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Streszczenie
Praca prezentuje badania nad efektywnoscla mutagenns
promieniowania jonizujacego, mutagendw chemicznych oras
ceynnikéw Arodowlskowych., W badanlach zastosowano metodg oparta
na pomiarze ceraestosci mutécji somatycznych w koﬁdrkach wloskow
preclkdw heterceygotycznych ze wzgledu na barwe kwiatdw klondw
Tradescantria. W badaniach uwzglgdnlono: modyflkacje efektywnosci
mutagennej promieniowania jonizujacego przez wybrane czynniki
srodowiskowe, wspdldzlaltanie promieniowania z mutagenaml
chemicznymi, a takie zastosowano Tradescantia Rlon 4430 do
testowania efektywnodci mutagennej zanieczyszczen powletrza.
Stwierdzono, 2e wstepne traktowanie rodlin fluorkiem sodu
lub odyfikacia podloia przez zastosovwanle domleszek
dolomitovwych  wplywa wyrainle na promienlowra2liwide roslin
Tradescantjia, Analiza zmlan przebiegue krzywych dawka-efekt
sugeruje, 2Ze zastosowane ceynnikil wplywals w odmienny sposdb na
procesy naprawy ceasteczki DNA. Badania nad wspdldzialaniem
wykazaly, 2e efekt easynergistyczny wystapuje w przypadku
skojarzonego dzialania promieniowania Jonizujacego 1
zastosowanych mutagendw chemicanych: metylosulfonlanuy etylu{EMS)
lub 1,2 dibromoetanu. Stwierdzono, e efekt ten w zakresie dawek
niskich jest proporcjonalmny do wielkoaci dawki promienlowania
oraz ekspozycjl na mutagen chemiceny. Polowe zastosowanla metody
Tradescantia okreslily efekitywnosd mutagenng eanieczysaczeh
powietrza w rejonie Krakowa. Stwierdezono fluktuacje czeatoisci
mutacji w rdinych okresach badah i ré2nych rejonach Krakowa.
Najwy2sza caestodé mutacji zmierzono po awaril w Czernobylu oraz
poe awaril filtrdw w Zakladach Farmaceutycznych. W oparciu c

wyniki dokonano oceny przydatunodcl metody do badah,.
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Abstract
This paper presents studies on the matagenic sffectiveness

of ionizing radiatien, chemical mutagens and some environmental
agents. Somatic mutations in the stamen hazair cells of
Tradescantfa clones heterozygous considering the colour of
flowers were used as a model system. The studies covered the
following problems: an influence of some environmental agents on
the mutagenic effactiveness of ionizing radiation, interaction
between ionizing radiation and chemical mutagens 1in the
indurtion of somatic wmutations and also an application of
Tradescantia model system for biological monitoring.

The studies showed that the pretreatment of Tradescartia
rlants with sodium fluoride or the modification of the so0il
composition with dolomite admixture, wvisibly influences plants
radiosensitivity. The analysis o©f the changes in the dose-
response curves suggested that the employed agents ware
influencing in different ways the repalr processes of the DHA.

The studies on the interaction between agents proved that
the synergistic effect occurs in case of combined action of
ionizing radiation with such chemical mutagens as ethyl
methansnlfonate or 1,2 dibromoethans. Tt was also discovered
that in the range of low doses the effect was proportional- to
radiation dose and total exposition to chemical wmutagen.

The field application of Tradescantia method defined the
mutagenicity of air pollution in tha Cracow area. The higheast
frequencies of putations wére detected after the Chernabyl
accident and after the damagz to the filters in the
Pharmacentical Plant. On the basis of the research presented
above the method was evaluated in respect of ita usefulness for

blological monitoring of anvircnmental pollution.
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1. HSTEP

Rosnace  zanleczyssczenie mnaturalnego  Arodowiska  jest
powagnym problemem dis calego Awiata. Oszacowaniae polawiajacy-h
sile w jego wynlku zagrozen dla czlowieka i 3rodowiska Jest trudne
i 2mudne; wymaga intensywnych 1 rozlegiych badan skutkow
biologicznych spowodowanych zanleceyszczeniaml biosfery.

Wiekszosé¢ tych badaw prowadzi sle na ré2norodnych - ukladach-
modelowych. Opracowano wlele stosunkowo szybkich metod oceny
mutagenno3dcl 1 wlasnosci rakotwdrczych ' czynnikdw potencialnie-
zagrazajacych srodowlisku naturalnemu. Wynikl tych badah-opisano w
BEEerogu wydawnictw monograficegnych, +taklich Jak; -Chemical
Mutagens, Principles and HMethods for-their Detection ' (62,130),
Basic and Applied MHutagemesis (1073, - Progress in Hutation
Research (9), Genetic Toxlcology of Environmental Chemicals
{121), Is vitro  Toxity Testing of Environmental Agents -(79),
Short Term Bloassays in the Analysis uf- Complex Environmental
HMixtures (158), Environmental Mutagenesia, Carcinogenesis, and
Plant Bioclogy{78B).

Wirod testow stosowanych: in vitro- orag. In vivo:. 5§
réznorocdne testy m.in. wykoreystulace zmiany DNA, transformacjie
novotworowe j komdrkt i cytogenetycane Zmia.y kombdrek
prawidlowych 1 nowotworowych w nodyfikowanych odpowiednio
hodowlach komdrkowych. Do testdw wykoreystuje  sle takze,
prokariotyczne i ‘eokariotycene mikrcorganizmy, owady arae
rosliiny lub komdrki roidlinne.

