symtezy (51)
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moze powodowad mutacjs, Istnieje duze ryzyko, 2e sutacje te akumu-
lowane w populacji bqdq oddzialywaé na przyszleq gemeracje. Nie jest
to Jedyny aspekt zagroienia. Wykazano, ie wiele zwigzhéw mutagen—
nych ma charakter rakotwérczy, Korelacja ta dla pewnych zwigzkdéw
organicznych wynosi at 80 - 90 %X (8,9,57).

1.2. Promieniowanie

W zasadzie jakakclwiek forma 2ycia istnielacego na Ziemi
Jest nierozerwalnie 2wiazana z ekspozycjq na promieniowanie na-
turalnego pochodzenia, a nawet pod pewnymi wzglqdimi uzaleznione
od niego. Promieniowanie to moie pochodzié z dwdch irddel: zew-
petrznego (promieniowanie kosmiczne) oraz zlemskiego (promienio-
wanis pochodzgce od radiocaktywnych substancji wohodzgcych w skiad
chemiczne) budowy skorupy ziemskiej lub wystepujgcych w atmosfe-
rze (Tabl. 1,2.1.). Ekspozycja na te naturslnie wystepujace Zrdid-
1a promieniowaniz nie jest bynajmniej jednolite. Jest ona uzalez-
nicna od wielu czynnilkdéw takich Jak: geograficine uwarunkowania,
poziom technologii, modilnodé czrowieka.

W oparciu ¢ szczegélowe 1 bardzo obszerne badania Komitet
ONZ 4/s Efektéw Promieniowania UNSCEAR 1982 (132) stwierdza, ie
gléwny udzial v dawce uzyskiwane) priez ozlowieka pochodzl od
frédel naturslnych (2 mSv rocznie).

Pojqcien dawkti pochionigte) okreflamy snetgiy przekazang

materii ne droodze jonizacjl przez promieniowanie precho-

dzace przez sateriq (68,132)

D = d8/dm
gdzie: d& - 4drednia epergil przekazana materii o masie dm



Tabela 1,2.1,
foczny réwnowainik dawek efektywnych ol naturalonych Zrddei

promieniowania w rejonach "masturalnego™ tla (132)

. Roczny efektywny rdwnowa2nik dawki
2rédzo {mSv} -
Zewnetrzne Wewnetrine
.l promieniowanie Suma
Kosmiczne proamienicwanie:

Udziat Jonirujacego 0.28 0,28
Udzial neutrondw 2.02 0.02
Kosmiczne plerwiastki 0,015 0.015

Ziemskle plerwiastki: !
Potas - 40 Q.12 0.18 0,30
Rubld - 8? OQM 0.006
Uran - 238 0,09 0.95 1.04
TOI' et 232 0. 1" 0.19 0033

Sunma 0.65 1.34 2.0

W ukladzie SI Jednostkey dewki jest ? grel (Gy)
16y o1d kg,
tradycylna Jednostia dawki
1 rad = 10" Gy.
¥ ochronie radiclogiczne) stoacwane jest pojecie réwnowai-
niks dewkis
B = DAN
gdzie:
D = dawka pochloniqta w (Gy)
Q = wspélczymnik uwzgledniajacy rodza) promieniowania,
ktéry prryjmije vartofci wyisze od 1 dla promienio-

-2
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wania o wysckin wspolczynniku 11nioue§0 przeka-
zywania energil (LET), np. protony, neutrony,
¢2g4stkl alfa charakteryzujgqce sile wysokg {(bezpo~
frednig lub podredniy) gestoscig Jonizacji

N = wapdiczynnik uwzglegdniaiacy inne czynniki modyfi-
kujgce efekt biologiczny, ale przyjlety aktualnie
przez UNSCEAR N = 1

Jednostky réwnowainika dawkl w ukiadzie SI Jjest Sivert
{(sv)

18v a1 Jkg”
dawna Jjednostka

2Sv

1 rem = 107
Ze wzgledu na rdéing wrailiwoéé réznych czgfci 1 narzqdéw
ciaza wprowadzono réwniez pojecie efektywnego réwnovaz~

nika dawki

Het 'z'T' Hp

gdzia:

Jest waggq statystyczng narzqdu T reprezentujgcy
proporcje prawdopodobiernistwa wystqpienia efektu
atochastycznego w wynil: naproaienlowenia narzadu
lub tkanki T do prawdopodobierstwa wystgpienia
takiego efektu, gdy napromieniowane jest jednolicie

Yp

cale ciato
HT Jest frednin réwnowaznikiem dawki dla marzadu T

Rys. 1.2.1., obrazuje ksztaltowanie sie rozkladu dawek uzys-
kiwanych od rdétnyoh irédel proaieniowania w okresie ostatnich
dziesigefioleci, Z przedstawione) zaletnodcl wynika, Ze drugle
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Rys. 1.2.7, Rozkilad réwnowaznikéw dawek uzyskiwanych od
réinyeh £r6del promieniowania (132)

w kolejnodci sq zastosowania medyczne (0.1 - 0,2 mSv/rok).
Majq one stosunkowe duiy udzisl w calkowitej dawce i stanowiy
niewatplivie najwigkszy ozeéé dewki pochodzaces od frédel wy-
produktovanych preez cziowieka. ¥ niektérych wysoko upraesysio-
vionych krajach eksposycje medyczne osiggajy poziom dawek urys-
kivanych od naturalnych f£rédel. Gldwng réinicq migdsy tym £rdd-
tem skspozycjl a wazystkimi pozostaiymi jJest fakt, e osoby,
ktére usyakujy t¢ dawky sq jednoczednie oscbemi bezposrednio
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oczelujqcyal potencjalnego zysiku wynilkajacego z podjqtego ryzy-
ka, Wydaje siq natomiast pozytywnyn fakt, Ze calkowity efektywny
udzial w réwnowainiku dawki pochodzacy od wszystilch ekaplozii
do 1981 roku nie przekracra Jednsgo procenta efektywne) dawkl
rooznie, chociaz pochodzi on od stosunkowo duie) liczby réino-
rodnych radioizotopéw, ktére drogg ¢zy to kontrolowanych wybu-
chéw, ozy ewaril dostaly siq do drudowiska czlowieka (Tabl.1.2.2,).

Réinigca siq w sposdd znaczny od gidwne) grupy jest subpopu~
lacja pracownikdw wszystkich galqzi zastosowan energii Jadrowe),
ktérzy zawodowo moga byé eksponowani do poziomdw wielokrotnie
przekraczajgcych poziom natura.nego promieniowania. Wprawdzie ta
grupa niedci siq v obrgbie nialuch dawek, ale jej liczebnodé wy-
rafnie wrrssts,

¥ misrg rozvijenia sig nowoczesnych technologii roénie po-
ziom ekspozycli populacii na proaieniowanie niejonizujace. In-
stalacje radarowe, telekomuniksoyjne, linie wysokiego naplgqcia,
UV, a nawet ultradfwigki wprowedzajlq novy czymik do érodowiska,
Dotychezasowe badania wykazaly tylko dla UV zagrozenie mozlivod-
cig indukcji reka, Jednak nie nalety lekcewatyé doniesier, 2e
proaieniowanie nisjonizujece acie rdwnlel zwigkszyd shutecznodé
dziazania innych czynnikéw rakotwirczych(27).

13



Tabela 1.2.2.

Udzialy w réwnowainiku dawki efektywne} pochodzace od radioizo-
topdw produkowanych v wyniku wybuchédw jgdrowych prowadzaonych
do korica 1980 roku (uSv} (érednia swiatowa) (132)

TTN TR T —, -
34 3 46 47
Ye | 0.3 2600 2600

4 0.04 0.0k
55ke 9 9

S5%r 0.005 0.005
895y 2 1 3

Hgr 9 110 120 |

“Szp 200 200 ‘
Whaa | 17 17
10%gu 53 30 83
B 33 33

13¢5 0.06 0,06
137¢s 370 Ouls 170 540
1403, 25 0.2 0.2 25
“‘1Ca 1 1
1440, 17 37 84
¢Bpy 1 0,905 1
239y 25 2 27
240p,, % 1 17
2py 9 0.0k 9
261 4 2 2 4
Suma 680 120 2900 2800
18_% 3% 79 % 100 %
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1.3. Wspdldziatanie rdiaych czynnikow

Raport \NSCEAR (1982) po raz pierwszy rorwaza wapdldzialae
nie fizycznych, chemicznych i biologicznych czymnikéw z promie-
niowaniem jonizujacym. 2 bogatej listy chemicznych czynnikéw
obecnych w Srodowisku i mogacych oddzialywaé z promieniowanien
specjalny uwage podwigce raport tym, dla ktéryéh stwierdgono
kancerogenny charakter, Zalicza do nich:; kurz, widkoa, przemysio-
we emisje zawiera)gqce takie elementy, Jak arsen, nikiel i chrem,
lub tez drodkl chemiczine obecne w 2ywnodol, Wspdidziatanie kilku
czynnikdw mo2e byé rozpatrywane pod wzgleden rodzaju i czasu pro-
cesu wspdldzialania. Samo dzjaranis moze mieé charakter krdtki
Jednorazowy lub moze byé¢ clggle :I. moze sig oczywidcie réinié za~
réwno dawkami, jak i mocami dawek. Przypedki zwiggzane z niskimi
dawkami a diugizi ekspozycleml maja najistotnilejsie zZnaczenie
dla oszacowanla ryzyka, a zatenm dla catej skomplikowane) problema-
tyki ochrony radiologicznej oraz ochrony Arodowiska., Jeieli ko=
cowy efekt nie przewyisza sumy indywiduslnyeh efektdw, méwiwy
wtedy o addytywnodcli. Jezeli efekt wspdidzialanis dwéch czynni-
kéw przewy2sza sumq efektéw ich niszaleinych oddzialywad, wtedy
zachodzi zjawisko synergizmi, Natomiast, gdy efekt wspdidziala~
nia jest niiszy niZ suma sfektéw niezaleinych oddzialywar, zja-
wisko jest ckreflans jako wapdldzialanie antagonistyczne, W przy-
padiu, gly promieniowsnie wspstdziala z czynnikeai nie dajecymi
v indywidualnym oddrialywaniu sfektu, odpowiednie zjewiska noszq
nazwy efektu ochromnege ludb uwrailiwienia, Mote siq rdwnisi z2d4a~
rzyé, te charakter wapdidzialania pomiedzy rdinymi czynnikami
Zunisnia sig v zaleinoéci od zakresu dmwek.

Raport UNSCEAR bardzo krytycznia ustosunkowaje siq do wigk-
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szofci dotychczasowych doniesied odnodnie skojarzomego dzialania
znanych Kancerogendw 1 promieniowania Jonizujacego oraz kiadzie
duzy nscisk na skowplikowany charaicter bilologicznych oddzlaly-
wad 1 ich sllne uzalesnienie od wielu czynnlkdw majgcych wplyw
na koricowy efekt. Raport zaleca ostroinodd w defialowaniu charak-
teru wsepdldziatania rdéinych czynnikdw, jJak réwniet zaleca wszech-
stronne przebadanie wazelkich mefliwych mechanizadw moggcych mieé
swé) uvdzial w procesis., Zwaiywszy na znaczenie, jakle istnienie
ewentualnych synergistycznych lub antagonistycznych oddziatywar
migdzy czynnikemi obecnyml w Arodowisku moie mieé dia problemu
ustalenla dopuszczalnych norm, wymagania odnodnie konfecznodci
doglebnych beded, zaleinodcl czasowych, komtroll warunkdw zew=
nqtrzoych mogacych zalenlaé efekt, wydajq sie byé oczywidcle uza-
sadnione.

Ponino bardze skonplikowanych uwarunkowari tege zJawiska,
pojawiajg sia coraz czegdcie) dane odneodnie badan laboratoryjinych,
or2s proéb teoretycinych rozwigzad dotyczgeych tego efektu (19,
22,24,28,40,46,50,69,73-75,93,100,111,131). Zainteresowanie pro-
blemem wspdidzlatania czynnikdéw drodowiskowych rodnie w miarg
pojawiajgeych sie donlesied, ktére stwierdzajs ten efekt nma pod-
stawie badad zagrozeri zawodowych odnodnie wspdldziatania pro-
nieniowania jenizujgcego 2 wikrofalami lubd tez z nikotyns (82,
94,132) (Rys. 1.3.1.).

Podapa w raporclie setoda oceny, w oparciu o sporzgdzenie
izobolicznych d:lasrnndi, czy wepdliziaranie jJest antagonistycz-
ne, sddytywne czy synerglatyczne, ma charakter sstematyczne)
apalizy danych. Préby wyjainienia synsrgizmu mozna spotkad ga-
rdvno w pracach dotyczqcych waps2dzistania dwéch réinych typdw

16
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Rys, 1.2.1. Smiertelnodé u réinych grup palaczy papieroséw
spowodcwana rekiss piluc w zaleinodci od czasu
trvania zevodowe) ekspozycji na pochodne radom (132)

promieniowsnia (147), jek i promiseniowania i chemicrnych mitageniw
(28,69,74). Jedng z takich préb jest opracowans przez K.H. Chad-~
wick’a i H.P. Leenhouts’a, autordw The Molecular Theory of Radie-
tion Biology, teoria wapéldzialania m poziomnie DNA pomigqdzy pro-
oieniowanisnm joniznjacym i Jakimkolwiek imnmym mutegensm lub czyn-
nikien dzialajacym rdwnie2 na DHA. Jako generaine zalofenie pre-
zentowans) molekularne) teorii oddzislywanis promieniowmnia suto-

TZYy preyjmuiy, e



1) integralnodé czasteczki DNA, ktdra zawiera genetyczng informa-
cle, Jest fundamentalny sprewq dla normalnego rozwoju kowérki;

2) pekniecie obydwu nici DNA, powodujace calkowite rozerwanie ca-
loécl czasteczki, atanowi najbardzie) krytyczine uszkodzenie;

3) réine ostateczns biologicine efekty mogq byé bezpofrednic sko-
relowans z pekmigqciami larlcucha oczesteczki DNA;

4) ostrod4 obsarwowanyoh efektdéw jJeat proporcjonalna do drednied
iloci wywolanych 1 nie zreperowanych peknigé obyiwu. nicli DNA
przypadejqcych na jedng komdrke;

5) ilcé6¢ peknied obydwu nici DNA jest zaleina od fizycznych, che-
miczaych i fizykochemicznych procesdéw przekazywanie i przenosze-
nia epergii, wspéirawodnlctwa udzialu rodnikdéw w odniesienju do
struktury oraz chemicznego frodowiska DNA w trakcie napromlenio=
wania; '

6) 1lod¢ wytworzonych peknied, ktdra pozostaje efektywna, jeat
zaletna od blooheajcznych procesdw reperacii ONA, ktérych wyda)e
nodt jest kontrolowans przez metaboliszns warunki koadrizl w cza-
sie i po napromieniowaniu,

Przedstaviony na Rys. 1.3.2. caymnik «D « AD? odzwiercie-
dla liczbq peinigé obydwu nici DNA wywolenych zaabsorbowaniem
dawki promieniowsnis D . ‘

Wedlug Chadwick’s i lasnhouts’a caasteczka DNA moie by$ rozerwe-
na preez:
1) przejécie jJedna) ozgstki promieniowania Jonizujecego, ktéra
dlnmmmmﬁm przekazy energii w poblizu DHA. Licz-
ba indukowanych w ten aposdb paknieé przez proaieniowvanie powine
na byé wprost proporcejonalns do pochioniqte) dawki

N o &b
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{ promienie jonizujace | | zwiqzek chemiczny
ONA ONA DMA ONA ONA DNA

byl Hbmmal]
Jr T

efekt promieniowanio toksyczny efekt

!

catkowily efekt &Dopo‘i--?XDuX‘oéX

Rys. 1.3.2. Przyjety przez Chadwick’a 1 Leenhouts’a schemat
oddziatywania promieniowania i chemicznego muta-
genu na czqsteczke DNA (74,76)

2) Polgczenie 2blionych przestrzennie dwéch nlezaleinych prze-
kazéw energil zachodzacych w poblitu DNA 1 powstajqcych w wyni-
xu przejdcia dwéch czastek promicniowania. f.:l.czba pekniegé obydwu
nici indukowanych w ten sposdb przez promieniowanie powinna byd
wprost preporcjonalna do kwadratu pochioniqte) dawki
| ne f0P

Czynnix K D obrazujf tg czesé spowodowanych prrez pramienio-
wante pojedynczych peknieé spirali DNA, ktéra mote  zoatal
zreperowana. Wspdozynniki cr.,fa ) x zaleine ag od rdéinorodnych
procesdw, ktére przebiegajq v nasteqpatwie pochioniqeia okredlo-
neJ energii v aateriale komérkowym. Zawierajy one w soble pa-
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resetry uwigledniajgce fizyczne, fizykochemiczne i chemicine pro-
cesy prowadzace do pgkniqcia spirali, jak réwniez bilochemicine
procesy zaangatowane v zjawisim naprawy, Przez analogiq do pro-
mieniowenia zalofono, 2e ¥aidy inny wuwutagen mote powodowed
riwniez uszkodzenia spirali DNA, ktdéryeh drednig liczbg N ob-
razije seletnodé(§X + FX°), gdzte X jest miarq ekspozycsi
xomérki na mutagenny czynnik, natomisst £ Jest liczbg uazkocluﬁ
obydwu nici w spirall DNA ne jednostkq ekspozycji, podobteie §
Jest liczbg uszitodzed obydwn: nici v spiraeli DHA na kwadrat jed-
nostki ekspozycji, ktére powstaly z kombinac)i pojedynczych usz-
xodzef nicl DNi. Czynnik mutagenny dzialejsacy na DNA moZe rdwe-
nie? powodowad wystgpowanie uszkodzed mici, ktérych liczbeg ob~
razuje czynnik §3 , w ktérych § jest liczdy tekich uszkodzer
powstajgcych na jednostke ekspozycji. Uszkodzenia te, podobnie
Jak pgkniecia jedne] nici spirsli DNA wywolane dzislaniea pro-
mieniowania, moga byé¢ eliminowane w peocesach reperacji. ¥ przy=
padku, gdy sutagen i pecaleniowanis sy zestosowans razem, wtedy
dodatkowo do produkowanej niszaleinie przezr oda czynniki iloéeci
uszkodzei, wytworzy siq pewna 1lodé peknieé obydwy nici iaficu-
cha DNA, w wyniku koincydencji wywoianych przez promieniowanie
i chemiczny sutagen uszkodzen po.jcdy;mze.j nicl, Liczba tych do-
datkowo utworzonych uszkodzer bedzis satem okreflons prees

D , przy czya ¥ czynniim Y Jest zawarte rdéwnie: praw-
dopodob:leﬁstwo. 2e qun.lge:le Jedne) nici oraz wywolane chsnicz-
nym mutagenem uszkodzenis drugie) nici, dedza v efeksie peknig=
cle obydwu nici ozgsteczki DNA. W efekcle, v prrypadiku poleczo-
nego dzialania dwéch czynnikéw, liczba uszkodzed spirali DNA
decydu)aca o catkowitys elekole wynosi
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.Nt'*n‘t pD2+!m+5'x+g'xz
Z te) bardzo uproszcione) w tlumaczeniu formuiy aocina ocenidé,
w jakinm stopniu nalety sig spodziewad w badanym ukladzie efektu
synergistycznego wzmocnienia, Przy czym nalezy podkreflié, 2e ro-
zumowanie autordw teorii dotyczy ukiaddw, w kbtéryoh bezwzglednie
speinione a4 trzy priedstawions juz podrednio warunki.
=~ Po plerwszs, ostatecznym skutkies dzialajjcego rdmoczednie
z promieniowanien ozyrnika jest rzeczywifcie uszkodzenie spira-
11 DRA; |
~ po drugie, zaleinodé efektu od dewki promieniowsnia diialaje-
cego niezaleinis ma charakter liniowo-lkwadratowy;
= po trzecle, w przypadiu cheni.c‘z:\ego sutageru zaleinodd efektu
od ekspozycjl na mutagen powinna réwniel mied generalnis charak-
ter linjowo-kwadratowy (tzn., 2e sutagen moie powodowné uszkodze-
nie zaréwno jednej, jak 1 obydwu nici DNA - podobmie Jek w rroy-
padkun pmncnim:l.l)'.

Stwierdzenie, 2¢ efekt aymrsu:tyemy odgryva dominnjqcy ro-
lg v rejonie niskich dawek, dla ktdrych krzywa dewvke~efekt wyia~
zuje charskter najbardziej zblizomy do linfowego, jest jedng 2
wazniejszych kenkluzji, wynikajgeych z przeprowadzone] presz
Chadwick’a 1 Leenhoute’a analizy synergistycinege wspdldzialania.
Analiza ta wykazala réwmiei, 2s efakt ten ma istotniejaze zna-
czenle w priypadiu sizabo jonizujgcego promieniowsnia niz w prezy-
padicu gesto Jonizujacych czqstek, Jest to wniosek bardzo wazny
z punktu widzenia ochrony érodowiska, gdy: zaréwno niskie dewki,
Jek L woce dawek ag charakterystyczne dla wystepujqcego w natu-
ralnys drodowision siabo jonizujecego promieniowaria,

Wazelkie biologiszne efeikty: émierd komérki, mutacje, abe-
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rac}e zachodzgce W reglonie niskich dawek orer dla siabe jonlzu=-
Jacego promieniowania powinny byé przedmiotem sz¢zegélnego zain-
teresowania ochrony radiologiczne} oraz ochrony drodowiska, Te-
Kie jJest te2 stanowisko UNSCEAR 82, ktory pomimo stwierdzenia,

ie jest za wezednle, aby Komitet byl w stanie w oparciu o istnie-
Jace dane udokumentowad w sposdb jednozneczny potrzaebe zmlany ay-
stemu szacowanla ryzyka, zaleca jednak koniecznodéé badania efekfu
wspdldziatania i to zardwno na poziomie badari podetawowych, Jjak
i prektycznych. na poriomle komérkl i arganizméw wyzszych., Spec-
Jalnie podkreglomo potrzebg I znaczenie prowadzenia badan na po-
ziomie molekularnym i1 chromesovowym, badan- ned wspétdzialaniem
chemicznych, fizycznych i wirusowych czynnikdw w procesach powige
zanych z replikacjg DNA, naprawg uszkodred radiacyjnych (zaréwno
na poziomie prostych, jak i wysoko zorganizowanych organizméw)

} wszystkich badari niasgbgdnyeh dla 2resumienia mechanismdw
nutagenezy 1 oszacowania ryzyka genetycenego dla cztowiska, Te
wlasinie badania powinny, gdy tylko to noiliwe, koncentrowad aie¢
w rejonie niskich dawek 1 ekspozyc)i na ré#ne esmikil orag poe-
winny byé skorelowane z najlstotniejazyni skutkami bilologiczny=
mi takimi, jait: mutacje, aberacje chromosomowe, rdéinicowanie ko-
ndrek, zaburzenia systemu lmmunclogicznego, rozwijanie sig¢ orga-

nizméw 1 oczywiscie kancerogeneza,
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2. Prbggnx szacowanla ryzyks w zakresie niskich g‘ Wk

2.1, Modele przyjqte w ochronie radiologiczne)

Wiascive oszacowanie ryzyka wynikajgqcego 2 istniejacych za-
grozerl stanowl niezaleiny i skomplikowany pi-oblen. Odczucie opi-
ni!{ publiczne) nie zawsze jest dparte na racjonalhych prreslan-
kach (45}, Na przykiad ryzyko, jakia jJest zwigzane z przedwietla=
niem klatki plersiowe} (Tabl, 2.1.1.) Jest licesbowo  rdwnowai-
ne ryzyku zwigszanemu z przelecheniem samochodem 100 kilometriw.
Tymczasem historycznie uwratliwione na promienlowanie odczucie
opinii publiczne) przypisule na pewno wigksza wagq plerwszemu
(96). .

Cpinia publiczna Jest stosunkowo najbardzie) wyczulona na
zagroienle zwlazane z promieniowanies Janiqucym. Zrozumienie
biologicznych efektéw promieniowsnia, chociai jeszcze niekomplet-
ne, Jast daleko bardzis} szcrzegélowe ni2 dotyczgce dzialenia bare
deie] sskodliwych substanc)i chemicznych, Réwniez praktykxa ochro-
ny radiologicznej jest daleko bardziej rozwinigts i meswsnsowana
ni2 jekiekclwiek metodykl stosowans w preypadin chemicznych za=
grozef, Tak2e generalne podejécle w kwestiach oszacowania ryzy-
ka v rejonie niskich dawek, preyjmujgee tylko modele dopuszczaise
ce przyblitenia w kieruminy prreceniania ryzyka a nie odwrotnie,
ustanawla jakby dodatkowe zabezpleczenie i moze byé modeles
wzorcowys dla ochrony Srodowiska przed chamisacojs, Nie zZmienia
to Jednak faktu obecnodcl promieniowanis jonlzujacego w iyciun
czlowleka, )

W przypadku pmlmimh Jonizujacego, ktérego biolc’»ycz-
ne skutki dzialenia sg od wielu lat bedane, naleiy rozpatrywaé
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Tabela 2.1.1.

Pordwnanie ryzyka zwig2anego z réiznyrni Formazi dlagnoastyki {66}

Sreanta ekapo- | Szacovane dawks R{;yko soter- Iléwnwaznii‘r"yzyka
zycja na skorg { na cake clalo cl z powodu dmierci 2z odu
przejecha- 1lodci wypalos
nych km nych papiero-
" 80w
Gzowa (CT) 2 - 10 1 17104 9982 500
G2owa : 0.7% 0.078 1/1.3 ~ 107 767.97 38
Kreggosiup pler-
siowy 1,050 0,267 | 174+ 10" 2495.50 125
Plersi 0,036 0.010 1/10° 99,82 5
Clalo 2-~10 1 1/10% 9982 500
Cholecystogragia 0,896 0.168 | 1/6- 10" 1663, 13 83
Jaoe brzuszna 0,951 0.147 1/6.8 ~ 10" 1468, 32 74
Miednica 0.827 0.093 1/1.1~ 10° 908. 04 45
Krqgoalup ledi-
ugwy 1,400 0.347 1/2,9 - 10* 342,18 172
2qdy 1.170 0,009 | 1/1.1. 10° 90,16 5




dwie kKateporie zagroien. Plerwsza dotyczy ekspozycji na bardzo
wysckie dewkl 1 zwigzana Jest 2 moiliwosciy wystaplenia efektow
nieatochastycznych, 34 to efekty charakterymjgce slg wartodclyg
progows dawki, powyie] ktdre) wystgruje uszkodzenie narazonego
na ekapozycj¢ organu i dla ktéryeh ostrodé wystgpujacego efektu
Jeat zwiqzana z wielkodciq dawki. Zagroienie wystgpieniem efektdw
ntestochastycznych Jest zwlgzene z ekspozyejq na dawki rzedu
1 Gy - 100 Gy (B0}, Druga kategoria zagro2er dotyczy ekspozycji
na niskie dawkl i niskie moce dawek (z tego punktu widzenia jJest
interesujgea dla badar drodowiskowych) i zwigzana Jest z wyste-
powaniem sfektdw stochastycznych, do ktérych naledy zaliczyé ou=
tacje, kancerogeneze I Amierd Homdérek, Cochg efektdéw stochase
tycznych jest brak progu 1 zale2nodd wielkos$cl efeittu od dawki,
Niezmiernie istotna Jest znajomo3é zaleinosci dawka-efekt, a
w szczegélnosdci keztaltu krzywej w rejonie niskich dawek, Jele-
1i efekty 8g mlerzone w re}onie wysokich dawek, a 2aleznodé Jest
nielinjowa, np, y = axz, wtedy w re:;onie niskich dawak przyroest
efektu Jjest znacznie mniejszy ni2 w przypadiu zale2nosel linio-
wej. Ze wzgledu na bardzo ograniczong ilodé badad w réaonie nis-
kich dswek wystqpu)q clggle kontrowersje oiy w przypadku szacowae
nia ryzyka naleiy przyjmowad zaleinodd liniows, czy kwadratows.
Axtualnie w cchronie radiologicznej obowigzuje podejdcie,
2e rytyko v rejonie niskich dawek Jjeat bezpodrednio proporcjo-
nalne do dewki promieniowanls i, Ze nawet nejaniejsza dawks (eks-
pozycja) wiqie sie 2 okreflonym zagrozeniam. Jest %0 »Swno-
gnacsne 8 praylgciem zako2enis, ie prawdopodobledstwo indukeji
raka lub genetycznych afektéw zmienia siq proporcjonalnie do dawki.
i 2e, gdy duza grupa ludzi ekaponowana Jest na niskie dewkl, licz- -
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ba mozliwych priypadkdw bedzle proporcjonalna do sumy indywidual-
nie uzyskanych dawek,

Qbecnie (Tab].. 2.1.2, ) prazyjmowane oszacowania uienosqj sleg
w nastepujacych rzedach wielkodci: a) 1+ 10°% nieuleczalnych przy-
padkéw reka na 1 sSv, to zneczy 1 przypadek na 10 000 oséd, z kté-
rych ka2da eksponowana byla na dawkg 10 mSv (1 rem) na cale cialo
w przeciggu okresu 2ycia; b) pedodme lub niewiele wigksze jest '
prawdopodobleristwo wystapienia przypadkéw uleczalnych ( wiekszodé
przypadkéw np. raka tarczycy nle Jest émiertelna}; c¢) 2+ 10'5/n3v
przypadkdéw powaznych defektéw genetycznych w przyszite) generacji
bedacych wynikiem ekspozycji narzgddéw rodnych przed reproduke]s.

Wepdtezynniki prawdopedobieristwa podane przez UNSCEAR oraz
orzez ICRP 1 BEIR szacowane byly przy zaloieniu rdinych modell
wyjéclowych, Jak widad, zgodnofé efektdédw koricowych jJest wyjathkowo
dobre., Pomimo to, szacowane ryzyko Jest obarvzone ciggle dulym
wspdtezymnikiem niepawnodci. Vynika ona z: a) niepewnodci spowodo-
wane) ekstrapolacjy 2z regiomu dawek wys&k:lch do niskich; b) z eks=~
trapolacjl danych uzyskenych na modelach zwierzecych, clgqgle nie
dajacej peinego obram,

Fakt, ze proces kancerogenszy jJest wynikiem skojarzenia ini-
cjacji oraz promocjl dodatkowo konpliku,je badania (7,85), Poniewsz
aktualnie okolo jednsj pigqtej zgondw stanocwlis umierajacy na raka,
ktérege przyczyny, oc nalezy podkreslié, nie jest promieniowanie,
wykrycie istotnego statystycznie efektu kancerogennego w badaniach
epidemiclogicznych w s:ﬁpic ekaponowanych na niskie dawki jest =pra=-
wa niesliychanie trudng (2,12,29,30,33,132).

Pomimo wspomnlanych niejasnodci i przyblized Jednolity sys-
ten, zalerzajacy do ograniczenia dawek promisniowania, zostal
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Tabels 2.1.2.
Aktualne oszacowania maksimum prawdopodobiernstwa efektdw powoac-
wanych ekspozyciyq populacjl na niskie dawki promieniowania (2)

Prawdopodobny efekt ekaspozycji 10 000 oadb w wysokodci
Szadaw®] Liczbe émierd Liozna nie- [ Liczba defekd Liczba defck-
telnych przy+ dmiertelnych| tow genetyczd tdw genetycz-
padkdw raka | przypadkdw nych w I ge-| nych we wszys
raka neracji kich genera-
: ¢jach
UNSCEAR 1 1 0.24 0.74
1977
ICRP 1.25 1.25 - 0.8
1977
BEIR { 0.8(0.1=1.7) ] podobnie ja§ 0.02-0.3 0, 24=d & i
1980 ub o dla dmier- ;
20 5(003"500) telnw:h f
x/ Wartofci uzyskens w oparcin o model wzglednego ryzyka,

pozostale wartodel dla kancerogenezy ugyskane v opar=
c¢iu ¢ model absolutnego ryzyka

ocaiggnig¢ty na poziomie migdzynarodowym, Ogélnie przyiqto pragma-
tyczng filozofie unikania niepotrzebnych ekepozycji 1 ogranicza-
nia ich, jek tylko moiliwe, z recjonalnego punktu widzenia Ble
cstowleka , Jego indywidualny rachunek korzydel jJest czynnikiem
rozsgdzajacym o podjgeiu ryzyka (Jest to czynnik decydyjacy przy
skspozycjach medycznych). 8kutki bioclogiczne nieuniknionych eks-
pozycji zwiqzanych z tzw. cheaizacjy i zanisczyszczeniem srodo-
wiska czqsto okazujy siq znacznie wylsze od efektu blologicznego
dawki przyjete) jako graniczna ekspozycja (50 mSv) dla ocaéb za-
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trudnionych zawodowo przy promieniowaniu, ¥ ostatnich latach podob-
ne rozwaganla prowadzone sgq w stosunku do zagrozentia wynikalgcego
z innych czynnikéw drodowiskowych, w szczegdlnodci mutagendéw che-

aicznych,

2,2, Propozycje dla mutagenezy srodowiskowe] - RAD-skwiwalent

Szacowanie genetycznego 1 somatycznegoe ryzyka Jest nadal za-
daniem niezwykle trudnynm ze wzglgdu na 2302onosdé problemu, & tak-
2e réinorodnosé 1 zmiennodé wytworzonych przez czlowieka zwigzkdw
chemicznych, Przyjeto, 2e w pewnym 2zakresile dofwladczenia zebrane
w dziedzinie ochrony radiologicznej mogg by¢ pomocne w rozwijaniu
i opracowywaniu norn dopuszczalnych dla stosowania chemicznych mu-
tagendw (33,98,119). Zaproponowano dziedzing ochrony przed promie-
niowaniem Jako model oraz tzw., Rad-ekwiwalent (REC) jako wartosd
pordwnawezg, pozwalajscy na usyilewatyzowanle skutkéw biologicznych
réznych czynnikéw w odnlesieniu do efektdw promieniowania.