Ma zorganizowanym W Williamsburgu w 1978 roku BSympozjun
poswiaconemu zastosowanlu monltorow saska2en Arcdowlska {80)
uznano, ge dwa sposrdd prezentowanych tam ukladdw zasluguja va

szczegdlne wyrdinlienie. Jednym 2 nich jast test zaproponowany
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przez B.Ames'a z Uniwersytetu w Kaliformil. W teicie tym
dziakanie mutagenne badanego czynnika oceniane jJest przez pomiar
czastoidci matacji rdédnych sz2czepodw bakteril Salewone!lla
typhinurius prreechodzacych z formy histydyno-zaleinej w- forme:
histydyno niezaleéna (6,7) W ostatnich kilkunastu latack
opublikowano wynlki oceny tysiecy zwilazkdw przebadanych tym
teatenm (81,62,89). Swiaéowa organizac)a Zdrowia 1 Bezpleczehatws:

{OSHA) szapropomowaln zastosowsmie tego testu- do klasyfihacii-

L]

ewiazkdw rakotwédreczych w mielscach pracy, natomiast Agenclia
Ochrony Srodowiska (EPA) do oceny toksycznodcl 3jcliekdw- (63).

Drugim Jest prezcentowany przez L.Bchairera =z Brookhaven
NHational Laboratory test oparty na pomiarae- czestodci mutacii
somatycznych w komérkach wloskdw pre=ikdw kwiastowpeh- niektdrych
odmian Tradescantia. Teat ten jJest najcrulszym apohrdd monitordw
promieniowania jonizujacego, wykorzystujecych mutacje v roslin,
(137,140). Zalety tego testu i1 ogromma role jaka' odegral on w-
radioblologli, prsedstawil V.Bond na XXV Kongresie Fiayki Zdrowie
w 1981 roku (14), 7radescantia-okazala ale doskonalynm monitorem.
nie tylko promieniowania, ale rdwmie2 czynnibkdw chemicznych(146).
_ W 1974 roku w Zakladzie Radintiologii Instytutu ~flayki
Jadrow) w Krakowte wprowadsono ten test poczatkowe do badahb.
skutecznoscl indukowania mutacji przez neutrony predhkle oraz
promienlowanie gamma (65,146,154), a takie efektywnodol czynnikdw
modyfikujacych: te efekty{23,28;29,34,3§). Wprowadgono istotna
popravka do metody badawesze) opracowanej w Brookhaven National
Laboratory (25). Ze wzgleadu na wyjatkowa. czulodé¢ metody- zardmmo
‘w  badaniach wmutagennociei promieniowania jak ted sSrodkdw
oheaicenych; roeszerzono ‘rastosowanie metody prowadzse badania-
‘nad mutagenami chemicznyml (27,28). Szczegdlny nacisk .pologono na.
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moz]liwos¢ badania skutkdw niezaleznego 1 skojarzonego dzialantia

promieniowania i mutagendw chemieznych (21,22,24,33.83.85,87).

Mo2liwobdéd wapdldzialania réznych czynnikéw  Arodowlskowych w
indukowaniu mutacjir somatycznych jest waznym problemem dla
ochrony Adrodowiskka. W przypadiu wspdldzialanila synergiétycznego
afekt czynnikdw dzialajacych réwnoczeénie preewypidsza aumg efehtdw
ich oddzlalywan niezalezinych. Istnienie synergizmu mutagennego w
przypadku ‘wspdtoddzislywania réinpeh czynnikéw na srodowiske i to
w zakresie niskich dawek , powinno zmieni® system szacowania:
ryzyka =zagroZen srodowiskowych: Istnienie takiegoe synergizmua
wykazano badajac skoJarzone dzilalanie promieniowania Jonizuwlace; o
i mutagendw cﬁemicznych, 1,2 dibromcetanu oraz metylosulfonienu:
etylu. Zjawisko synergizmu wykazywano dotychczas w teatach
przezywalnodcl. Badania nad mutagennodcls Tradescantia wykazaly
istnienie synergizmu rdwniez w tym ukladzlie. Wykorzystujac
wy jatkowa czulodd metody gastosowano wybrany klon do badah - nad
efektywnosdcig mutagenna zanieczyseczen powletrza (26,30,32).

W ninieliszej pracy prredstwiono calokaztalt dotychczasowych

badan wlasnych nad zastosowaniem T7Tradescantia do badah
efoktywnoicl indukowania mutacii przes rbine ceynniki
trodowlskowe. Wykazano, 2e wyniki skojarsonego deziaslania

mutagendw chemicznych i promieniowania Jonizujacego mo2na
interpretowad opierajac =sig o zaiodenia teoril dzialania
promieniowania na komdrkg, opracowane} pr2ez Chadwick’a |
Leenhouts’a (38). W oparciu o wynikl Dbadah dokonano oceny
preydatnodci réznyeh klondw do badania efektywnosel mutagenne]
réznych czynnikéw. Dokazano ted, #4e odpowlednio dobrane klony
moga znaleid zastosowanie szardwno jako laboratoryjiny Jjak
1 polowy test oceny szkodliwodci zenlecszyszozeh sSrodowlskowych.

9



2.ZAGROZENIE SRODOWISKA
2.1, Fizyczne 1 chemiczne mutageny srodowiskowe.
W wyniku dotychczasowej dzialtalnodcit czleovieka niemal na
calel kuli ziemskie}) wystapily ogromnie npickoroystne zmiany.