W 1973 roku Crow oraz Bridges (97) zaSugérowalt, e efekt
chemicznego czynnike, ktéry daje genetyczne skutki moze byé przy-
réwnywany do dawki promieniowania jonizujgecego, ktéra powimma wy-
wolad ten sam efekt 1loéclowy dla tego samego wskainika biecloglcz-
nego.

W latach péinie}szych sfrormulowanc tg mydl definiujac réwno=
waznlk dawki REC jako 1loczyn koncentracji przez ozes trwania trak-
towania, ktére produkujg ilodciowo taki sam efekt, jeki bylby wywo-
lany dzialaniem chronicznego promieniowania ¢ dawce jedpego rema.
lHetoda pordwnywania efekidw chemicznych mutagendéw i promieniowanila
zapewne nie jest idealnym rozwigzaniem i wzbudza réwnie: pewne
kontrowersje (5,18,77,119), Do najpowainiejazych zarzutéw nalezy
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polornogd roawigtania problemu a¢ wagledu na tatt,.ze 8am Hpp~-
6éb saacowania ryzyka s cchronie radiologicanej szawlera pemnn
dos¢ hiepewnogoei, Powuimo wepoznianyoh aasirsesed konoepoja ta
lednak 1etotnie daje modliwodd pewnej systematyzacjl 1 ujedpoli~
cenla rysyka wynikajgqoego 2e $rodowiskowych sagrolen, Naleizy pa-
nigtad, £e szacowanie rysyke wynikajgcogo 3 sagrozieii chemioznyui
ciynnikaml srodowliakowymi, w oparciu o ¥ysnacscnle REC, wynaga
spelnienia pewnych Balozert odnofpie nastig¢pujgoych problemdu(ﬁ?):
1/ Prawo wzajemnosel .

¥ praypadku ekapozycjl na promisniowanie jonizujgoe dawka
pronieniowania D jest okreflana jako tloczyn zaabsorbowaneyo
strunienia energli /moecy dauki/ brzaz oczas trwania ekspozycji -
D=«?P, t, natomiast dawka czynnika checicapego okreslona jest
Jako D w o, ¢, gdzie ¢ Jent at¢tepien. Tak zdotlolowane dawki
35 zgodne z powyiszym warunkien wtedy, gdy Iémipzaseinie guienla~
Jace sig parametry u 1loozynie, dance t¢ samg wartosé, uwig2g si¢
: tyn sanmym efektem biologloznym, Znajomosd badasi radiobiologi-
cznyoh poswala prsewidzieé, w jakich warunkach spelniony jeat ten
warunek dla promieniowania jonisujgoego. ﬁiadono ] nioh, 2e para-
meir oTasu jest w praypodku promienlcowania malo 1stalny, nato~
niast krytyozng role odgrywa aréiniocowanie odpowledzi bilologlcz-
ne} od z2misniajgee) 81¢ mooy dawkl, amiaszoza dla réinych radza-
Jéw prowmieaiowania (2,4,28,132,148). ¥ praypadku chemicane)
ekopoaye)l c2pd jeot parameirem krytycanym, asaleinym od biofi~-
Zyoinyoh warunkdw srcdowlska tarcaowege, decydujgeym o stopniu
peneiracji w komérce, statoicl amigaku, metabolisaojl 1ip..
A zatem paleiy spodsiowad sig ogranioser 1 w swigsku # tyn w
kazdys konkreinym praypadknm susi byé zbadana wsajemnoid migdsy
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czasew 1 koooentracjg, jak réwniei okreslony posiom nasyoenia
dla krsywych damka-~efek: [ 16,85,117).
2/ Ksztalt krzywych davka-~efekt,

¥ pordéwnaniu efekidw ad chewicznego zwigzku i od promieniowa-
nta muwsi byé¢ réwnicd wzigiy pod uwagg charakier krzywyoh dawka-
~efekt, ¥ 2asadzie, jesell togo Samego typu Balezposé jeat ob~
3erwowana, t¢ bezposrednie poréwnywanie jest cozywlste, Zbajo=-
mos¢ krzywych dawka~efekt dla promienlowania jonisujgoego zosta=-
ta opragowana bardzo szczegdélowo zardwno doswiadozalnie, jak
i teoretycinio f4,28). T gasadziec dla wigkszosici biologicanych
efektén wiadono jeat, jaklego typu zaleznodci i dla Jakiego typu
prowiepiorania orsz w jokich zakresach naleiy sie¢ spodziewad,
Znacznie rudniej przedstawia al¢ sprawa w dziedsinic duzo mnlod~
ssej od r.diobtolegil, a miapowicie w outagenezie srodowiskowa],
O wiele wile} danyoh Jest dostepnych w tej daiedzinio, a ksztalt
badanych ialeznosecl Jest bardzo rdinorodoy, W wickezosol pray-
padkéw proablem ten moie byd uprosszczony do prowadzeania badan
% Bakresi: niskich dawek 1 pordéwnanie woie byd dokonape 3 Zazoa~
czenlem ¢ horigzujqcege prredziatu damek,
3/ Ekssr polacja whioakéw z danych eRasperyuebtalnych oa. ukladach

awlerze.ych 1 innyoh na czlowieka

Zo wugledu na bardzo ogranicsong tloéé dabyoh obserwowanych
oa ludziach zaréwno dla promieniowania, jak i dia chemicanyoch
tutagendw, taka ekstrapolacja mwuel byé osybiona niemaleinie od
tego, jakie ilodoiowe wetody g prayjgte. V¥Wedilug Moustachiego
ozekanle oa usyskanie wystarczajgoych danych dotyosgoych o3lo-
wieka jest czekanienm na etolo¢1ufnq katasirofq, ktéra saowoou-
Je ewideatoyni danymi spideniologiosoymi /siatystyosaywi/,
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Tyncza;el chngl Jest bdardso istotne, aby eyatemy adopilonane w
celu oanaczenlia REC Uyly moixliwie Jak najblizsize pozinuu Zorga-
nizowapnia i matabolizen kowdrek ludakich, W takiw abaczenin sys-
temy eukarioiyoane powinny byé bardsis) preferowane od aystenmdw
prokariciycanych, Katomiast wérdd eukariotyozoyoh, kultury kowd-
rok ludskich lub somatyosnych komérek seakéw wydajq siq najleple]
spelaiad postawiope 3adanie ‘91,03,119).

4/ Iope ozyopniki wmodyCikujgoe efekt. _

Wiadomo, 20 wisle oxypoikdéw fizjologliozaych 1 gegetyoznych
mote modyfikowad wrazliwoéé pa papromieaiowanie 1 na mutageny.
Kérdd tych cxynoikdw 2a03egélng uwage naleiy zwrdold na te kiére
04 awigsane 3 oyklem loﬂdrla-rn,.rdian wrazlivodelg charakterya-
tyosng dla résayob faa oyklu oras na procesy reperacji, ktére
doéé 1stotnie splymajs na kodocowy sfekt biologicany (5}.

Reasymujge, kontrola 1 regulacja sagroien érodowiskowyoh wyma~
&8 przyjecia jednolitego krytarium glololowogo oraz odpowiednioh
standarddéw dla ooeny ryzyka sardéwno w odniesieniu do wazesnych,
Jak 1 tak swanych péfnyoh efekidw, obsonych w drodowisku ohewioz~
nych oaynnikdiw wigosajae v to soiliwie loh.-lpéldaial;nla 3 proe-
misoiownniex jopisujgoyu, Pray)eta teza odoodnie wyste¢powania
péioyoh efekidm, pawst najuitasych dawek prouieniowanius, odegra~-
ta kluocidomg role w kaztaitomaniu slg sfekiywnych standarddw
s ochronie pried promieniomaniem, Pobnad 30 lai podwigeono in-
tepsywuym badaniom, aby sgromadsid nic.bqﬂno inforuacje i oeuko-
we dane komiecsne dla ustslenta sarcdowyoh limitdw ogramionaja-
oych skeapoayoje ba promieniowanie { 30’. Zbistnoéd 1 podobigi-
sime witkaznodol stochasiycZoyoh efekséw biologiesnych powodowa-
nyoh prses promieniowanie orss mutageny chemicsns sugernjs moili-
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wosd atodowanla tyoch SysteRdéw porownawozo,

Pordwnanie skutkde praslepniowantya jonizujgeego 1 wutagenu oho-
Liganego woina z Jednej strony przedstawid w postaci dawki pro-
wleniowania, ktdra daje tep sak efekt biologiczny, a 3 druglej
strony, znajge riwnowaznikl dawki, woZna okreslié¢ poziom chewioz~
pewo Lutacou dajacey taki sam efekt bialogicsoy jek promienioma-
uia o danes dopuszgsalnej, okreslone) norwaml migdzynarodowynl
{135,810),  lrzyjecie taxac)] wotodykl moze rzeosywiscie byé bar-
J7O ugytecsne oraz pomocone w Usystewutyzowanlu norm obowigzujg~
crell w onutagen zie srodoriskowej, wzglednie ich uregulowaniu
luk wreez usnalcniu{18,35,42,119). ioke tei & Hobeu SFuiyd
Aoredy rachowaoiu w sniadomoscl wizysthich cgraolczen/ do oszaco-
whgild ryayka dla zdrowia gyalkajqcego z‘ekspozyoji na dagy outa-
.on, Gy t'ylko /przy swiadowmdosel obowligzujgcyeb restrykedl i zae
sfrzesei;/ romnawaiZnose jest uzyskdaa, moina probowad ekstrapola-
i regul  prae ochrony przed prowlenlewspiew na dziedzing och-

rony przed czynnikawi cheuiczoymif37,39,44,54,98,117),
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3. Iradescamtia jako system modelowy do badar laboratoryinvch
i_frodowiskowych

Jak juz wapomniano, ukiad czrowieka nie moie byé przedmiotem
bezposrednich genetycznych eksperymentéw, Znamienna ¢zedé wysiltku
badaczy musi byé zatem podwigcona innym eukariotycznym systeaom,
ktdrych podobiedistwo organizecjl chromosomdw, INA, narzadéw komér-
‘owych impliluje fakt podoimego Jak u cziowlieMa procesu wywolywas
nie uszkodzerd w Jjadrze 1 c¢ytoplazmie, '

W ostatnich dziesigciu latach, w miare jak rozwljala sieg
w opinii publiczne) éwiadomodé zagroter wynikejqcych ze zmian 2a-
chodzgeyeh w naturalnym drodowlsim, intensywnie rozwijaty sie ba-
danis ned zastoscweniem najprzerédznielszych biologlcznych testdw
oceniajgcych blologiczne skutki réznych szyralkdw drodowiskowych.
Ze wzgledu na wysokl koszt testu kancerogennodci ma zwlerzgtach
{300 000 § na jeden zwipzek chemiczny) oraz diugi okres oczekiwa-
nla na wyniki {3 lata} opracowano setki "krétko-okresowych® me-
tod wykrywajacych mutageniczny i rakotwérczy potencjai réinych
czymnikdéw (56.57). Sq wirdéd nich testy z uiyciem roflin i komérek
roslinnych, cwaddw, prokariotycznych i eukarlotyeznych mikroorga-
nlzmiw, hodowli komérkowych, roztwordw DHA, cytogenetyczne testy
komérek rakowych in vivo oraz in vitro, testy transformacji rako-
we), testy biochemiczne (9,3%-57,71,76).

¥éréd uktaddw prezantowanyc;l na zorganizowanym w 1978 roku
Syupozjum pobwigconym gastosowaniu biologicrnych monitordw ska-
terl frodowiska (71) dwa z nich uznano za wydbitne. Plerwszy, to
znany test Bruce Anesa z Uniwersytetu w Kaliformii, w ktdérym mu-
tageniczne dziatanie jest rejestrowane przez pomiar cigatotliwod-

ci mutac)i réinych szozepdw bekteril SALMONELLA T YPHIMURIUM,
»



przechodzqoych z forwy histydynce zaleine) w histyiyno niezaleing.
¥ oatatnich killu latach opublikowano rezultaty przebtedania tym
‘testenm ponad 2 600 zwigzhéw, a ponadto preebedanc setki Twigzkdw
w prywatnych i ustugowych laboratorisch przemystowych (57,78,126),
Test ten zoatal tei zaproponowany prrez Organizecjq Zdrowia 1 Bez~-
placzedstwa Precy (QSHA) do klasyfikacji rekotwirczyeh zwiszhdw

¥ miejscach pracy oraz prrez Agencjq Ochromy Srodowiska (EPA) do
oceny toksyeznodci fciekéw (70).

Drugi test prezentowany przez L. Schairers (114)s Bationsl
Brookhaven ‘Laboratory - to test oparty na pomiarze caestotliwod~
ci sometyczuych mitacji w komérkach wioskdw precikéw tr:glu'otki.
Heterozygotyczna ze wzglqdu na kolor odaiana Tradescantia Jest
najczulszyn ne dwiecie hiclogicznys monitores promieniowania. Za-
lety tego testu i ogromng rolg, jakg odegrai w dziedzinie radio-
biologii przedstawiz Victor Bond v prregledowyn referscie na XXV
Kongresie Pizyki Zdrowia w 1981 roim (14). Tradescantia okazala
siq wspaniaiym monitores nie tylko promisniowania, als réwnlei
czymikéw chemicznych. Rezultaty badal szeregu ostetnich lat do-
wiodly, te moie ona znakomicie shuzyd zardwno jako laborstoryjuny,
jak i polowy momitor zanisczyszczed frodowiskowych obecnych w po~
wistrzu, wodzie i glebie (16). |

3.1, Pomiar czestotliwodci scmstycanych mutacii u Tradescantia «
- metodyka. ’

Kilka gatunkiw z rodziny Commelinacess, 4o ktirych naleiy
Iradescantia posiada cechy kwalifikujsce je do prowadzenis badasd
nad siutioni promisnicvania 1 chesicruych sutegendw, Skutki dziatee-
nia badanych czymikiv soga byE alerzone u‘ron.l.oz
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nlm'-tc.j.l ohromosomowych w aikrosporach, uumhl;!hch wErostu
korzeni, wioskaoh precikéw (10,11,112,129);
~ matac)i somatycznych w ptetiksch kviatdw 1 komdrikech wloskdw
precikdéw klondw heterozygotycznych ze wzgledu na kolor kwia-
téw (31,86-92);
dnjertelnodci pytim (130);

~ skrdéced wioskdw preoikéw (34,61,62,64,107,133,140),

Z tych czterech typdw badadi najczeécis) stosowana Jest metoda
oparta na pomiarze czqstotliwoéol somatyozmych sutacji w komérkach
wioakén precikéw, Odkryta okoXo 1958 rol w kolsekeji prof, W,V,Brow-
na z Uniwersytetu v Austin (133) Juz v 1960 roku zostalas zapropono-
wana przez S.Ichikavyq jako blologiczny moniter otoczenis eleitrow-
nl jadrowych (16). Wprawdzie minglc parg lat beded podwigconych
na opracowanie testu (34,86-92,107,120), ale wysilek ten wynagro-
dzony zostal setkami rerxultatdy niexwykle cennych dla redioblolo~
géw. W ostatnim dziesiqcioleciu ukaaid:o sig szereg bardzo wainych
prac dotyczgoych skutecznofici biclogiceied réznyeh rodeajéw pro-
aleniowania (15,36,135-138), zaleinoéci tf'ek‘l:u promieniowenis od
rétuych paremetréw biologiommych (14, 15 59,62,64,103,134, 139,
%3), mocy dewki (61,104), frakcjonowania (81), niskich dewek (58,
60,124) ozy tel nawet efektu promieniowanis kosmiczmego (34),

Jak juz wspomniano, test ten ckazal siq réwnie? wratliwy na
cheniczne wmutageny (125,133). Zwlaszoza nisktére = klondw rnale-
zly zastosowanis v badanisch laboratoryjuych nejpraeréinisjsrych
chenicznych outagendw (3,56, 101,102,105, 121+123, 123,130, 141, 142),
a tekiv v monitoring ércdowiskowym (15,16,89,115-115,127). O po=
wodzeniu tego testu zadecylowaly giéwmie nastqgujace jego zalety:

~ wiossk precika poprzez swij rozwd) mote byé pordwnyweny £ sys-

3%



temanl kultur komdrkowych,

-~ kwiatostan zawierajgcy upakowane paczki niewielkich roimiarde
znakomicie nadule sig do napromieniowania nawet welymi wigzka-
ml promieniowania,

-~ daje moiliwosd badania duzej populacjl xomérek,

~ zaréwno prowndzente plantac)i, Jak i metoda pomliardw nie spra-
wiajy 2adnych trudnosci {do mlerzenia mutacji wystavcezy zwykla
lupa binokularna)},

« w relatywnle kréthim czasie daje rezultaty pomiardw czgstotli-
woécl mutac)il (preecietnie 2 - 3 tygodnie),

- roéliny rosng dobrze w zwykle) szklarmi, a warunkl hodowli
i fizjologla rodliny sq sz2czegbéiows poznane 1 oplisana,

- wrasliwodé Tradescentia na promieniowanie jest bardzo wysoka,
zblizona do wrazliwoéci komérek ssakdw (dawki rzedu 2,5 mGy
wywolujy Ju2 mierzalne efekty),

- duza ilofé Klondw Tradescantia pozwala dobierad Je do badaf
w zaleznodoi od ich cech genotypowych i specyfiki badas,

- rozanazanie wegetatywne rodlin rzapewnis minimalng zmiernods

genetycang,

3.1.1.. Hodowla 1 rozwéj

Tradescantia jest rodling diugiego dnis i daje aig ratwo pro-
wadzid w zwykle) azklarni lub komorze wzrostowe}. Chocist jest ro-
$ling wrazliwg na zmieniajece sig czynniki drodowiskowe takie, jak:
tenperatura, wilgotnofé czy zenieozyszozemie powigtrza (105,106,
120}, utytecznodé je) do celéw badawczych mozna atwo zabezpleczyd
prrei umleazczenie roflin na okres dwdch tygodni przed eksperymen-
tem w kontrolowanych warunkach. Zapewnienie plantacjl 18-godzinnego
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cyklu éwietlneso prowokuje Jjgy do clggiego kwitnienia. Kwiatostan

ukorzenione) rosliny moie kwitngé praez okolo 5 miesigcy produku-
Jac ai 140 kwiatdw {115,135). W kwiatostenie pgczki sg uporzadio-

wane wedlug rozmlaréw, ktérym odpowiada okresflome zaawansowanie

rezioju (Rys. 3.1.7. 1 3.1.2.). Ciagle eksploatowana plantacja wy=

uoga przesadzenla w odstgpie 6 - 8 mieslgcy. Stosowanie Arodkdw

ochrony roédlin musi byé prowadzone ostroinie, ze wzgledu na ich

potencjalng mutegerinodé. Do eksperymentdw przycinane sg najbardzied

sywotne lodygi (ok. 20 cm dlugodci) zakoriczome kwiatostanami, kté-

rych najstarsze pgczki sg jeszcze przed zapyleniem. Taka selekcja
zapewnia bardzo dilugg 2ywotnosdé i ujednolicenie wrazliwodci,

ficzba komdrek

+«DNA synteza
+ mitoza

syntezujqce
pigment
zotrzymanie zatrzymanie
w G, ~ w G,
e \
/ \
'y,

Rys., 3.,1.1. Zale2noé§ ponieizy wiekiem pgczka (1 najstarscy,

13 najmlodszy) & liczba komérek w rétnych fazach
cyklu oraz syntezq pigmentu (115)
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Rys. 3.1.2. Rozwdj ksiatostam 1lustrujacy reprezentatywne

fazy rozwoju wikrospor orer wioakiéw precika
w odniesieniu do lokalizaeli 1 rozmiardw pgozka

(113)



¥ najmniejszyn pqcziu i réwnoczednie najmlodszym najliczeb-
nlejsze Jest grupa komdérek w fatie Gy, natomiast pozostate sg
roziozone pomigdey fazy S, G, 1 M. Liczba komérek w mitozie, a
takze lch proporcja do pozostalych malele z wiekiem paczkdw,
Podobnie liczba komérek w fazis S poczatkowo spada z wilekiem pacz-
kéw, ale giy altozy zanikajq, ponowmnie rodnie tu2 przed barwienlem,
Ta ostatnia faza syntezy DNA sygnalizuje masowe przejécie komd-
rek do fazy G,, ¥ ktére) komérki zosta)a zatrzjnane. W czasie
rozwoju paczka sa zatem dwa okresy syntezy DRNA:
= wczesny prowadzgey do miltoz,
- péinie)szy, ktéry wystqpruje, gy komérki przestajq sie dzie-

11¢.

3.1.2, Rozwd) precika 1 mierzenie zdarzeri letalnych

Cytologiczne cbserwacje miodych wloskdw precikéw wykazely,
28 azczytowe i podszczytowe komdrkl stanowlg wigcej ni: 90 %
dzielseych sig komérek, Czqstotliwodé dzielenla sig podszcozyto-
wych komSrek jest nilsza (39 - 45 %) od szczytowych (55 - 61 3),
Poia tyn wykazano, ie podszczytows komérkl jezell dziela sig, to
dzielsy sig tylko rax (34,62,63,88), Konsekwenc)q tego Jest fakt,
2o wiosek preclka jest wynikiem powtsrzajgcych sle podziatéw
szezytowych komfrek 1 mole byé rozwazany jJako klasmyczny uklad
Jednokomtérkowy,

Deje to motliwodé obserwowania skutkdw bdiBlogicznych badanych
czynnikdéw w postaci ograniczone]} przezywalnodcl komdrek, We wlose
kach precikdw Tradescantis, manifestowana jeat one w postacil
"skréconych® wloskéw (Rys. 3.1.3.1).



Jaselt aie rowiniegiy « peini wlosek jest pot;gktowany caynnikiem,
kigry z2ebamuje podzia: szomytowe} Komérki, t¢ posostanie on @ for-
wie "skréoonej”, tzan, sawlierajaoe) mniejsay 1lodé komdrek, géyz
2adns kowdrke anle przajzuje werystematyoznej sdolposol podziatu,
Yrocent wioskdéw Hontypuujgoyeh szrest do aorwmalne) diugosod
/2bildone] do éredole] 1loéel kowdrek pa wioskach, a sater sSwiad~
czjeej o tym, Ze esozytowa kowdrka podzieliia sle 5-6 rasy/ dajo
obpray prsedywalnosol,

Yodobne kryteria, oparte na zdoloodei komérek de pedzialu,
pravjets ss w seatach 1o vitro, w kidryoh prsezywalposd ocgeala
si¢ 2z floscl wiwormsoaych Ecolopii,

Ilodd komdrek we wioshu precika jest dla danmego klonu okreslo~
na, Siesytona partia wioskdm oajpdénlej kofczy oykl roawojowy
$w oa1:) pajwezedéule) pojawiaja sig skrdécenia, jezell dalalui na
Lwlwicstan czynnik hamujqey lub zabilajgey dalelpoq sig kowmdrkg,
Posis 3 apa nisznacanis nonle) komdrek , dlatego drednis ilosd ko=~
mérek ® gérne) 1/0 precika jest niisza nis dla posostaiyoh wlos~
kéw., Pojiewienle sie skrdconyohk wloskéw w te) partil precika przy-
jelo .a miare letalnosoi | 62,65,137,140,142).

Ja..o kryteriuva proeszywalnofol prsyjeto natomiast dia klopus
- Tradesoantia - 02 wicoel aiz 11 kowdrek { 137,140},

- Tradescantia ~ 4430 wigoe) D1% 16 kowérek [ 142},

« Tradesoust1s - KUO wigoel nlé 12 kouérek {65 ).

Za)oienle, se wlosek sktadajgoy #ig & 1lofeal komdrek malejsze)
nis 75+ grednie) 1loéc1. komérek preypadajqcej oa wiosek usnaje
5i¢ 2a letalny, stanowilo podstawe dla przyjecia powyiasych kry-

teridw,
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3.1.3, Tworzenle barwy 1 mierzenie mutacji

Poddane traktowaniu kwiatostany, heterozygotyczne ze wigle-
du na kolor kwlatdw, klondw Tradescantla wykazujg szereg zmian
w komériach wroskéw prgciks (Rys. 3.1.3.1.5 . Powstalg komdrki
rotowe, bezbarwne, karlowate, gigentyczne itp.. Wirda tych zmian
mttacje komérki z koloru niebieskiego na rd2owy jest najezed-
cle) stosowanym wskaZnikiem.

Badania Mericle’a prowadzone na klonie Tradescantia =02
{36} wykazaly, 2e co najunie) dwa dni prred otwarclep lkwiatu
formuja . 8i¢ antocjanowy barwnik,

W cparclu o polgezone bedania hodowlane i spektrofotome-
tryczne (86-~90) stwierdzono, Ze wszystkie rézowe mutacje (spon-
tanieczne 1 indukowane) pojawiajgce sig w‘diplo.ldalnym klonie Q2
{2n = 12), traktowanym jako miqdzyé;atamkm hybryda Tradescantia
ocecidentalis i Tradescantia ohlensis,., powstajg w konsekwenc]i
cytogenetyczne,] utraty lub mutacyjne) inaktywacji delfinidynowew
go czynnlka D w tym samym ohromocsomowym locus, Poi iewaz nle
udalo sig ustalié, czy klon Tradescantia =02 jest homozygotyeze
ny ze wzgledu na D-, ezy tel heterozygotyczny dla recesywnego
amorficznego sllea d, postanowiono wiec przyjqé, fe T-02 po-
siade gen D = odpowledzialny za produkejg delfinidyny, nator -
miast komérki réiowe wykazujg jego brak (D", D ) i produkujg
¢Janidyng zamisst delfinidyny.

¥ BErookhaven National Laboratory opracowano szereg nowych
klondw réwniei heterozygotycznych ze wzgledu pa kolor kwiatow,
Nalezy do nich klon Tradescantia ~4430, Ten diploidalny klon
(2n = 12) Jest hybrydq pomigdzy niebieako kwitngcym Tradescan-

tia hirsutiflora i réiowo lkwitngcym Tradescantia subecaulis,
41



Rys. 3.1,21, Rysunsk dojrzalego precika flustrujecy typors
salany v kondekach olmerwowene po dzistanin
cxyunika wtageomage (107). Skrdécenia, gigan-
tycesoe homdril 1 rétowe {zakropkowans).

Genstyczae podatewy (113,140) obserwowsnych réiowyoh mutacii
kondrek potwierdzons Dyly v tedcie kraydowym. Teat tem potwier-
dzil hipotesy, 8o kolor rétowy zmutosanych kondrek T =430 jest
okredlony parq allel ¥ pojedynczys lccus 1 &% niabieski B
Jest domimujecy ¥ stommin 60 réicwege b . Dudethowy mletq
Rom T -0, oprdos gemetycrnie wylafnione] istoty salany
Roloru Romdrek, jest nicki posiom spomtaniczvege 2amieremia
Pk, stabiloedd sajodyosne, obcopylmnéds, a pray tys wyrefay
kentyeat niqdzy Nondriant podstavoryei viedieakind & Zutowe-
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aysal r&zouym. Z tymh wisdnie powoddw oraz ze ug:l.qdu na fakt, ze
T =4430 jest wyjqtkowo wratliwy na chemiczne mutageny, klon ten
stosowano w Brookhaven Nationel Laboratory we wazystkich bsdaniech
powletrza przenystowegoe (113,11%,141,142). ¥ 1972 roiu §.Ichikawa
(65) zaprezentowal tryploidalny klom, cechujecy sig niezwykly iy-
wotnodolq, korzystnys fenotypem 1 hetervzygotycinodcin ze wrgledu
na kolor kwiatéw, Tradescantia klon KU 9 (2 n = 18) jest bybryds
pomiqdzy Tradescantia paludosa And. et Woods. (2n = 12) oraz Tra~
descantia chiensis Raf. (e T.reflexa Raf., 2 n‘ = 24), Charakterys-
tyczna dla tege klonu cecha, 2zwigzana ze stosunkowo trudniejszym
do pomiardw kontrastem pomigdzy homdrkami niebleskimi i rézowymi,
jest kompensowana niezwykle intenaywnym kwitnieniem oraz wygodng
2 punktu wvidzenia statystyki duia liczbq w2oskéw na precik (ponad
100).

Duza 1loié oprecowanych dla teJ metodyki klonéw porvala na
wybranie klonu najodpowilasdniejszage z punktu widzenia specyfiki
prowadzonych badadi. Do poréwnanie ak;:tocznoici mrtagenne) promie-
niowanisa 1 chemicznych mutagendw stosowans byly v niniejszel pre-
cy omwione powyiel klony. Czymnikiem deoydﬁaoyn ] n'stonum.tu
klom T =02 byla jego najwigksza wratliwoéd na promieniowanis,
kKlomu T -4430 wyjatkows wrazliwodé ne chemiozne mutageny, nato~
niast klom T <KU 9 jego dostqpnoddé i wyjqtkowa 2ywotnoéé.

Jak juz wepesniano, potraktowsnie kwiatostamu czynnikien mu~
tagennym powoduje powstanie okreflonych zmian, ktére w komdrkach
dzielqcych siq moga byd wyratone w postaci réinego typu mutac)i.
Starsze paczki, ktére zawierajy gibwnie grupy komérek zatrzymanych
v fazie G, 1 w ktérych proces pigmentacji rozpoczal si¢ przed trak-
towanien nie bedy wykazywaly mutacli ze wzgledu na brak moiliwofci
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ieh ekspresjl. Procent homérek posiadajacych tg mo2)iwodé oraz
bedacych w fazie syntezy, W ktére) indukowanle zmian jest najber-
dziaz) efektyuﬁe roénie z.obulzajgcyn sl¢ wiekiem paczka. ¥ kKonsek-
wencji kwiatki kwitngce v plerws=zych dnlach po traktowaniu nie beg-
dg jeszcze wykKezywaly mutacji. Okolo szdstego dnia po traktowaniu

~ pojawiajz sig kwiatki wykazujace plerwsze zmiany mutacyjne, 1losé
mtacjii roénie stopniowo do dnia jedenastego,okolo ktirege mutacje
uzyskuja poziom plateau, charakteryzulacy efektywnodé mitagennsg
zostosowanego czynnika, Poziom ten utreymije sig przewainie ai do
Pigtnastego dnia pe traktowaniu, nastgpnie stopniowo zanike, Ta
faza c¢yklu Swisdezy o tym, Ze kwitngee kwlatkl byly w wmomencie trak-
towania na etapach rozwoju pgczke charakteryzujacych sig zmniejsza-
Jaca sle liczebnodfcly grupy komdrek pesisdajgeych zdolnosé podzia-
Tu, Rézowe mutacje bedgce najczegscie] stosowenyn wskaZnikiem poja-
win)a sig wérdd oryginalnie niebieskich komdérek w postaci pojedyn-
¢zZych rotowych komdrek lub sektordw kilkukomdérkowych., Kazda taka
komdrka lub réiowy sektor traktowany jest Jjako jedno zdarzenie mu-
tacyjne (133}. Pojedyncze réiowe kodrki pojawiajgq sig zdeoydowaw
nie rzadziej od wielokomdrkowych sektordw, Jeteli przyjaé, te eks-
presja mutacji w rozwijajgcym sie wioslu zachodzi zgodnle z pre-
zentowanym przez niektérych autordéw (65,107) schematenm przedstawio-
nym ng Rys. 3.%.3. %, to obserwowans pojedyncze réiowe komdrki po=
winny by¢ wskafnikiem tej czgdci zmisn, ktdére powstaly w pdine]
fazie syntezy lub w fazie G,. Tekle zaloienle zgodne jest réwnie:

z przedstawiong ma Rys. 3.1.3.3, zaleinofcigq powatawania réinego
typu aberacjl od fary cyklu komérkowego, Obssrwowanie stosunion
ilodei wystgpujacych pejedynczych rétowych komdrek do wszystkich
ré2owych mutec)l daje zatem mozliwo$é kontrolowania, czy nie na-
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Rysh 3-1‘302!

Rys. 3.1.3.3.

srerytowe pudszezytowe
komdrkf khomorki

Chrormasomowy fup muigri.

=N

Chromotydywy tyn mtecd,

=2

Sichromolygowy I mutded

33 55
3,

Schematyczne przedstawienie indukowania mutacji
w komérkach wloskéw prgcika Tradescantia (107).
Komérka punktowana oznacza komérke, w ktdre) za~-
szla mutacja, zaclemnione komérki reprezentulq
komérkl zmitowane, l'nie wskazujq podzialy,

lyp subchromotydowy

e
CHROMOSOMOWY  CHROMATYDOWY
. 2. | Ny
234 ! : ity
P46 1 s 16 B
MITGZA INTERFAZA MITGZA
1. profaze
2.metofaza  ROZWOJ Mm —
J.anafara
&.lelofozo

Zaletnodé pomiedzy typem indukowane) przez pro-
amleniowanie aberac}i a fazq cyklu komérkowego (148).
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stapilo zaburzenie oyklu komdrkowego. _

. ¥ niniejszel precy za miary efektywnosci mutagenne] badpnego
‘czymnika przy;jmm drednig wartodé z czeatotliwodei mutscji ,
mierzonych migdzy 11 a 15 dniem po traktowaniu,

Y:%.MJ . H;:%%E:-

22218 NoM = ilofé mierzonych zdarzed mutacyjnych w ogladane)
ilodci wioskéw, tzn. NoH

PI‘ZYJMO. te wartodf ta Jest obarczona bigdem standardowyn

drednie} réwnemn pierwliastkowi z wariancji tej zmiemne):

4 oM
SE ‘\?” NoW>

gdzie: n = ilodé dni, w kidrych prowadzone sg obserwacje.