Konsekwencja ekspansjl chemicznel i1 przemyslowsi jest porisgpujace

I

skazenie powietrza, wody 1 gleby (160}. Zagrozenie dla czlowieka
i S&rodowiska wynikajace z rosngcego zanieczyszozania  przyjoelo
takie rozmiary, 2e stalo sie problemem o skalil dwlatows).
Zaistniala koniecznodé shkoordynowania wysilkdw bsdawezych v tym
zakresie. Dzigki wysilthkeom i inicjatywie OCHZ i WO powstajy
miedzynarodowe programy badawcze obeimujgce kontrole Arced-wisks
Jak np. Syiatowy System Kontroli Srodowiska /GEM5- Globol
Environmental Monitoring System czy Hied Kontroli
Zanleczyszczeh Powietrza BAPMcolt -Background Air Pellution
Monitoring Network(120). Réwnoczesdnie powstals nowe akty pravne
agraniczajace degradacjg Arodewishka (41,118}. HWszyasthie te
dzialania smierzajp do lepszego zrcezumlenin zjawisck =znachodzacych
na skutek rosnacego zanlecayszezenia 1 ich harmoni jnego
powiazania 2 interesami socjalnymi 1 ekonomiceznymi, zardwnoe W
skali lokalnej Jjak i ogdlnoéf—iatowei. Zmiany klimatu. kwaine
deszcze, seybka degradacja ogromnych obsearéw ziemskich sa
zapowledzliag trudnych do cpanovania zmian vhologleenych
wynikajacych =z dzialalnodcl czlowieka, nle blorsc juz ped uwaie
sprawy zwigkszalgcege sle zagrozenia mutagennego i kancerogennczo
wynikajacego z ogromnéj liczby awiazkdw chemiczny<h wprowadzanych
do uzytku. Wedlug J.S5chuberta(l128) Okolo 2.5.107 nowych zwiszkdw
wprowadza sig kazdego roku do uiycia. HNatomiast M. Loprieno
twierdzi, 2e ,w najlepszym przypadku,co nalwyzej dla tyslaca 2

wprowadzanych na rynek zuwiazkdw cenaczoho aktywnobdéd mutagenng
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Rys.2.1.1. Rozklad réwnowaznikéw dawek uzyskiwanych od réinych
2rddel promieniowania (145),

(22). Tymczasem 1istnieje dute ryzyko, #e mutacje wywolywane
przez bedace w uiyciu zwiazki chemiczne, akvemulowane w populacii
moga oddzialywac na przyszle pokolenis. Hie jest to Jedyny aspekt
zagrotenia. Wrkazano, se wiele zwiazkdw mutagennych ma charakter
rakotwdrezy (10). Prawle 85-90% gwiazkow znanych Jako rakotsvArcze
przebadanych 2a pomoca  teatu Ames'n okazalo silea takse
mutagennymi(8,137).
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Do czynnikdw fizycanych oddzislywulneych istotnie na
4rodowisko nalezy zallczsyd réwnleg promienlowanie, zarbimo
Jonizujace jak 1 niejonlzujgce. W zasadzie Jakiekolwiek formy
tycia 1istniejgcege na Zieml poddane sy cligglej ekspozycjl na
promieniowanie t.aw. tla. Promleniowanie to moze pochodrit =z
wielu 2rbdel ktére najogblniej mozna podzielié pod wegledem
pochodzenié na zewnetrzne (proﬁieniowanie kosmlczne )" oraz
ziemskie. Rysunek 2.1.1. przedstawia jak wedlug Komlitetu ONZ d/s
Efektdw promlieniowssia UNSCEAR 1982(145) ksztaltowal sle w
okreslie ostatnich dziesigelolecl, preocentowy udzial rdwnowa2nikdw
dawek uzyskiwanych <4 réinych 2rddel proemienicowania. HWyrainie

widaéd z przedstawicnego zestawienia, 2e dawkl zwigzane =

wszelkimi formam) =zastosowan preomieniowania Jonlzujacego 58,

wyrainie nlzsze od dsvwek pochodzgeych od irddel naturainych (tzn

riemskich i promlieniowania kosmicznego).
W miare rozwijanla sie nowoczesnych technelogil zwileksza

sia ekspozycja populacjl na promienicwanie nlejoniznjace.

Instalacje radarowe, telekomunikacyjne, linie wysokiego napiegeia, .

Uy, a nawet ultradiwieki stanowig nowe czynnliki oddzlialywujgce
na $rodowlisko. Wprawdzile dochychezasowe badanla wykazaly, 2e
tylko promiseniowanie nadficletowe mo2e stancwié sagro2enie
indukc )y raka, nie nalety Jednak lekcewaiy® doniesieh, 2e
promieniowania niejonizulgce mogsg zwigkszyé skutecznosd dzialanya
innych czynnihéw rakotwércezych (37).

Z punktu wldgenia ryzyka wynlkajacego dla czlowleka i
s8rodowiska & rosngcege zanleczyszczenla watny jest réwnied fakt,
2e ohecne w irodowlsku ceynniki mutagenne 1  kancerogenne nigdy
nie dzialalg niezaleznie leca Hspbidzialajq nodyfikulac v ré2ny

sposéb ostateczny skutek blologlezny.
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2.2. Wspdblrdzialanie réznych czynnikdw .

Oddzlalywanie czynnikéw filzycznych, chemlcznych i blologicznych
na skutki promieniowania jonizujacego rovzpatrzono w raporcile
UNSCEAR opublikowanym w 1882 r. Z bogataj listy cezynnikéw
chemicznych obecnych w sdrodowisku 1 mogacych oddzialywad na
skutki promieniowania apecjalng uwage poswlacono w raporcle
sprawvle zagrozen zawodowych o charakterze rakotwérezym.,
Zalicza sie de nich: kurz, widkna przemyslowe, emisje
cawlerajace takie plerwlastki jak arsen, nikiel i chrom, & takie
drodki chemiczne obecne w 2ywnoescl.