¥ przypadi: ekspozycji cigqgie) lub przy komtroll skazern Sro-
dowiskowych okres misrzenia mutacji rozciaga siq na czas dluiezy,
proporcionalny do okresu driaianla badanego czynnika, Zakoviczenie
okresu obserwacji w takim przypediu powinno nastqpié (w zaleznod-
¢l od potrzeb i kondycji rodlin) w 15-tym dniu od korfica dzialania

badanego czynnika,

3.2, -Stosowane ozynniki i sposéb traktowania

¥ badaniach, v ktérych celez byio poréwnanie efektywnodci mu-
tagenme) promieniowsnia i chemicznego caynnike (dzialejacych nie-
zalesnie lub wapéidzisRajacych) przyjqto generalnie zasadq, e po-
réwnanie musi byé przeprowadzone w warunkach zapswniajgcych sta-
todé wezystkich zmiennych niezaletnych, mogacych mieé wplyw na
koficowy efekt biologiczny, Ozélny schemat eksperymentéw przed-
stawiono na Rys. J.2.1. Trektowaniu poddawano preycigte Xwiato=
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Ays. 3.2.1. Schesst dodvwiadczed pordwmjecych indywiduslne
i skojarzone dziatanie promisniowania i chemicze

nego sutagem

astany. Dwie = cxtarech Mwowhm rodlin poddawane
byly traktoweninu chemicznemu, £ ktérych jedna po zakoficzeniu trak-
towania byis mapromieniowana ckredlony d.nltq anu L]
wazystkich eksperymentach pozostale dwie snlpy rnl.un. preezne-
czome ne koskrolg oraz do poréwnania skrtkéw promisniowania, pode-
decane Dyly ldentyozne) procedurze, ale baz obecnofoi chamiczuego
mtagenn, Po zakovozeniu trektowania wezystkie rofliny kultywo-
wahe byly w kontrolowanych warunkschifwiatis {dilugods dnia ~ 18
godain), wilgotnodot (65 %), temperatury (17 °C nos, 21 °C dzief)
a2 do zadwmdczenia okresu pierzenia mutacji. Cbssrwacjom poddawa-
ne byly kwiatki kwitngce od 11-tego dnia po traktowaniu,



} 2,%., 2wigzkl chemiczoe

Prezentowana praca oparta jest na badanlach, w ktdrych sto-

sowano trzy réznego typu zwigzhi chemiczne:

- metylosulfonian etylu - EMS (22,24)

- 1,2 Jdwubromoetan - DBE (23,73,76)

- fluorek sodu ~ NaF (25,26)

EMS jest znanym 1 szeroko stosowanym mutagenem z grupy zwigzkow
alkilujgcych (43,71). Do traktowan! rodlin stosowano 0,04 molo-
vy roztwér BL. w 0,025 melowya buforze fosforanowym, Czas pditiwa-
niz FMS w (.1 molowyr buforze fogforanowym o ph 7 wynosi 9 godzin,
natemiast w wodzia 11,5 godziny (41). Roztwér EMS w rozciericzonym
roztworze buforu stosowano zgodnie z sugestiq cytofizjologds ro-
41in, aby zuniejszyé efektywno#d toksycznego dzialania kwasu me~
tylosulfonowego - jednego z produktéw hydrolizy EMS. (24,83}, Ze
wzglgdu na nletrwalosé tego zwlgzku 1 Jege potencjaing kancero-
gennodé do Kazdego traktowania sporzqdzano fwieie roztwory, a sa-
me traktowanis przeprowadzano stosujge zalecane przez Ehrenber=
ga Srodki ostroinodci. Ekspozycje na HMS trwajgce od & do B go-
dzin prowadzone byly w komorze 2 pleksl z zabezpleczonym Zrddiem
dwintla. W koworze utrzymywano niewielkie podsiénienie, abdby ga-
pobie;:. wydogtawaniu gie lotnego BEMS na zewnqtrz komory. Wymaga-
na temperatura utrzymywana byla przez regulowany termometrem Kone
tkatowym ekspansje cleklego azotu., Przyclete kwiatostany o réw-
nej diugofci lodygl zemurzano w roztworach umieszczonych w. spe-~
cjalnych pojemnlkach ekspozycy)nych. Rofliny preeznaczone do
traktowania kontrolnego zamurzane byly w roztworze buforu fosfo=

ranowego,
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Traktowanie roflin poprzez zarurzenle 1odyg kwiatostam:

v roztworze bedanege zwigzku zastosowano réwniet v przypadku
fluorku sodu. Fluorek sodu wybtrano do badaed ze wzgledu na roly,
Jakg fluor odgrywa w zanleczyszozeniach Srodowiska, Naleiy on do
grupy zwiqzkéw majacych ogromny udzial w emisjach przemysiowych,
Fluorek przedstawiany jest Jako inhibitor wielu reakcji enzyma~
tycenych (52,53,67,70), natomiast sq kontrowersje odnodnie jego
mutagennego charakteru., Roéliny traktowane byly w warunkach la-
boratoryjnych rogtworem 2,4 mM fluorku sodu przez okres okoto 5
godzin {25, 26).

¥ trakcie badad nad pordwnaniem slutecznodci mutagennej EMS
oraz promieniowania stwierdzono, ‘29 przyciecle kwilatostanu wply-
wa na radiowra2liwodé roflin 1 2e zmlana radioczulodci Jest za-
lezna od diugodci przerwy migdry przyc igciom_ roflin a traktowa-
nilem {21), Na efekt ten nie Twrécono uwagi w pracach amerykariskich
an] japoriskich, Poniewa: stwierdzono, Ze obnizenie radioczuloéci -
prawie zanika po upiywie 24 godzin od prrycigcia, do tych i wazyi-
kich pozoatalych badad stosowano ukorzenione kwiatosta_ny (w ktéd-
rych efekt nie wystqpuje) lub przyciqte 24 - 48 godzin przed
traktowaniem, _

Trzecim badanym zwigzkiem byl gazowy 1,2 dwubromoetan, réw-
niel z2nany mutagen i szeroko stosowany dodatek do paliw, drodkdw
agrotechnicznych itp. (12,13,32,43,128). Traktowanie rodlin gazo-
wym DBE v szczelnej komorze (Rys. 3.?.1.1.). przez ktérg przeply-
wal staly strumied powietrza zawierajacy okreflong { kontrolowa=-
ny iloé§é DBE. Cechowanie ukledu oraz pomiary kontrolne na wejs-
ciu 1 wyjéciu powietrza z kopory wykonano z zastosowaniem chro-
matografii gazowe) (chromatograf Varian 1760 z kolummg szklang,
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Komora ekspazycyjna (v 05 m3)
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Ays. 3.2.1.1. Schemat komory ekspozycyjnej stosowane} w ekspe-
rymentach z gazowym 1.2 dwubromoetanem (23,76)

wypelniong wypelniaczem Tenax GC), Pomiary chromatograficzne na
wyldciu komory wykonanywane w odstepech 20-mimutowych wykazywaly,
se po uplywie czesu ok, 1 godzimy od wigczenia strumienmia z DBEE
ustalata sig réwnowaga v komorze i poziom DBE pozostawal staly.
2o godzinie od prezgervania dopiywu strunmienia gazowego DEE rodlie
ny byly wyjmowane z _koupry i transportowane do napromieniowanis,

3.2.2. Napromleniowanie

Do napromieniowania roflin promieniowaniem X stosowano 250
k¥ irédio promieni X stosujac f£iltr (0.4 5n + 0,25 Cu + 1.0 Al)
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mhrm..l 3¢ stalq moc dawki 0.3 Gy/ein, Do napromie;.:iounia roélin
promieniwanicn gamma stosowano #rédio 605‘0 Cammatrom=3 Instytulu
Onkologii w Krakowie (135), Moc dewki wynoaita 0.75 Gy/min,

¥ trakcie naspromieniowania, rodliny byty umieescozome dla utray-

mania wilgotnofei w torebkash foliowych.i preykryte pt:tn s

plekeiglasu o grubofoel 0.6 mm.
Fo nspromieniowsniu rofliny prssnossono do komory warostowe],

gdnte pom-nﬂm 3e w kontnlolwoh nmm w pojernikach
s napowietrseng podywka wodng et do nkoﬂoun:la okresu mierse-

nia matenji.
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4,1, Poréwnanie radiowrazliwcdci klondw

Zastosowanie trzsch réinych klondw Tradescantia do badad
zaleinofel efeittu blologicrnege ol wielkodcl dawkl porwsla na po-
rémanie wragliwodci badanych klondw, Ne Rys. 4.1.1. przedstawio-
no krzywe zaleinodci czgatotliwodel mutasji od dawki promisniows
nia X dla klom: Tradescantis <02, ¥V zakresie niskich dawek (do
0.05 Gy) krzywa dawhe—efekt zardwno dls ré2owych, jak 1 bezbarw-
nych mutacji ma charaekter zbliiony do liniowe) zaleinodeci, Ola da-
weik wiskszych krzywa zmienis kat nachylenia i wykazuje nasycenie.
Maksimom (ok. 22 mutecle/100 wloskdw) czgstotliwodcli mutac}i réd-
sowych wystqpuje prey dawkach rzedu 2 Gy, patomisst dla mutacji
bezbarwnych maksimum (60 mtac)i/100 wioskdw) wystqpuje przy daw-
ce 2.5 Gy. Rya, 4.1.2, przedstawis zaleinodd vystqpowsnia bez-
barwnyck komfreh oraz rdézowych mitecji od dawki promieniowantia X
dla klom: Tradescantia K 9, Krzywe dawka-efekt majq charskter
lintowo-kwadretory, Maksloum czqstotliwodéci w rejonie dawvek na~
sycenia wysteqmuje dla rétowych mutacji ok. wartodol 18 mitacji/
100 wloekéw prry dawce 2,0 Gy, natomisst dla bezbarwnych komdrek
ok, wartodci 22 muatac}i/100 wioskdw prxy dawce ok. 3.0 Gy. Zaled-
mlécmtctliﬂoir&mhiwmmaiod
dawkl proaieniowania gamoae dla klm Tradeacantis 4430 prudm-
wia Rya. &.1.3. ¥ydaje 3i¢, e v praypedicu klom T.-5430 nasyce-
nie wysigpaje Jui dla wartodci 10 muteci/100 wioskéw przy da-
ce 1.0 Gy. Pojedyncze rdiowe mutacje wystepulq z caqatotliwcdciy
stancninen ok. 37 ¥ czqstotliwodcl mutac)l réiowych w zakresis
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Rys. 4.1.1. Zaleinoéd efakt~dawka dla rdtowych 1 bezbarwnych
mutac)i po mapromieniowaniu kwiatostamu klomu T-02

promieniowanien X (135)
T 008

F=HU9
i§ m
E e
- &
210 tmg
'E s
3
! 3
2 0N 10
k ‘ g
3 :
R T

dawka By
Rys. 4.1.2. 2alsinodé efekt-dewka dla rétowyeh i bezberwnych

mitac)l Do napromieniowaniu kwiatostandw T KU 9
proaieniosmniem X (24)
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RySe 4.1.3, Zaletnoéd efekt-dawka dls pojedynczych rézowych
i rdégowych mutacji po nepromieniowaniu kwistosta~
ndw klomu T-4430 promieniowanien gamma (25)

dewek od 0.1 Gy -~ 1.0 Gy. Krzywe dla tych mutacji sq przesunigte
réwnolegle v stoguniu do siabie 1 majq rdwniei liniowo kwadrato-
wy charakter, |

Z pordwnania tych trzech klonéw wynike, e istotnie klon
rrados_tcantia 02 jest najbardzis) wrailivyw klcnem. Potwierdze to
literaturowe informacje o wyjgtkowsj przydatnodci tego kloru
w radioblologii, Ze w2gledu na czqstotliwoéé indukowania matacii
réiowych klon T-KII 9 ma sblizong wrazliwodé do klomu 1‘-02. nato-
atast ‘indukovaniu komérek bezbarwnych prowieniowsnie jest znacznie
et&rtmie;jsm ¥ prrypadin: klom: =02, Klon T-&430 wykazujle v tych
bedaniach najnidang wraz2livodé na Mm o pordwnaniuy
z pozostalynl klonemi. Meksymelzne wartodci uzyskiwane dla régo-
wych autacji dla dawek v rejonie nasycenis sy ni2sze nii w pra-
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cach ar;:erykaﬁskich (15 mutacji/100 wloskéw) (122). "nr pracach ame-
rykariskich dawka nasycenia dla klom T-4430 jJest bliisza 1.5 Gy,
gdy tymczasem w naszych pracach tylke 1,0 Gy, Wydaje slg, 2e
giéwng przyciyng wystgpujgcych rdinic Jest zmlana w metodyce
trektowaenia roflin, wprowadzona po wykazaniu réinic v radiowra=-.
2liwodcl dwie2o przycinanych kwiatostanéw, Prreaneliczowavle po-
dobne) rétnicy stwierdzone) wezesniej dla klom T-RU 9 {zaciem-
nione punkty na Rys, 4.1.2.) by2o tredciq dodatkowe) pracy po=~
Swigcone) przyczynom tych odchyled, VW efekcle ‘tych badarl zapro-
ponowano poprawkq do metodykl stosowenia klondw Tradescsatla
(21). Jetell uwzglednimy takie wyjasnienie rdéznicy we wrazliwos-
ci kwiatostandw T-4430, traktowgnych w prezentowanych badaniach
24 - 48 godzin po przycigeiu, przedstawlone rezultaty wykazujq
dobrg korelacje z dotychezasowymi danymi.

Z prac amerykanskich wynika, te T-4430 jest klomem o wyjqtko-
we) h;razliwoéci pa chemiczne mutageny. Dlatego postanowiono pordw-
naé wra2liwod¢ klomn T-4430 i T-KU 9‘ na dzlalanie promieniowania
i Jednego z badanych chemiczaych mtagendw (1,2 dwubromoetanu)
zastosowanych w traktowanlech nieméznych 1 skojmon}ch.
Ksztatowanie si¢ w czasie po traktoweniu czqstotliwofci ré2owych
mutac)}l przedstawiono na Rys. 4,.1.4,, pojedynczych réiowych muta-
cJi (Rys. 4.1.5.) i zdarzed letelnych (Rys. 4.1.6.), wywolanych
ré2nymi traktowanismi: gazowym DBE, samym promieniowaniem X o daw=
ce 0,4 Gy orez ich skojarzonym dziaiesniem. Po lews) stronie przed-
stawione sgq rezultaty uzyskene dla klomu T-KU 9, natomlast po pra-
we) stronie rezultaty uzyskans w tych semych eksperymentach dla
klom T-4430. Rezultaty te wykazujq, te istotnie dla klomu T=4430
observowans czestotliwodcei mutac)l ag nieco wyisze nii w przypediu
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minus kontrolo
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Ays., 4,1.,4, HKaztaltowanie sie,w zaleinodcl od dnla po trakto~
waniu, wystepowania rézowych mutacji w komdrkach
wloskéw prgcikdw dwich klonéw Tredescaentia pod-
danych kombinacji traktowand {(23)
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Rys. 4.1,5. Kaztailtowanie sig, w zale2nodci od dnia po trakto~

waniu, wystepowanla pojedynczych réiowych mutac)i
u dwéch klondw Tradescantia poddanych kombinacji
traktowal {(23)
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Czestotliwose skroceh/ 100 wioskow
mnus kontrolo

P A

I T M A T TR R T B AT
Dzien po trokiowonns

Ays. 4,1.6, Ksztaltowanie slg, w zaleznoéci od dnia po trakto-
waniu, wyatgpowanls skréconych wloakéw u dwéch
klondw Tradeacantia poddanych kombinacji trakto-
wal

klonu T=KU 9. Résnice te jednak nie s tak duze (Tabl. 4,1,1,)

jak moina slg¢ byio spodziewaé z Brookhaven .National Laboratory
(125), gdzie stwierdzono, Ze klon T=L430 jest ai 9 raZy bardzie)
wrazliwy na chemjczne mutageny niz klon T-02. Klon T-4430 wyka-
zal istotnie az 3.3 razy wigkszg wra2liwoé¢ na DBE od klom T KU 3,
ale w przypadku efektu letalnego mierzonego czgstotliwoéclyq wystg-
powania skréconych wioskéw (Rys. 4,1.6.). W przypedku mutacji
rétowych 1 pojedynczych réiowych stwierdzomo dla klomu T-4430
dwukrotnie wigkszg wrazliwoéé (1.8, 2.0 odpowiednic). Rezultaty
te, jak réwplez fakt, e klon T-KU 9 cechuje sig wyjgtkowy ywot-
nodcleq hodowll zedecydowaly o wybraniu do badarf z BfS oraz DBE

klomu T-KU 9,



Tubela ‘5.11 10

Wpiyw promieniowania oraz DBE w trekiowaniu skojarzonym oraz Indywidualnym

na wielkodé mierzonych efektéw biologicznych

| Traktowante  { Ilodé¢ mied CzgstotliwosE mierzonych efektow |
| chemiczne rzonyoh mutac e
Klon Dawka wloskéw -
stetenie | czas rétowe pojed. rizowe akrdécenis
KU=9 - - - | 31017 0.1720,02 0.03%0.01 0,7820,02
KU~9 |0.6 oy - - 10323 4.,00%0,19 1.06%20,09 4.48%0,09
K~9 - | 60ppm | 6 n] 26334 0.73%0.05 0,200,032 3.70%0.03
-5 (0.6 Gy| 60 ppm | 6 n | 10423 6.30%0,25 2.01%0.14 18,4020, 18
T=b4430 - - - 14474 0.27%0.04 0,1220.03 0,86%0.03
T-4430 { 0.4 Gy - - 6450 40020, 25 1.57%0,15 6.2530. 14
P=4430 |0.4 Gy| GO ppm | & n 6286 7.90%0, 35 5.9220.25 21.67%0.26
T-4430 - SO pm | 6h 5388 1,30%0,15 9, 46%0,00 10,4620, 17
i L..-...-

T o e sl Y e A ]
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4.2, Pordwnanie efektymnodci mutagennsj promieniowanis i muta-
genéw chemicenych w deialaniu nissaleinym i ekojarsonym
4,2,1, Promieniowania, EMS

Dls drislejacych nlesalednia, BMS oras DBE siwlerdzono 1inio-
wo~kwadratowg rcalefnodd efektu od dewki mutagendw 24, T6 . Natoe

aiast w tabeli 4,.2,1.1 praedetawiono resultaty rétnych efektéw
ticloglesnych trsech kombineojl ekojarsonych i niegalednych trak-
towsdl kwiatostandw 2-KUS rdtnymi dewkami promieniowania cras ros-
tworem EMS. Rysunek 4.2,1.1. obrasuje kestaltowanie sig czgetotli-
wodel rétowych mutacji w saletnodol od omasu po ekepsryvesncie dla
trsech réinych traktowafir chemlosny mutagen 0,5% rostér EMS prees
okres 4 godsin , 0.4 Oy dawks promieniowsnia I oras skojarsone
traktowanie BMS 0.5% - prses 4 godziny + dswkes 0.4 Gy . Pordwna-
nfe saletnodo! usyskanych dls indywidualnych traktowad potwierdsa

literaturows doniesisnia, fe EN3 Seut bardzo efektywnym mutagenem,
Vedlug fisjologéw roélin traktowsnie roflin rostworem prier

LPEN AD TRAXTONANR/
Ryn.4.2,1.1. RéSowe mutacje u 2=LU9 po kombingsoji traktowsd
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Tabela 4.2.1.1.

Wplyw pronlenlowania oraz BIS w traktowaniu skoJarzonym oraz indywidualnym
na wielkodé mierzonych efektdéw blologicznych

.

-y
b

-t

Traktowanie Ilodé | Ceestotli- Czgstotliwosé Sutec,ji Intensywnosé
c mie- |w ;‘5‘ réto- - na 100 wloskodw Wwitnienia
Dawhka Stele- zas | 1o~ | Wyc a=
(%) Wios~ czych nych nych
0 0 24880 { 0,13%0.2 0 0.28 0.49 0.56 100
0.2 0 0 10192 | 1.23%0,1 0.26 0.50 0.56 0.64 114, 3
- 0.5 b4 12734 | 0,35%0.05 0.15 0,28 1,21 0.60 107.1
0.2 0.5 4 8921 { 2.03%0.14 0.62 0,66 2,73 0.54 96,4
Synergizn 0.68 0.21 0,16 1,45
0.4 0 0 10566 | 2.77%0. 16 1.13 1.2 1.81 0.66 108.9
kontrola 0 o] 20482 | 0,20%0,10 0.04 0.24 0.35 0.61 100,0
0.4 0.5 4,0 8697 1 4.22%0,22 1,85 2,26 5,20 0,42 68,2
- 0.5 4.0 113775 | 0.58%0.06 0.30 0.72 1,78 0,66 108,2
Synerglzn 1.07 0.46 0.51 1.96
0.6 0 0 8340 | 3.27%0,20 0.82 2,03 3,47 o, 42 68.4
kontrola| © 0 15686 | 0,15%0,.20 0.04 0.11 0.68 0.62 100,0
0.6 0.5 8,0 3947 | 7.08%0,39 2.54 b, 52 16,28 0,33 53,4
- 0.5 8.0 | 9845 | 1.08%0,10 0.59 0.90 3.91 0.52 83.9
Synergizm 2.88 1,% 1,70 9.58




zamurzanie todyg Jjest najunle)j skuteczne, W pracach amerykandskich
(115) 1 Japodskich (66) stosowuno gazowy ekspozycje, wzglednie
zarurzanie kwigtostandw w roztworze. W prezéntowanej pracy zde-
cydowano siq na traktowanie Iodyg ze wzgledd na konl-cznodé

z jednej strony ujednolicenia w prosty sposdéb warunkéw ekspozyc}i,
a z drugie) strony na mo2liwodé dowolnego regulowania czasu trake
towania. Prawdopodobnie mniej skuteczne traktowanie jest jedng

z przyczyn réinicy w efektywnodcli BMS uzyskanej po traktowaniu
ziammiakéw jeczmienia przez Ehrenberga (43)., Zbadana przez nie-

go efektywnodé mutagenna wynosi 40 % na poziomie Clegs g4y tym=
czasea w prezentowanych danych efektywnodé mutagenna wynosi C.93 %
na poziomie 3.31 % zdarzed letaln;rch (Tabl, 4,2.1.1. L Rys., 4.2,1,2,}

0 En8{25%4p)

+ promisminonie X WeGy

o kontrola ]
Askojorrore trokftowone EMS« promitriceone X
X suma efektow ENS orar promisnigeaniaX

ﬁ MY synergizm

q‘

Bys.4.2.1.2, Is:gpo-nh skréoonyoch stoskdw u 7-K09 po mﬁnj:l
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Przyjmujac liniowg Korelacje do oszacowania efektu na poziomie

50 % przeiywalnodci uzyskujemy efektywnos¢ mutagennq 11.5 %.
Wprawdzie z uwzyskanych danych wynika, 2e nelezaloby przyjgé do
szacowanle zaleinod& linjowo-kwadratowg (24}, niemniej jednak nie
zmienite by to zasadniczo ré2nicy w szacowaniu,.Natomlast efeltyw-
nofé indukowania zdarzer letalnych (--1- ) Jest wyrainie wyisza
u Ehrenberga, tzn, 1.7 - 1070 { mH"godz & » 2dy tymczasem dla
Tradescantia w eksperymentach z ekspozycjq 0.5 EMS/8 godz. wyno-
si ono 0, 2&°1O'5(mH 30dz)'1, Swiadczy to o dobrze dobranych warun-—
kiach ekspozycjl zapobiegajgeych silnej toksycznoéct. S, Pordwnu-
Jac wra2liwosé Tradescantla na promleniowanie oraz na EMS na po-
ziomie indukowania rdéizowych mtacjil uzyskujemy wartodcl REC od
1,8 - 2.8-1072 M godz, w przypediku indukowania zdarzed letalnych
REC przyjmije wartodel od 3,7 - 4,7.107> ¥ godz. Wartodcl te sg
2decydowanie wyisze od cytowanych przez Moustachiego dla konwer-
J1 genu u dro2diy, dla ktérych REC wynosi 4,2¢107 ¥ godz (97).
Réwniez wartodcl, ktére moina by sprdibowad oszacowaéd z danych ame-
rykafskich wydajgq sie by¢ zdecydowanie nizsze (3:107° M godz),
ale poréwnanie to nie jednoznaczne, gdy: po pierwsze w pracach
amerykarskich brak jeat szczegélowe) informacji odnodnie czasu
trwanla ekspozycji, a po drugie gtoaowany byt w nizh gazowy muta=-
gen, Sem fakt, 2e rofliny w jednym przypadku pobierajs mutagen

z roztworu lodygami, a w drugim - gazowy mutagen dyfunduje do
tkanki, implikuje rézne proceay podrednie na drodze mutageim

do komérkl tarczowej. Wystepujgce wig¢e rd2nice w REC potwierdza-
Ja generalnie zdefiniowane wczednie) zastrzezenia (54,97) ode
noénie wplywu réinych parametréw na wartosé REC,
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Z rezultatdw przedstewionych na rysunkaoh 4.2,1.1. oraz
4,2,1.2, wyrilka bardzo wazne spostrzeienie, 2e BMS oraz promie-
niowanie X, zastosowane . w werunkach eksperymentelnych i w sko-
Jarzonym traktowaniu indukujg wigce) mutec}i nii nalezaloby sig
spodziewad zakladajgc addytywny charakter wspdidzislania, Linig
przerywansg zaznaczon¢ na rysunkach sumg efektdw niezaleinych od-
dzialyward. Przestrzend zakreskowana obrazuje 2atem zakres syner-
gistycznego wepdXdzialania tych dwéch czynnikéw, Dape w tabeli
4,2,1.%, przeds:awialg rezultaty pomiardw bad;nych efektéw biolo=
glcznyeh dla kombinacji ré2nych stezer i dawek, przedstawionych
w wartoéclach Srednich z efektdw mierzonych pomiedzy 11 a 15
dniem po trzktowaniu, W przypadkﬁ intensywnodcl kwitnienia war=
todci uzyskiwane dla poszczegdlnych traktowad nie wykezuja drame-
tycznych ré2nic; wyrainiejsze obniienie wystgpito tylko w przypad-
ku skojarzonego dziatania, co wplywalo ujemnie na statystykg po-
miardw, Natomimst efekt synergistycany wyrainie wystepuje dla
wszystkich mutacji koloru oraz zdarzer letalnych, Wartodcl efek-
tu synergistycznego sugerujg zaleinodé efektu od zastosowane] daw-
ki czy ekspozycji., Widaé to wyrainie na ryQunku h.2.1;3., na kté-
rym rezultaty wzyskane dla czgstotliwodei rézowych mutacji sg
przedstawione w kolejnoéci rosngqoe} catkowite} ekspozycji, tzn,
iloczynu dawki, stgienia i czasu traktowania. Sugestiq, 2e wer-
todé efektu synergistycznego rodnie proporcjonalnie do catkowite]
ekspozycji potwierdzajg dene z rvsunku 4,2.1.4. Przedstawiono na
nin wartosci synergizm uzyskane dla réinych typéw mutacji w funk-
cji 1loczynu dawki oraz stezenia i czasu traktowania, Wartofé
efektu synergistycznego liczono wediug zaleinodci:

YTe YEko.j' (rprom * Y;::hemj
63



Tradescantio KU9

AE, omieme X skox
o o e T
0 + prormiene X

agMs

W gpnevgastyciny efekt j

02 Gy promivnie X 04 Gy promiente X
sgﬁ'mme‘m 14g 0.04mal EMS 1

rétowe mutacje /100 wivskdw iminus kontroio)
o

-3
nrzur:\r?u:}éi;rsnnu s 87N
e po mutopenczaym traktowoni: king)
Rys. 4.3.1.3. HKsztaltowanle sie rézowych mutacji indukowanych
przez trzy réine kombinacle traktowad EMS oraz
promientiowania X (24)

Trocescanbio KUS [

e . o Q2
dowko promiont X ¢ eiciparyecio mo EMS
1 Gy -l -Gt }

Rys. 4.2,%.4. Zaleinodé efektu synergistycznego, wystgpujacego
przy skojarzonym dzialaniu EME oraz promieniowa-
nia X, od catkowite] ekspozycii (24)
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gdzie:
Ysko,j = czgstotliwogé mutac)li indukowana przy skojarzo-
nys traktowanlu chemicenye matsgenem (x moli
t godz) 1 dawkq D promieniowanla i pomniej-
szona o wartodé kontrolng '
rp:r'om a ¢zgstotliwodé mutacji indukowana przez promise
niowanie ¢ dawce D i pomnlejszona o wartodé
kontreli
Ychem = czegstotliwodé outac)i i.ndnkowana przez ekspo-
zycjg na chemiczny mutagen (x moli t godz)

i pomniejszona o wartofd kontroli,

Uzyskane rezultaty sq zgodne z wyjadnieniem zjawiska syners
glzmu przez K,H.Chadwick’a 1 H,P.lLeenhouts’a, W cparciu ¢ mole-
kularng teorig dziatania promieniowanié efekt synerglstyczny pow:l.-'-
nien by proporejonalny de iloczymu elspozycii:

N = 'Q'ID - '
Przedstawions na rysunku 4.2.1.4. liniows zaleinoddé najwyraZniej
potwierdza przyjqtq hipotezq. W badaniach A.Jasstreita’ (1)oras
Wallace’z (143) sygnalizowano wystgpowanle efektu synergistyczne-
go dla indukowaniae mitacji w skojarzonym dziaianiu EMS oraz pro-
aieniowania gamma, natomiast Fawret (45) 1 Doll (3 ) nie stwier-
dzili tego efektu prawdcpodobnle na skutek pominiqclis w badaniach
istotnych czynnlkéw wpiywajgcych na efekt takich, jak kolejnoié
trektowania i przedziai czasowy pomiqdzy traktowaniem.

4,2,2, Promieniowanle, DRER

Przy pordwnanku wrazliwoidci klonéw T=EU 9 oraz T=4430 na
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ré2na mutageny (Rys. 4,241, 1 4.2.3, oraz 4,2.4,) stosowanc takie
skojarzone traktowanie gazowym DBE 1 proafeniowanien X. ¥ badew
niach tych stwierdzono rdwnle2 wystgpowanie synergistyczonege
efektu dla wazystkich badanyoh typéw mutecji. Sprawdzono, jaki
efekt wystegpule dla irmych kombinacji trektowad., Tabela 4,2,2.1.
prezentuje przyklady mierzonych wartodci.rdinych efektSw blolo-
gicznyeh, natomiast na rysunku 4.2.2,1, prredstawlono c.g3sé w-‘
nikdw uzyskanych dla ré2owych mutacji. Przerywany linig zaeznaczo-
no slgebralosng sumg efektdw uzyé.kanych dla indywidualnych od=
dzlatywari, natomiast linia ciggla reprezentuje dane uzyskane po
skojarzonym. dzlataniu obu czynnikéw, Zakreskowane powierzchnie
obrazujlq wiec zakres synergistycznego wspéldzialania rdiny dla
trzech réfnych dawek promieniowania {od "2Z¥), Rysunek 4.2,2,2,
przedstawia w ten sam sposdb wyniki uzyskane dla pomlardw czgsto-
tliwodci skréced, Zardwno wartofci indywidualnych efektdw, jak
i zakres s}mrg.tstyeznego wapbldzialaniea jJest jeszcze silniej
wyratony niz w przypadku mrtecji ré2owych. Jelell poréwnamy sku-
tecznodéé indukowania réiowych mutacji przez DBE i promieniowa=-
nie, to w oparciu ¢ uzyskans dane KEC dla dwubromoetanu liczone
na poziomle réiowych mrtacji vynos.l &) ppm godz. Majqc na uwe-
dze fakt, Ze bedania te réinig sig od badad amerykadskich zardéw-
no sposobem przygotowania kwiatostandw, Jak i samg ekspozycjg

na DBE a tak?e klonem stosowanym do badari, uzyskany REL Jest
bardzo zblilony do szacowanago na podstawie danych Schairera,
tzn. 11 ppm godz (115}, Natomiast w kontekicie oszacowanego réw-
nowainika dawkl orez stwierdzonego synergistycznego wapéftdziala—
nia UBR 2 promieniowaniem jonizujgcym, & zatem potencjalnie rdw-
nlez z innymi mutagenam!, nkaymlnn noraa dopuazczalna dla ste-
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Tabela 11-.2.2-1.

Viplyw promienlowania coraz DBE w traktowaniu skojarzonym oraz
indywidualnym na wielkosdé mierzonych efektdw biologicrnych

Traktowanie Ilosd CzgstotliwoSé_efektdéw mierzonych
ghemiczpe 'I",:‘:: matacje synergistyczny efekl
Klon | Dawka | stg2enie [c2as | ooy [ rézowe poj.rétowe { skrécenia | rézowe|poj. |skré-
wios- réiowe|cenis
kéw
KU-9 - - - 30338 { 0.14%0.02| 0.0320.01 | 1,05%0,03
KU-9 | 0.15 Gy - - ]1s720 1 1.15%0,08) o0.27%0.04 | 1.99%0.05
KU-9 | 0,32 Gy - - 8467 | 3.40%0,20{ 0.99%0.11 | 4,55%0,10
Ku-9 | 0.60 Gy - - goa2 | 8.60%0,33 | 3.13%0:20 |12.28%0.18
KU-9 - 60 ppu |6 h §12714 | 0.70%0,09 | 0.70%0.04 | 5.8420,10
KU-910.15Gy| 60 ppm |6 b | 13033 | 2.47%0,13 | 0.7420.07 | 9.57%0,12 | 0.76 | 0.31 | 2.79
Kv-9{0.326y| 60 ppm |6 n | 9160 | 4,720,221 +.99%0.15 {11,21%0,16 | 0,76 | 0.83 | 1.85
KU-9 [ 0.60 Gy| 60 ppm |6 b | 7925 [ 12.10%0.35 | 4.14%0.23 | 23.0120,24 | 2,91 | 0.81 | 5.93
;
'y Jp——

i




==~ « Surna efektow DBE i promieniowonio
204 efekt skojorzonege promieniowonia i DBE

L Ed synergizm

h mutocyi /100 wioshow

gnrrola
2

MINus

Crestotliwosc roZow

=]

Pys, 4,2.2,1, Ksztattowanie sie, w zaleznodcl od dnia po
troktowaniu, czestotliwodci rdélowych muta-
c¢Ji indukowanych u T~KU 9 przez trzy rézne
kombinacje traktowart - DBE i promieniowania X

30

Cl'ulu'lh-m sirdged £ 100 wios der

5 v B K By s wsmcany

Rys.4.2.2.2. KezteXtowanie wig osgatotliwofcd skrbeefi u T-KD9
indukowanych praes réine komdimacje traktowad
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sefl DBE = 25 ppm (32) wydaje sie¢ byé zdecydowsnie ;a wysoko.