Dzlatar‘e czynnika pojedynczego mole byéd krotkie,
Jednorazowe lub clagle i moz2e mied rdZne natelenie w zaleznoscy
od dawki i jej mocy. Dla ochrony radioleogiczne) orag ochrony
grodowiska istotne gnaczenie maja dlugotrwale ekapozycle
gvwiazane z niskimi mocami davek. W sdrodowiskn wystepule Jednak
zawsze kilka czynnikéw, 8 wiegc naledy rozwazad potencjalng
mozliwosd ich wspoldzialania.

Jezell efekt kohcowy nie praewyisza sumy ef ektow
tndywidualnych méwi slg wtedy o addytywnoscl dztalania
poszczegdlnych czynnikéw. Jegell jednak efekt wspdldezialania
dwdch czynnikdw przewyisza sumg efektdw ich oddzialywan
niezaleznych , wowczas modwl siq o aynergigmie oddzialywal. W
przypadku gdy efekt wspoldzialania jJest mnielszy od sumy cfektdw
oddziakywan nilezalesnych zjawisko okresla sigq jako wspoldsialanie
antagonistyczne.

Jezell czynnik wspdldzialajacy 2 promieniowanlem sam nie ma

%2adnego wplywu na uklad woweaes wemofenie efektu promieniowania

noei nazweq uwraszliwienia zas obnizenlie nazwa dzialania ochronnege.

Mote sia rdwniez zdarzyd, 2e charakter wapdldzialania pomigday
13
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régnymi czynnlikami zmienia sie w zaleznoscl od zakresu dawek.
Oszacowanie ryeyka wynikajacego 2z pojawienla sig W
Srodowisku danego czynnika, a ¢o za tym idzle uvstalenie norm
maksymalnie dopuszecealnych stezen jego w 3rodowlsku, oparie Jest
na ocenie skutku genotoksyceznego w dzialanlu indywidualnym danego
czynnika. Tymczasem w é&rodowisku deziala on zawsze w obecnobdci
innych czynnikéw fizycanych 1 chemicznych w Lym prawle zawsze w
obecnoscil promieniowanis jonizujacego o niskich mocach dawek L
dawkach. 2 tego wlasnie wzgledu szczegdlne znaczenie dla ochrony
Srodowiska ma mo2liwose wystepowania efektu synergistycznedo.
Efekt'ten,stwierdzany testem przetywalnodcli,znany Jest od dawna.
Hatomiast stosunkowo malo  poznany Jest synergizm ]
oddzialywaniach mutagennych 1 kancerogennych. W 19043 rcku Jmko
Jedni =z plerwseych Furth and Boon sBtwierdsili synerglstyczne
wspbldzialanie nmetylocholantrenu (MC) =2 promienliowanien w
indukowaniu leukemili, a w roku 19568 Kawamoto i inni stwierdzili
synergizm rowniez w indukowaniu leukemii u myszy pe skoejarzonym
zastosowanin uretanu i promieniowania {cytowane za Yokoro {181} .
W 1965 Wallace(157) sygnalizuje wystepowanie synergizmu w
indukowaniu mutacli u  owaa dzialaniem EMS lacznie z
promieniowaniem, podobnie, ale u jgcemienia w 1967 stwierdza
Aestreit(l). ¥ badaniach prowadzonych w Latach 1981-1986,
ktorych wyniki sa presentowane w niniejsze) pracy stwierdzono
synergizm indukec)i mutacjli somatycznych u Tradescantia po
skojarzonyn dziakaniu promieniowanis Jonlizujgcego i
etylosulfonianu metylu (21,22,24,85) lub 1,2 ditromoetanu
(22,83,87). W 1982 roku M.Thelle stwierdeza dla régnych mutagendw
chemicznych oraz wirusa SV40 synergizm w indukcji mutacji w

komérkach chomika(144), natomiast Yokoro et al. stwierdsili tsekze,
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L) pé2nych ltatach osiemdziesiatych, synergizm w indukowaniu
leuksmii u myszy dzialaniem N-nitrozoetylomccznika (NEU) lacznie
z promieniowaniem(161). Rdwniez Michel(102) i  Balla(l1),
Wiggenhauser{159), Cattanach (20}, Huller(24) & HMHoore(1l04)
wykazuja wystepowanie efektu synergistycznego w indukowaninu
rétnego rodzaju anomalil wystepujacych po skojarzonym dzialaniu
czynnikdw chemicznych 1 promieniowania,

Prroykladem prawdopodobnie synerglstycznego wspoldsialania
promieniowania jenlzujacego 2z nikotyna Jest stwierdzone na
podstavwie badann zagrolesa zawodowych podwyiszenle czastosdci
wystepowanla raka drég oddechowych u palacych paplierosy
pracownikdw  kopalnl rud uranowych (14%) (Rys.2.2.1.). Linia
prosta na tym rysunku, przedstawiajaca gzapadalno3d na raka
pracownikéw niepalacych, prezentule zagro2enie indukecja raka
spowodowane zavwodowa ekspozycja na promlenliowanie {dawka
rochlonleta rodnie proporcjonalnie do przepracowanych mlesiecy).
Synergistyczne wspdldzialanie nikotyny z promieniowaniem sugeruja
trzy krzywe zapadalnoscl na raka stwierdzonej u pracownlikiw
palacych 1- 19 papierosédw na dzied, 20 n/d orag powyiel 20 n/d.
Krzywe te wykazuja bardzo szybkl wzrost zapadalnosci w pordwneniu
do proste) charakteryzijacej zagrozenle od samego promienlowania.