Zaleinosé efektu synerglstycznego od wielkodcl ekspozycji
dla skojarzonego dzlaltanla PBE oraz promieniowania jest wyraZ-
nie widoczna na rysunku 4.2,2.3, Przedstawionc tu rezultsty ko-
lejnych kombinacji skojarzonego trektowania, w ktérym zastosouwn~
ne staly ekspozyc]jq na gazowy dwubromoetan oraz réine dawki pro-
mieniowania (23,73). Efekt biologiczny mierzona jakxo Srednig
czgstotliwodci mtacji rdzowych i pojedynczyeh rdézowych obserwo-
wanych w okresie od 11 do 15 dnia po traktawaﬂiu. Linigq przery-
wang oznaczeno sume efektéw indywidualnych oddziatywarl, nato-
miast zakreskowana przestrzerd ponownle obrazule wielkodd syner-
glstycznego efektu, ktiéry w-rejonle niskich dewek rodnie propor-
¢jonalnie do dawki. 0érna osedé rysunku prezentuje wyniki uzys-
kane dla wszystkich rézowych mutacji, natomiast dolna dla poje~
dynczyeh rdzowych mutac)i.

W przedstawionych rezultatach w;dajq slg bhardzo istotne dwie:
sprawy. Pierwsza, to wspomniane Ju? spostrzezenie, %e w rejonie
niskich dawek wyrafnie Jest manifestowana korelacja wielkoisci
efektu 2z waftoéciq ekspozycii, Podkredla to 2 Jedne] 3£rony
slusznos$é przyjqtych zaloZer teorii Chadwick’a - Leenhouts®a,
2z drugiej strony powinmo mieé ogromne zmaczenie dla ochrony
Srodowiska, gdyz niskie dawki 1 moce dawek sgq wladnie potencjal-
nie obecne w $rodowisku., Po drugle, stosowanie Jakichkolwieck ao-
tod, majqcych na ¢elu ujednolicenie wartosci ryzyka wynikejacage
z réznych badanyeh niezaleZnie zagrozed i sumaryczne szacowanlc
catkowitego zagroZenia, ma sens tylko w przypadku, gdy nie za-
chodzi zjewisko ani synerglzmu ani antagonizamu (54). Jezeli sy-
nergistyczny efekt dle indukowania mutacjl istnieje 1 wystepuje

o3



RoZowe mutacje

° tylko promr’embwamé
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+promieniowanje
gl Bsynergizm
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Rys. 4,2,2.3, Zaleinodéé od dawki promieniowania czgstotliwodei
outacji Indukowanych u Tradescantia KU 9 w rdze
nych komblinacjach traktowar rdznymi dawkami pro-
mieniowania 1 gazowym DBE (23,75)
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v reJoAle niskich dawek, to znaczy to, 2e konleczne 83§ badania
naﬁ charakterem wspéldzialania ré2nych istotnych dla Srodowiska
i jego ochrony czynnikéw mutagennych,

Znaczenle wykazanego efektu synergistyoznego dim ochrony
ircdowiska Jeszcze wyraiZnie) pocdkredlajq prezentowane na rysun-
ku wyniki eksperymentéw, w ktérych clggla i réwnoczesna ekspo-
zycja na promieniowanle 1 mutagen chemiczny sprawiala, le warun-
ki1 doswiadczalne byly bardzo zblizone do naturplnych ekspozycji,
Ponownie widzimy na tym rysunku synergistyczny efekt, ktéry dle
niskich dawek roénie proporcjonalnie do rosngcej dawiki.

8 T T P ] T T L Y T ¥
O promieniowanie DBE (129, 37ppm)
+ réwnoczesne OBE
2 araz promieniowanie i
< 61 --- promieniowanie s DBE - |
< | WS synergizm
g 51-. -}
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2
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g
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&
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N
g it | ]
& i o | 1 1 1 i 1 1 L
0 0,2 0.4 . 0.6 0.8 1.0
dawka (Gy)

Rys. 4,2.2.4. Zaleino$é czestotliwodci rdéZowych mutacji, indu=
kowanych u Tradeacautia KU 9 przez réwnoczesne
dzintenie DBE oraz promieniowarpis X,od calkowi-
te) dawki promieniowania (76)
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Folelnym, nlezmiernie wainym dlal ochrony srodowiska wniose
kiem wypiywajaoyw z przedstawionych rezultatow jJest fakt, 2e
wielkodé synergistycznegoe efektu jest pordwnywalna lub wigksza
od efektu bleologicznecgo zastesowanego niezaleinle chemicznego
matagenu,

Ze wzgledu na pewna 1lo$é kontrowersyjnych doniesier (38,
46,99) odnodnie wystgpowania synergizm:, Sprawdzono, w jakim
stopniu metoda eksperymentalna ‘rplywa na: wielkodé wspbirdzialtania,
Przeprowadzono zgodnie z podanym schematem eksperymentdéw badania,
w ktérych zastosowano identyczne ekspozycje {ekspozyc)a chemicz-
na byla wspdlna dla obydwu eksperymentéw), ale zmlenionc koled~
nodé traktowania,

Promieniowonwe pierwsze, OBE drugie  DBE pierwsze , promeniowane

D DBE (60ppm 69
6| OPromieniowanieX 1035 Gy, Q2Gy/min) g1
AsumuDBE + pramieniowanie X
5+ @ skojorzone troktowane (DBE x5

/I Synergizen

drugie

promieniowanie.

tocje/ 0wloskdw (minus kontrolo)

3}
2~
2
E
3 "t
]
\E N 0 B E3 13
noR 13 KB o R B3 ox B

dzien pa traktowoniu

Rys. 4.2.2.5, Selefncdé efektymofes mtagemne; skojarsonego
dziatanis DBR 1 pmmm I od kolejuodel
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Lewa strona rysunku 4,2,2,5. obrazuje ksztattowanie si¢ czgsto-
tliwodci mutacji indukowanych przez kombinacje traktowart; przez
DBE, promieniowanle oraz skojarzone DBE plus promieniowanie

¥ przypadku, gdy napromienlowanie poprzedzalo ekspozycje na che-
miczny outagen, Zekres synergistycznego wspoidzialania (zakresko-
wana powierzchnia) jest bardzo niewielki, Po prawej stronie prze-
dstawlone sgq rezultaty czestotliwodei mutacji mierzonych u ros-
1in, ktére napromieniowane zostaly takg samg dawkg premienlowa-
nia, ale po chemicenej ekspozycji. W tym przypadku efekl syner-
gistyczny Jest wyrainy, W prezentowanych eksperymentach wielkodé
efektu synergistycznego zaleina Jest tylko od kolejnosci trakto-
wanl, gdy: w badaniach nad ley‘h'al;} przycigcia kwiatostandw na wre-
2liwo$é ro$lin wykazano stabilnodé radiowrazliwodci niezaleznie
od réznych pdr napromieniowania,

Promieninwanie pierwsre, DBE drugie OBE prerwsy pranicnicmoim drugie

Q DBE (60ppm 6y} .

- O promieniowonie X 10356y Q2 GyAmin} 251
asumo DBE + promiehiowanie X .

@ skojarzone troktowanis (DBE .

1 promieniowanie X} 20}

&

¥

Alisynergizm
15t 15} /
10} o~ 1of- /
- a3
a it

[l i

o "
) 12 13 M 3 n 2 3 "
dried po troklowoni

Rys. 4.2,2.6, 2alefnosé efektywmodcl mutagerme]) skojarzonego
dziatania DBE { promieniowania X od kolejnodcl

R
-
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pojedyncre rozowe rnutac je /100wleskow Iminus kontroia)
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Jeszcze wyrainie) widaé to w przypadku pojedynczych rétowych mu-
tacjl przedstawlonych na rysunku 4,2.2,6. Gdy chemiczna ehspozy-
cja poprzedza promieniowanie (prawa strona rysunku), zakres syner-
glstycznege wspdidzlalania (zekreskowana przestrzed na rysunkach)
Jest wyrainle widoczny.

Jezell przyjqé, e synerglstyczny efekt Jest spowodowany
wepéldziataniem subuszkodzed wmoz.e_mych promieniowanien z sub=
uszkodzeniaml pochodzacyml od chemicznege mutagemi, to w plerw-
szym przypadku, gdy napromieniowanie poprzedza ekspozyclg na
cheniezny mitagen, subuazkodzenia od promienlowania ulegajq re-
peracii (w relatywnie krétkim czasle - ok 7 godziny), prawdopo-
dobnie zanim mutagen osiggnie komérke tarczowy, ¥ drugim przy-
padku subuszkodzenia od promieniowania powstalg Ju2 w obecnod=-
¢i subuszkbdzert od chemicznego mutagenmu i synergistyczne wspéi-
dzlialenie w wyrainy sposéb zachodzi.

4,2,3. Fluor, promlieniowanie

Ze wzglgdu na trak niezaprzeczalnych dowoddéw odnodnie mu=
tagennego charakteru zwigzkdéw fluoru spodziewanc sig¢ niskich
wartofcl mierzonych czgstotliwofci mutacji 1 dlatego do badd
tych zastosowano klon T-4430. Na podstawle uzyskanych w tych ba-
daniach wynikdéw réwnie2z nie mo2pa w sposéd Jednoznaczny okred=-
1i&, czy stosowany do badad roztwér fluorku sodu jest mutagenny..
(25,26). Stwierdzone w wigkszodcl bedanych przypadkéw podwyisze-
nis czestotlivwodci mutacjipo niezaleinym dziataniu fluorku sodu
wywaga potwoerdzenla przez zbadanie zaleinofci dawko-efekt, kté=
re,) nie udalo sig Jeszcze uzyekad, Nie stwierdzono réwniez wyste~
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Zaleznodé czestotliwoded mﬁtacji indukowanych
u roélin przed napromieniowanjem traktowanych
i nte traktowanych fluorkiem od dawki promjie-

njowanjia gamma (26)

powania synergizmu w przypadku skojarzonego dziatania fluorku

i promjeniowania gamma (Rys. &4.2.3,1.).

Jednak z pordwnaniz krzywych dawka-efekt dla ros$lin nie

traktowanych 1 traktowanych fluorem wynika, e nasycenie krzy-

we}, charakterystyczne dla mutacji z supresja, wystepule dla

rozowych mitac)i u rodlin traktowanych fluorem -Jui przy wartod-

cliach 5.5 mutacji/100 wloskéw dla dawki 0.7Gy.Jeat towyraZne ob

nizenje meksimum piku mutac)i. Takie zjawisko wedlug The Molecu-

lar Theory of Radiatjon Biology Chadwick’a i Leenhouts’a suge-

ruje zaburzenie proceséw reperac)i pgknigé obydwu nicl w czgstecz=

ce DA, w ukladach komdrkowych, w ktérych wystepuje niezalezna

mutac)a zapobliegajgca lub ukrywajaca ekspresje .obserwowane) mu-
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tacjl, Tak jest w przypadku Tradescantia. Fluor sugerowany byl
Jjako jpotencjalny inhibitor procesdéw naprawy, wydawalo siq wiee
interesujgce konmtynuowanie bada’i w tym Elerunku, zwlaszcza z uwz-
zlgdnieniem mofliwoéci badania proceséw naprawy DRA, Jakie dajg
eksparymenty zaréwno z zastosowanlem dawkl podzielone], Jak &
z modylikacjq warunkéw po napromieni&waniu. Zastosowanie dawki
podzielonel w priypadiu promleniowania powoduje zmniejs:r-nie
efektu kodcowego ze wzplgdu na przeblegajgce procesy reperacji
peknigé pojedynczyeh nlcl DNA.

Zaleznodd efektywnodci proceséw naprawy od ¢zasu pomiedzy

dawkaml przedstawia rysunek 4,2,3,2.

%e
= Tradescantia- 02
g 0.5Gy+ 0.5 Gy
?
g‘ a0rt
) *
36
3 i
s <ot i
vy
|1
S
) % 20t
E 2 & & 'y P : ™ '
F 20 320

Ll n L " N
0
Cras dawkomi
{godz)
Rys. 4.2.3.2, Vplyw czaesu pomigdzy dewkamji podzielonymi na
wielkodé efektu wywolanago catkowity dewkae

promieniowanla. Efekt dawki podzig¢lonej przed-
stawiono w procencie dawki jednorazowej (1 Gy)

(23)
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¥Wykonane eykl eksperymentdw wedlug podanego-wezeéniej sche=-
matu, Napromienicwanle prowadzono dwoma sposchaui - stosujge daw-

kg Jednorazowg oraz dawk¢ podzielons 2 przedzialem czasowym ok,

4 godziny. Rysunek 4,2,3.3, przedstawla emergentny efekt uzysia-
ny dla czgstotliwodcl rézowych matacji w funke)i catkowitej daw-
ki w dodwiadczeniach z dawkg podzielong. Dla wy2szych dawek prayj-
mu}e on wartodci ujemne, co mogloby sugerowad, 2e fluyor dziala
ochronnie. Na rysunku 4.2.3.4. przedstawlono efektywnodé Jednej

z dawek w eksperymentach z dawkq podzielong w obecnodcl 1 bez
fluoru, Wyniki te wykazujy wyraing zmieng v szczycle czestotli-

i.or-
- e {TF+0,# 0, )-F = (Dyo O, 1}

10 12 04
dowka Gy}

wWywolony fivocem przy dowce

podrieions) promieniowonia (mut/7100 wioskow!

AN

Eh*!dninhmy

Zmiana dodatkowego efeittu mierzonego dla rézo-
wych mutacjl wywolanego traktowaniem roélin
fluorkiem przed napromieniowaniem dawkg podzie-
long, od catkowite} dawkl promieniowania zamma

(26)

Rys. &.2.3.3.
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Rys. 4,2.3.4, Zale2nosé dawka-efekt dla jedne} dawki w eksperye
mentach z dawksy podzielong, dla reodlin trakiowa-
nych 1 nie traktowanych fluorklem przed napromie-
niowaniem (26)

Z2godnie z teoriy Chadwick’a - Leenhouts’a zmiana w procesie
naprawy pegknigé obydwu nicl DNA, po napromieniowaniu, moze wply~-
naé na prawdopodobjenstwo, Ze powstale pekniecie obydwu nlcl DNA
doprowadza do specyficzne) mutec)i. Dopdki naprawa pgknigé pozo=
staje nlezmieniona szczyt ciestotliwodci mutacjl powinien byd
taki sam, niezeleinie od rodzaju promieniowania, mocy dawkil
1 uiytych substanc}i mogacych zmienié wratliwosé komdrek na
promisniowanie, Natomiast zmiana warunkéw po napromieniowanju
mote wplyngé na procesy reperacil 1 tym samym zmienlé szczyt
czgstotliwodcl mutac}i. Wydaje sig wige, ‘e traktowanie fluorkiem

rodlin Tradescantia przed napromieniowaniem eprawia, 2e jeat on
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- obeeny I po napromieniowaniu, powodujazc zmiang procesdw nae
prawy pgknigé obydwu nici DNA, Ralezy tuta) wykluczy¢ prawdopo-
dobierlstwo zaburzenia cyklu komSrkowego na skutek dzialania che-
micznego czynnika, gdyZz nle stwirdzgno 2adnej istotne) zmiany

w proporcji komdrek rdzowych do pojedynczych réiowych. Zahamo-
wanie wiglgdnie przesunigclie faz cyklu musialoby sig odzwier-
oledlié w zaburzeniu tej proporcji zgodnie z przedstawionymi po-
przednio zalo2eniami. Wyniki dla pojedynczych ré2owych mutacji
prezentowane na rysunkn 4,2.3,5., pokazujacym slartek drugie]
dewki w doéwladczeniach z dawksq podzielong w obecnodci 1 bez
fluoru, wykazujq Jeszcze wyrainie) zmiang w szczycle czeatotli-
woici mutacji. Na podstawie otrzymanych rezultatéw nie moina wy-
Jasnié, czy fluor wpiywa ﬁylko na napmé peknleé obydwu nici,
czy tez pojedyncze] nici DNA, Kalely jednak podkreslié, 2e fluor

01", bez obecnotei (0,4D,)-0,
< &40l »w abecnosci tooru(F+0,+0,)- (F. 0,
Eg | -
o 3.0f