Zainteresowanisa problemem wspdldzialania czynnikdw
&rodowiskowych ro3nie w miare nowych donlesiefi. Pojawlaja sie
réduniez priby teoretycznego wyladnlenla mechanizmu 'zjawiska.
tfo2na je spothkac zarownb w pracach dotyczacych wspdldzialanla
dwdch rbd2nych rodzajdw  promleniowania (57,182), Jak i
promlenlowania i mutagenow chemicznych (50,57,77,84,145).

Jedna 2z takich préb wyjasnienia mechanizmu wapdldsialania

synerglstycznego jJest opracowana przez K.H. Chadwick'a 1
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H.P.Leerhouts’ai B84} teoria wspéldzialania na poziomie DNA
pomiadzy promlenlowaniem Jonjzujacym i  Jjakimkolwiek 1innym
mutagenem 1iub czynnikiem dzialajgcym na DHNA. Jako generalne
zalcsenie swojei teoril oddzialywania promieniowania ne pozlom{e
molekularnym autorzy przyJmuja, 2e :

1)integralnos¢ czasteczki DHA, ktéra zawiera {nformacje

genetyczna jesi sprava fundamentalna dla normalnego rozwoju
komdrki ;

2)pekniecie dwuniciowe DNA. powodulace calkcwite rozerwanie

czasteczki, stanowi najbardzie) Kkrytyczne uszhodzenie ;

3) rdine oatateczne skutki blologiczne moga by2 bezposrednio
skorelowane 2z peknieciawi lancucha czasteczki DNA ;

4) onstroid¢ obserwowanych efektdw Jest proporcjionalna do
sredniej liczby powstalych i nienaprawionych dvuniciowych peknisé
DNA przypadajacych na jedna kombrke ;

5) liczba dwuniciowych peknied DNA Jest zelezna od fizyeznych,
¢chemicznych i fizykochemicznych procesdw przekazywanlia 1
przenoszenia energli, wspolzavwadnictwa w reakejach wolnych
rodnikdéw 2 DNA 1 Jego Jdrodowisklem chemicznym w trakcie
napromieniowania;

6) ilodd wytworzonych peknied, hktdre pozostaja eofektywne, jJjeat
zalezna od bilochemicznych procesdw naprawy DHA ktoéry~h
wydajnos® jest kontrolowana przez warunkl metabolicane RKomwdrkl w
czasie i po napromieniowaniu
Wedlug Chadwick’a 1 Leenhouts’a {(Rys.2.2.2.) czasteczka DNA wmoze
by¢ rozerwana przee : -

1} przejicie jednej czastki promieniowania jonlzujacego, kidra w
wyniku réwnoczesnege przekazu energii w poblizu DNA spowoduie

pekniecie obydwu nici spirali DNA. Liczba indukowanych Prrez



promieniowanie w ten sposob peknieéd dwunicliowych powinna byl
wprost proporcjonalna do pochlonietej dawkl promieniocwanla:
N =™D
2) przez policzenle zblizonych przestrzennie dwédch niezalednych
aktdw przekazania energil zachodzgcych w poblisu DHA 1
powstajacych w wWyniku przejicia dwodch czastek promieniowania.
Liceba peknie¢ obydwu nicl indukowanych w ten spossb preez
promieniowanle powlinna byé wprost proporcjonalna do kwadratu
dawkl pochlonlietej:
H:ﬁDz,

czynnik D opisuje tg cegdd pegknlied pojedynczej nici spirall DHA,
spowodowanych bprzes promienliowanie, ktéra w wynlku procesdw
naprawy przestaje by¢ efektywna. Wspolezynnlki , , 2zalezne sa
od réinorodnych procesdw, ktdére preeblegnjs, W nastepstwile
pochlonigcia okredlone) energil w materiale kombérRowym. Zawlerejs
one w soblie parametry uwzglednliajjce fieyczne, flzykochemliczne i
chemiczne procesy prowadzgce d¢ peknigela apirali DHA, Jak
réwnies procesy blochemiczne zasngeZowane w zjawisku naprawy.

Przez analogie do promieniowania zalofono, 2e kazdy inny
mutagen moie powodowad réwnlez ussgRodzenim spirall DNA, ktérpch
Arednig liczbe N obrazsuje zaleznoid:

Nz éx +Ex? /,

gdzie: X jest miarg ekspozycjl komérki na czynnlk mutagenny,
natomiast & X Jest licgba usgkodzefl podwdinych nici DHA
powstalych w wyniku dzialania na DNA jedne) czasteczk) mutagenn,
zas £ x= Jest liceba uszkodzed dwuniclowych DHA powstalych a
kombinacji wuszkodzed pojJedyncerch nicl DNHA.

Mutagen chemiczny dzialajgcy na DHA moze réwniei powodowaéd
uszkodzenla tylko Jedne) nici w spirali DHA. Liczbg takich
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uszkodzen obrazulje czynnik'TX'. Uszkodzenla te, podobnle Jak
qunigcia Jedne nicl spirall DNA wywolane dzialaniem
promienicowania, moga by¢ ellminowane w procesach naprawy.

‘ " przypadku, gdy mutagen chemiczny i promlieniowanie
dzialaja lacznie, wtedy powstanle dodatkowoe pewvma 1lo&¢ peknied
dwuniciowych lancucha DNA, w wyniku koilneydencji usskodzeh nici
pojedynczych wywolanych przez prromieniowanie 1 mutagen
chemiczny. Liczba tych uszkodzen powsatajacych dodatkowo bsdzie
gatem okredlona przez:

N:qXD,
Przy czym W Jeat zawarte oKkredlone prawdopodobienstwe, 2Ze
vwywolone promlioniowaniem peknlegcie jednej nicl oraz wywolane
mutagenem chemicznym uszkodzenie drugiej nici, dadza w efekecle
rakniqeie dwuniciowe spirall DHA. W efekcie, w przypadku
skojarzonego dzialanla dwéch mutagendw liceba uszkodzeh spirali
DHA decydujgaea o calkewitym efekele wynosi:
N =oD +Bp= +nXD + 8X + £X?