28

8. ':':., ' {/

¥ 820t -=~{7

g E /, \

- | A - }

s g‘f.o 7 /f’
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Rys., 4.2,3.5., Zaleznodé dawka~efekt dle jednej dawki w ekspe=-
rynentach z dawkq podzielong dla rodlin trakto-

wanych i nie traktowanych Fluorkiem przed ne-
promieniowaniem {26)
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“plywa na procesy naprawy i co wigeej moina sugerowad, le w kone-
sekwencji obecnofcl fluoru podczas i po nonromienlowaniu more sig
zmienié speitrua matacdi,

dngt 2ig Lyd uzasadniony tym, fe fluorki tworzg atwo rozpuszczal-
‘v kompleksy v Jonami iz, hamujge wiele iig-zaleinych enzyméw
Towirdd nich mopg ted henowad il wowane maghnezem eniymy repera-
suina{28). i koniekdcie uzyskuayeh: ~ynikdow dyloby niezmiernie ine
seresujree sbadanie w pod-bnych wsouniach miedzy innyml spektrum
matac)i orexr przedledzenio badanycli efektdw w kontrolowanych

w. punkit widzenla stgionych jondw Iy warunkach dofwiadczalnych.
Zbadanie szczezdlowe poczgtkowe) fazy krzywej moze réwmies Jaé

interesujace dla ochrony srodowiska rezultaty,

4,2,4,. Zastosowanie modelu Tradescantia do ¢znaczenia

skazeil §rodowiskowych

ajyc na uwadze bardzo pomyslne amerykariskie rezultaty za-

stosowan Tradescantla do monitoringu $rodowiskowego, poddane ros-
liny klonu Tradescantia 4430 ekspozycjl ciggle) na zanieczyszczone
z powodu awarii filtrdéw powletrze w.otoczeniu zakladdw farmeceutycz-
hych (25). Do badad pordwnawczych przeznaczono takg samg grupe
rodlin, lec: eksponowansg na powietrze w laboratoryjne} komorze
wzrostowej na terenle Instytutu Fizyki Jadrowej. Z przedstawle-
nych na rysunku 4,2,.4,T, danych wynika, Ze w badanym okresie daja
rie zauwazyd trzy etapy podwyiszonej czgstotliwodci mutacjl w sto-
sunku de laboratoryjnej przyjetej za kontrolngs:

- plerwszy, pomigdzy & a 41 crerwca, charakteryzuje sie¢ dwukrotnie

wyzszym ni? w prdbie kontrolnej poziomem mutacji;
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+ = W warynikach ofocenia rakfodow przemysiowych
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Rys. 4.2.4.1, Czgstotliwodé rétowych mutacji indukowanych

u rodlin w warunkach laboratoryjnych oraz wyste=
wisnych na dziatanie powletrza w otoczeniu za-

kladéw prremysowych (25)

= drugl ockres, pomigqdzy 27 a }0 czerwca, Uyta:ﬁJe rdwniet wyiszg
czestotliwodé mutac;ia ni2 w kontrolil, ale nalely zaznaczyd, ie
rdinica ta Jest mnielsza 1 to gldéwnie z powodu zZnacznego wWIros-
tu czgstotliwodcl mutac}i w prdbie prowadzonej w laboratorium,
W éym przypadit rdwnie prawdopodbnes moggq byé dwa wyjasnieniag
emisja w rejonle zagroZenla pozostawala wzglednie stala, natoe
miast wystapll czynnlk dzilalajecy mufagennie w miejscu przyjetym
za kontrolne. Jako drugie wyjasnienie moina przyjgd, ie emisja ‘
w rejonie zagrotenia obnilyta si¢ nieznacznie, natomiast w oby-
dwich mie)scach zadziatai czynnik starzenia si¢ roflin podwyi-
szajqcy czestotliwo€ mutacji spontanicznych. Nalezy dodaéd, ze

intensywnos¢ kwitnienla w badanym przypadku jest prawle dwu-
a



krotnle wyisza ni2 w warunkach laboratoryjnych. W zwigzku z po-
wy2szym wartogci kontrolne obarczone sg wigkszym bigdem.

- Pomiary prowadzone pomigdzy 19 a 23 lipca potwlerdzajg réwe
nie: tg drugy wersjg. Z wynikdw uzyskanych na miodych roéli-
nach, wystawionych ponosnie na ekspozycjg z peczgtkiem lipca,
wynika ze powietrze w rejonie zakladéw wplywa w sposéb istotny
na podwyiszenle czestotliwoéci mutac)i somatycanych. “kutek h
ten Jest Jeszcze bardzie) wyrainy, gdy nie weimiemy pod uwage
rezultatdéw dwdch pomliaréw {zaczernione punkty na rysunku
b,2,4,%.), ktére sg wgtpliwe ze wzglgdu na fakt, Ze oglgdane
wwiatki byly w bardzo zniszezonym stadium, co prawdopodobmie
wprowadzilo dodatkowy bigd poxiarowy,

Poréwnujgc czgstotliwoScl mutacji wywotane u Tradescantia 4430
ekspozycjq na powletrze otaczajgee zaklady z przedstawiong na
rysunku 4.1,3, krzywg davka-efekt moina stwierdzlé, 2e Rad~ekwi-
walent dla zmierzomych efektéw waha si¢ w granicach 4 = 6 reddw.
Biaorge pod uwage fakt, 2¢ badane emis)e priemysiowe moga mied
chroniciny charakter, wydaje sig, 2e uzyskany efakt Jest nad-
spodziewanie wysokl, Jefell pordwna sie uzyskane czestotliwod-
cl mutacji z danymi dla tego klomu uzyskanymi przez Schalrera
dla warunkdéw chroniczne] ekspozycj1‘115), to badane efekty sg po=
rownywalne ze skutkami chronic¢zne) ekspozyc]i o mocy dawki

0.32 rada/dzien., Nawet przyjmujge, %e badaenia te byly przepro-
wadzone w warunkech eksﬁremalnych, tzn, w okresie wwerii filtrdw,
trzeba przyznad, e sg to wartodci bardzo wysakie, Dane uzyskane
w tych badaniach sg zbliiome w wartosciach de uzyskanych w Sts-
nie Elizabeth w otuczeniu przemysiu przetwirstwa nafty. Dane ts
Przekraczajs réwniez 10-krotnie wartodé efektu biologicznego,
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Rys. 4.,2,4,2, 2Zaleznosé czestotliwodcl mutacji indukowanych
u Tradescantla w warunkach ekspozycli ciggie]
od mocy dawki promieniowania (cyt, za Schaire-

rem 115}

ktéry odpowiada przyjgtej granicy rocznego.narazenia iudnodci
na promieniowanie, tzn. 0,5 rem. Rezultaty te bardzo wyraZnie
podkreslajq fakt, ze skutki zagrpzer wynikajycyeh z chemlceznych
zanieczyszcezend drodowlska sg niepordwnywalnie wigksze od skut-

kdw wynikajqcych z kontaktéw czlowleka z promleniowaniem Jonizu.- -

Jgeym,

£
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J. wnicski
E.i, Podsumompsadie wynikdw

Y ninlojsze] pracy przedstawiono:;

- Zalceinosel dawka-efekt dla rdzpyoh typdéw mutacji w trizech

xionach Tradesocantia,

- Pordwnanie wrazliwogcl trzeoch klondw pna promisniowanle gam~
L4 1 proglieoiowanlie X,

- Pordéwnanie mrazliwodol dwdoh klonéw ~ TeKU9 | T~4430 -~ D&
dzlalanleo gaszowego dsubromoetanu,

- Dadania pad efektymnogolgy ipdukowaniae somalyozoych mutaojl
s Tradescantia praeid chemiczne muitageny EMS 1 DBE,

~ Pordwnanie elektywnosol wutagennsj promieniowania 1 che-~
«iczoych mutagendéw oras osaaoowanie HEC dla badapych Zwigakiw
chendesnyeh,

-~ Badania nad wepdidzialanien ciyonikdw ohemioznych 3 promie-
aiomanien, W icoh wynllui

a/ poswierdzono istnieple elektu synergistycznego dla adarsen
letaloych;

b/ wykazapo letnlanie synergiatyoanego wapdldsialania EMS
i promlenlowania w ipndukowaoiu mutacjl somatyoanyoh;

o/ wykazane 3ale2nosd ofektu Aynmergistyosnego od caikowice)
siapozycil;

d/ wykazano sypergiostyozne wepdldsisrenie dwubrowostapu 2
prouienlowanlew, saréwno s indukoweniu sdarsger letalnych, jak
i mutacji somatycziych; .

e/ wykazanc » rojoule niskioh dawek dodstnlg Korelacje mlg-

dzy vwielkoscig efekiu syperglatycinege a damkg.
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- Zaloinogé efekiu synergistyoznego od kolejnuéci traktowan,

- Tystepowapie efektu synergistycznego w warunkach rémaoczes-
ne) ekspogycjli na chemlezny mutagen )1 prowleniomanie o piskie}
wmocy dawki,

- Wplyw traktowania roglip fluorkiowm Scdu na wartosdé csgsto-
tliwo$ol mutacjl charakterysujgce) 8303yt mutaojl dla dapego
proulieniowania,

- Badania 3 dawkg podstelony, potmierdzajgoe hipotezg, ie
traktowanie fluorewm wpiywa na procesy naprawmy DNA,

=~ Wysokg agodnoié ugsyskanyob danych = saloZeniaml teorit
Chadwick’a i Leephouts’a.

= Intotne atatywiycsnle podwyiszenlo mitaoji na akuielk ekspo-

zyo}d na powletirse w rejonie zakladéw pracaysiowyoh,

52, Prsydstpofc wetody do bagaes,

Pregentonane w ninlejsiej pracy badania w pelnl potwierdzaj)g
aserykariskie 1 japodskie donisaienia o zaleisch nkiadu modelowe~
g0 opartego na pomiarie ca3gstotliwoécl somatyosnych mutaocji w» ko=
wirkach wloskéw precikde Fradescantia, Poteierdazajg praydatoodé
tego wodelu do badad  sakresu zuiagenexy frodowiskowe), tak la~
boratoryjnych jak 1 kobtrolujgoych zsnieoxyssoaenie érodowiska,

Cprocz niezaprseczaloych salet iego systesu - takich jak pro-
stota, dostepnoéé, ssybkofd - dodatkowy jego warioscig jest fakt,
49 ustalonlie za3lesnoécl dawka-efekt dla promieniowania jonizujg-
cego pozmala wyrazid wemelkie inne dans opisujfoe ekapesycle
drodowisia w Jednostkach wapdlnyoh dla résnych systemndw kontro-
lujgoych, Pozwala badas o2ynniki obeone w posieirsu, glebie

i wodsie, & pmadio czuledé te) meiody pozwala okreélié wmutagenny
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charakter ealsji przemysiowyoh,

Badania wykazaty, #e metoda Jest rdwniez niezwykle ekonomioz=
na, Stosupkowe niewielkim nakladem mose byd zastosowana do koo-
troli zanieozyszosen srodowiskowych, Jako proety 1 saybki uklad
wykrywajgcy zaniec3yszogzenia mo;e wokazywal miejsoa, gdzie nie-
ghedne bedzie, droiZeze i bardziej ozasvchiopne, hadaoie kowplek-
sawe, |

¥ badaniach laboratoryjnych ametoda ta oddaje niesocenione usiu~-
£i, gdy& poazwala na porimnywanie efekiywnodol amtagennej cayn~
nikéw fiayozsanych 1 chemicznych, DBadania wykazaly uiyteompodéd
réznych klondw Tradescantila do ohserwaoji efekidw promieniowania
jonizujgoego oraz wplywu rdinych ccynnikéw biolegicznych 1 fi-
zyoznych na te efekiy /réinorodnoéc¢ klondéw, efekt zranienia,
procesy reperacji przy dawkach podaielonych, ¢3as powmiedzy ekspo-
gzycjami, itp,/., Stosowmanie metody nle wymaga 2adoyoh skonpliko-
wanych procedur, itakich jakie na priaykilad sg niezb¢dne w metodach
opartyoh na sterylnych hodowlach kultur skankowych, Nie bexz
znaczenia jeat réwniez tc, e metoda ta weciaz ma potencjaine mo=
zliwogcl rozwoju, pod warunkiem przeéeprowadzenia dalszych cytoge~

netyczoych 1 molekularaych badad nad chewlozng 1 genetyczng na-

turg obserwomanych mutacji,

ltezultaty praoy, obrgsujqc &xokie wotliwoécl metodyki do ba-
daii podstawowych 2 dzledziny wspéidzialsnia résnych ocaypnikéw
¢rodcuiskowyoh, pokazujg dwa typy wspéldeialani mi¢dzy chemicany=
0l wmutagenaml i promienlowaniem jonizujgoym,

Fo piermaze badapia nad wspéldzialaniem EMS, DBE i promieclo=

=1



wania ; indukowaniu matac)l somatyoZaych uykasaly'istnienie sy
nerglzamu, Co oajunie] ¢razy dziedsiny posredplio lub bezpodredoic
awigsane = dziatalposoip uiythown cz2lowieka sq w scisly sposéb
unzaletaione od efekiywnodol mutagenne) riznej kategoril mutage~
oéw fizycxnych 1 chemioznyoh: mutageneza, ochrona radiclogioapa
1 ochromna édrodowiska, Dla oich weaysikioh bardize 1alopne Jest
ustalente addytywnosol bgdi synergizmu wiajemnych oddzialywal,
Synergistyosne wspéldzialanie ohomioznych mutagepndw i promie~
niowania sostalo dotychezas dowledialooe na po&atalie badania
praedywalnosol komdrek dla sseregu czynnikéw mutageonych, Wy=
st¢powanie sypergizon dle mutacji, 1 to ¥ rejonie niskioh dawek,
woze mieé ogromme znaczepis ple fylko dla ochrony érodowiska,
ale 1 dla pozosialych dziedain, Dlatego niezmiernjie wazne jest
piwmierdzenie, 3e chemiczny mutagen w skojarsonym dsialaniu s pro-
mienjowapiea jonizujgoym iodukuje wigoe] mutaocji nii susma susa-
¢ji indukowanych przez cha te osyoniki niezaleinise, Preseniowa-
ne rexultatly wykazaaty ton srnersizn; _

Fydaje ale¢ wigo, Ze faki ten powinien byé mzigly pod uwage
prazy ustalaniu nore dopussosalnych skazen 3rodowlskouich. Nale~
sy, 0o wigoe), podkreslié, e reaultat synergietycsnego wspitdaia~
lania ozypaikdéw chemiczoych 1 promieplosvania jest pordwnywaloy
z efekiom biclogiomnyas osyvoikdw chemioznych sastosowanyoch nie-~
aaleinie, Silne powigzania aie¢dsy sdolnodciami mutagennyaml oras
kapcerogennymi prowadag do wniosku, ie efektu synergisiyocanego
nalety spodziewad si¢ réwnies m preypadku pobudsenis i rozwojw

kosdrek rakowyah,
Freseniosane bhadapis awracajs ponsdto umagena fak¢, ze akuiki

biologioczne $rodomiskowych zenieczysscdert chemioznych 8gq niepo~

8T



rducywalnis wicksse ni2 skutkl wynikajpoe z kontaktu o2}owieka
a promieniowanienm jonisujgcys cbecnym w srodowisku,
Po drugie siwierdaone, 2¢ fluorek sodu modyrikuje elfekl pro-

mienlomanid jonisujgoego,. Medyfikacja ta Jest prawdopodobnie

skutkien zabursenis procesn naprasy DNA, 2o wagledu na takt, e

[luorkl wystqpujs powszechnio ® Srodewisku, a saohsorwomany pro-
crs mole powodowad zmiang widme wmtacii zamiasl spodalewadego

cfektu ochronnego, »jawisko to 2e wszech wiar zastuguje na uwage,
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Zedsiekgwanie

Bardso wiele osdb ma swdj udazisl w powstawanciu te)] praocy,

Kie eposddh ich tu wszystkich symlenié, Saozegélanie jednak wdateg-
oznodéé winna jesiem swoim Nan¢sycielom, Kolegom i Wepdlpracowni-
koa 2z trs3ech ofrodkéw namkowych,

Kolpgom 3 Zakiadu Radiobiclogii IFJ, a szosegélois Jego
Sgefowi, dr Jersemu EBuoskowakismu, ktéry sainicjowal mojs bada~
8ias oad Tradescantia, sa seryteryoing i uohn!:oan poE00 ® rea-
lisacji praay.

Dr Kopowi Chadwiok‘owi 1 Dr Heokowi Leenhouts owi, Associa~
tion Euratom-1tal, Wageningen, l!oiand.ta, sa itoapiracje 1 wepdl-
pracy ¥ badaniach nad olekiami sybergistyosnymi.

Dr ilanowi Underbrinkowi sa setodycine konmeultaoje ®» oiggu
kilku lat wepdlne} pracy w naszyu Instytucie,

Kolegaokou 8 Pracosni Cytofisjologili Boélis Polskiej Akade-
ail Nank sa sielolethis owoone wspiéidsiatamie w badaniach nad
bliologioznynl skmtkami promisniowania,
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¥zxas satniedesych sréese

REIR /Bilologloal Effecis of loaiaing Radiation/ Komitet do Spram
Biologicanyoh Skutikéw Promieniowania Joniaujgoego

Clggy ~ etgzenies wyjsoiowe umiagonu dajgqoe wakutkach 50%

prssiywalnogoi

CT =~ tomograrlia komputsrowa

DL., - dawka sutagenu powodujgea 50% pressywalnodol

gy =~ grej - jednostka dawki pochlonigte3d /1 Jeg™l/

ICRP /International Commiseion on Radiological Proteotion/
Migdaynarodowa Komisja Onhfonr Radiologiozne)

LET /Linear Energy Tranefer/ -opdtoaynnik 1iciowsgo praekasy~-
wania eporgil

REC /Rad-equivalent/ dawka ohemiozpego mutageau dajaca taki
san akutek efeki diologioany jak promiepniowanie o dawoe
i rada /0.01Gy/

UNSCEAR /United Nations Soientific Coummittee on the Effects of
Atomio Radiation/ Naukowy Komitei ONZ do Spraw Skutkdw ;

Promieniowania
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