Z te) bardzo uproszczonel w tlumaczeniu formuly moZna
ocenié¢, w jakim stopniu nalel2y sigq spodzliewaé w badanym ukladzie
efektu wzmocnlenia synergistycznego. Prey czym nale2y podkreblié,
Ze rozumovwanie autcordw teorii dotyezy ukladdw, w ktérych
bezwzglgdnie spelnlone 85 trey przedstawlone ju3 posrednlo
warunki.

- Po pierwsze, ostatecznym skutkiem dzlalpjacego rdwnoczesnie =z
promieniowaniem czynnika jest reeczywlidcls uszkodzenlie czastecekl
DNA;

- po drugle, zaletnodé efektu od dawki promienlowania
dzialajacego nlezaleznie ma charakter liniowo-kwadratowy ;

- po trzecle, w przypadku chemlcznego mutagenu zaleznosdd efektu
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od ekspozyc)l na mutagen powinna rédwnieir mied generalnlie
charakter liniowe-kwadratowy f(ten., 2ze mutagen moze powodoval
uszkadzenie zardwno jedned, Jak i obydwu nict DA - podobnie jJak
w przypadku promleniowania).

W czakresie mnisklich dawek 1 mocy dawek przy ktérych duza
czadé  uszkedzed pojedynceych nici DNA ulega naprawle oraz wplyw
skladnika kwadratowege na krzywa dawka-efekt jest nlewlelkl
zale2nodéd dawka-efekt wykasuje charakter najbardziej 2zblizony do
liniowege. W 1tych zakresach dawek efekt synergistyczny odgrywa
dominujacg rolg zwlekszajac liczbe efehktywnych wuszkodezen DHA,
Jest to Jedna 2 wazniejazych konkluzji, wynikajacych z
prieprowadeone} przag Chadwick'a i Leenhouts'a anallizy
wapoldzialanla synerglistyecznego. Aneliza ta wykoazalka rdwnle?, 2Ze
efekt ten ma istotnie}sge znaczenic w przypadku promienlowania o
malte) ggstodcl Jonizacjii, niz w przypadku ( ;sto Jjonlzulgeyceh
czastek. Jeat to wniosek bardzo wazny z punktu s7ideenia ochrony
5rodowiska , gdy2 =zaréwno niskie dawkl, jak 1 moce dawek sy
charakterystyczgne dla wystepujjycego w 3drodowisku naturalnym
slabo jonizujgacego promieniowanie.

Raport DNSCEAR bardzo krytycznie -ustosunkowuje sie do
wigqkszodcli dotychczasowych donlesien odnoénie skojarzon: go
dziatania znanych kancerogendw 1 promieniowania jenizujacepgo oraz
kladzle duz2y nacisk na shomplikowany cherakter biologicanyzh
oddzialywan i1 ich silne uzaleZnicenie od wielu czyanikéw majacych
wplkyw na efekt koficowy. Raport zcleca ostresncdé w definlowaniu
charakteru wspokdzialania rddnych czynnikéw , 3=k rownic zalzoa
wszechstronne przebadaniea wszelkich mo2liwych mechanlzrndy
mogacych mied swdj udzlal w procesie. Iwazywszy na Enaczenie,

jakie istnlenie ewentualnych oddzlalywan synergistycanych 1iub
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antagonistyecznych mizdzy czynnlkami obecnymi w Adrodowilsku moze
mied dla problemu wustalenia norm dopussczalnych akaZent lub
akspozycji, wymagania oduodnie keonlecznodel doglegbnyeh badah,
zale2nodc)y czasowych , kontroli warunkéw zswnetrznych mogacych
zmienia¢ efekt , wydaja sle byé oczywlidcle uzasadnione. Wszelkie
efekty biocloglicene: Smioréd komérki, mutacle, aberracje
spowodowane dzialaniem niskich dawek stabo Jonlzujaceszo
promieniowania powinny by ¢ przedmiotem szczegblnego

zalnteresowania ochrony radiologlcene} orag ochrony 3rodowlska.
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2.3, . Rad-ekwiwalent jakeo miara efeoktywnodcl mutagonezy
drodowishkoweJ.

Wladcliwe osszacowanie ryzyka wynikalgcego =  istnlejacyoh
zagro2en stancowl dosd skomplikowane zagadnienie. Odezucie copinli
publicrne) nile zawsze jest oparte na racjonalnych przeslankach.
Jest ona przewagnie najbardziej wyczulona na zagrozenlie swlazsane
z promieniowanliem jonizujacym. HNe przyklad ryzyvko, Jjakle Jjest
zwiazane z przesdwietlaniem klatkil pilersiowe) {(Tabl. 2.3.1.} Jjest
liczbowo réwnowatne ryzyku swlgzanemu z prsejechanlem samochodem
100 kilometrdéw, Natomlast historycznie uwrazliwlone na
promieniowanie odczucie opinil publicEne) przypisuje na pevno
Wwiekszg wage plerwszemu {(105). Tymczasem zrozumienle efektdw
biclozicznych promlieniowania, chocia2 jeszceze niekompletne, Jjest
daleko bardziej seczegdlowe nit dJdotyczace dzialania bardzie)
szkodliwych substancji chemicaznych. Réwniez praktyka ochrony
radiologicznej jest bardziej rozwinieta 1 zaawansowana niz
Jakiekolwiek moetodyki stosowane w przypadku chemicznych zagrozen
zvwlazanych z rosngeym zanicesyszezoniem. drodowiska. Przytha jest
teza o wystepowaniu pd2nych skutkdw nawet po nainizszych dawhkoch
promieniowania. Takze podejscie generalne w hwostiach oszacowania
ryzyka w zakresie nlskich dawek i mocy dawsk ftzn. takich =
ekspozyja na ktére nalesy sig liczyé w naturalnyin Srodowicskn
czlowleka/, przyjmujace tylko modele dopuszczajace przyblizenia w
kierunku przeconiania ryzyka a nio odurotnie, ustanawia jakby
dodatkowe =zabezpiecrzenie i mo2e sluzyéd jako wzorzec dla ochrony
Srodowiska przed zagroteniem chemicznym.

Dlatege wlasnle zalo2one, 2e w pewnym zakresle doiwladezenia
zebrane w deiedzinie ochrony radieclogiczne) mogsa byé pomocne w

rozwljaniu 1 opracowywaniu norm dopuszczalnago stosowania
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matagsr s <~hemicznych (44,108, Iarroponowno dziedzine ochrony
rre=+ promicniowaniem jako modsl ~rag; tow.  Rad-ekwiwaient [REDC
Jars wiclhkobl  porilenawcza, pozwzlalara na usystematyzowanie

skutksw bislogicznycek ré2nych czynritkdw w odniesieniu do efektdw

Fromientowania

W 1973 roku Crow i Bridges (106; zasugerowall, :Ze
efektyuncdd czynniks chemicznege Xtdry wywolule amiany
E£=nety-aine, mo2e byd przyrévnana do  efektywnodceid davwki
promieniawania Jonizujacego, ktora ilodciows 1§ jakobs<iowo

+

wywolalaby taki sam efekt.

W latach pdiniejszych uéeidlan2 tas propacytlisy definiaige
riwvn-wsnik dawki REET, tzn Rad-ekwiwalent, jake iloczyn stegienia
proez ~a2ns jego oddzialywa ria kt?rs poeodujs ilaosciowo taki sam
skutelk, jaki bylby wywslany dzialaniem promienicowarnia
prrewleklegs o dawWwce 1-go rema{52,54).

Mrotoda rordwnywania skutkow dcislania mutagendw chemicanyzh

i promizniowanta nie Jest zapedwne rozwijgzaniem id=alnym %
wzhudza réuniez pevwne kontrowarsjie {$,18,28}). Zarzutem
niipowartniejszym stawianym temu rozwiazaniu diest fakt, e

rropozy~ia stanowi tylko prszlizone rezwigzanis gdy2 sam  sposib
szazowania ryzyka w ochronie radiclagicznej réwnie?2 cawiera pevwrna
dnze nietcislodeci, Wynika ~na z faktu, te c8zacovanisa
prawdop-Achiefstwa skuthkdw ekspozycil na Promieniowanie
Jost obarczone nigjewnoscliaf{d0):
- ekstrapolacji z zakresu dawek wysokich do niskich,
- ekstrapelacii danyck uzyskanych na modelach zwierzgacych i
komArkswych,
Pomimo wspomnianych zastrzeter Roncepcja ta daje jednak

mo2]liwosd pewne} systematyzacji i ujednolicenla ryzyka
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wynikajacego z zagro2ed Arvodowiska eczynauikami cheﬁicznymi, przy
spelnteniu revwnych salozed w nastepujacych zagadnieniach(1086),
1/Warunek wezajemnosci

H preypadku  ekspozycji na promienlowanie jonirujace dawka
promieniowania D Jast okreslana Jake 1ilcczyn zaabsorbowanago
strumienia enargii (P = moc dawki) przez czas trwania akspozycji -
D = P . &,
natemiast dawka caynnika chemicenege okreslona jest jako
D=c¢ .t,
gdzie ¢ jest stezeniem.

Tak zdefiniowane dawki sa zgodne 2z powyiszym warunkicm
wzajemnotici wtedy, cdy rdwnoczeinie zmleniajace sie parametry w
iloczynie, dajace tc sama wartosd D, wiaza sic z tym samym
shutkiem biologicznym. Znajomo3d badah radioblologicznych pozwala
rraeuideied, Yiedy spelniény Jest ten warunck dla promienlowania
Jonizujacego. FKrytyezna role odgrywa zrd2nicowanie odpowiedzi
hiologicznejl od remieniajacej sis mocy dawki, zwlaszeza dla
rdtnych  rodzajéw  promieniowania (4,38). ' Reozrdznia sie trzy

czas naswietlania (godz.)

T 100 10 / a oo
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Rys.z.a.l.CzynnikP z révmanla na efekt koncowy w funkejl mocy dawki
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zakresy mocy dawek: niskich, 3rednich 1 wysoklch, {Rys 2.3.1)
charakteryzujace sle réina zaleinoicla efektu kohicowego od dawki
1 mocy dawki(38).

W przypadku ekspozycj)i chemicezne)] czas jest parametrem
bardzo watnym, 0d niego zaleiy stbpien penetracji czynnika do
komérki, trwalosd tworzonych zwiazkdéw i1 stoplefi ich przemian
metabolicenych. A zatem, w casadzie w katdym przypadku
konkretnego zwlazku chemlicznege powlinna byé¢ zbadana wzajemnodd
miadzy czasem 1 stezeniem oraz okredlony poziom nasycenia dla
krzywych dawvka-efeki
2.Ksztalt krzywych dawka-efekt

Przy pordvmywaniu skutkdéw zwiazku chemicznego 1  skutkdw
dzia¥ania promieniowania musi byé brany pod uwage ksetalt
krzywych dawka-efekt. W zasadzie, Jezell obserwowane sa
zale2nosci tego samego typu , to bespodrdnie pordwmywanie Jesat
oczywiste. Krzywa dawka-efekt dla promienliowania Jjonizujacego
zostaly poznene bardzo ‘azczegﬁlouo (4,268,58). ¥ zasadzie dla
wieksgodci skutk4&w blologicanych wladomo jekl ksztalt ma ta
zalezmodd dla réznego rodzaju promienlowan. 2Znacznle trudnle)
preedstawia sie sSprawa v dzledzinie duzo mlodsze) od
radiobiologii, a mianowicie w mutagenezie chemiczne). Kaztalt
badanych zalefnodci jest bardzlie) ezrdinlicowany 1 zaleiny Jest od
charakteru zwiagku chemicznego 1 mechanigmu jego oddzialywania na
komérke (B8). W wiekszodcl preypadkédw problem ten moie byl
uproszcgony do provwadzenia badah w zakresle niskich dawek |4
pordvmanlie wmote by¢ dokonane g gzaznaczeniem  obowlazujacego
przedzlalu dawsek.

3/ BEkstrapolacja unioékbw z danych eksperymentalnych nma ukiadach

gwiarzecych 1 innych na czlowieka
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Ze wzgledu na bardec ograniczona 1losé danyeh z obserwacji u
ludzi zardwno Jeili chodri o skutkl promleniowania , Jak i skutki
mutagendw chemiceznych, ekstrapclacja danych uzyskanych z ukladiw
mode lowych musi by¢ czynlona i jest konieczna. Wedlug
HMoustachliego (106} czekanle na uzyskanle wystarczajacych danych
dotyczacych cziowlieka Jest czekaniem na hatastrofe ekologiczna,
ktOral zaowocu je ewlidentnymi atatystycznle danymi
epidemiolepglcznymi. Tymczasem Jjednak jest bardzo istotne, aby
systemy adoptowane W celu oznaczenia REC byly mozliwie Jjak
najbli2are poziomu zorgaenizowania 1 metabollizmu komédrek ludzkich.
W takim znaczeniu systemy eukariotyczne powlinny byé bardzie)
preforowane od systemdw prokariotycsnych. Hatomliast wirsdd
eukariotycznych najlepiej spelniaja peostawione zadanila hodowle
komdrek ludzkich lub somatycznych komérek ssakodw
4/ Inne czynniki modyfikujace efekt

Wiadomo, 2e wilele czynnikéw flzjelogicznyeh 1 genetycznych
moze modyfikowad wrazllwoid no napromleniowanie 1 na muatageny.
Werdd tych czynnikdw szcozegdlna uwage nalely zwrdeié na we, ktére
sa zwlazane z cyklem kom&rkowym, rbina wratliwoscla
charakterystyczna dla résnych faz cyklu oraz na procesy naprawy,
ktdre dosd istotnie wplywaja na kohcowy efekt biologiczny (5).

Reasumujac, kontrola -i regulacja zagrozen 3rodowiskowych
wymaga przyjecia Jednolitedo kryterium 'ilobciowego oraz
odpowiednich standarddw dla oceny ryzyka zarowno w odniesieniu do
wezesnych, Jak i tak ezwanych pdéinych efektdow czynnikéw
chemicznych, wlaczajac w to mogliwie ich wapbldzialanie =z
promieniowaniemn jonizujacym.

ibietnosde 1 stochastyezny charakter wiakszodcl skuthéw

biolecgicznych promleniowania oraz mutagendw chsmicsaych sugerujia .
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mo2)ivwosd  pordwnywaniasa tych oddzialywsr 1 okre2lania skutkdw
mutagenu chemicznego za pomoca dawkl promieniowania, ktéra daje
ten sam ef=kt biologiczny, a z drugiej strony, znajac
rowpowazniki dawki, mozna okreslid poziom mutagenu chemicznego
dajacy takl sam efekt biologiczny Jakl wywoluje promieniowanie o
davece dopuszczalneyd, akredlone] normami miedzynarodowymi.
Przylacie takie] metodykl moze rzeczywiicie byé bardzo usyteczne
orasz pomocne w usystematyzowaniu norm obowlazujacych w
mutagenezie 4Arodowiskowej, wzglednie ich uregulowaniu lub wrecz
ustaleniu (17,18). Moze tez w kohcu sluzyéd do oszacowania ryzyka
dla zdrowia wynikajacege z ekspozyc}i na dany mutagen. Gdy tylko
przy 4wiadomosci cbowigzujacych restryke3di(129) 1 zastrzezeh,
rownowainodd jest uzyskana, modna prébowad przeniesienia regul 1
praw ochrony przed promiencwaniem na dziedzina ochreony przed

czynnikami chemicznymi (49).

I
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3. TRADESCANT 1 A JAKO UKLAD MODELOWY DO BADAN EFEKTOW
MUTAGENNYCH CIYNRIKOW  SRODOWISKOWYCH
Kilka gatunkdéw 2z rodziny Coasmelinaceas, do kitdrych nalely

Tradescantia, posiada cechy kwalifikujace je do prowadzenia badah

nad skutkami promlenliowania i mutagenéw chemicznych. Shkutki

dzlalania badanych czynnikdéw mogs byé mlerzone w formie:

~ aberacjl chromosomowych w mikrospor;ch. wierzcholkach wzrostua
korzeni 1 we wloskach precikdéw (10,124,142);

- &miertelnodcl pyiku (142,) ;

- obecnosci mikrojaderek(142,118)

- mutacj}i somatycznych w platkach kwlatdw i komdrkach wloskéw
precikdw klondw heterozsygotycznych ze wzgledu na barwe kwiatéw
(28,42,856-101);

- skrocedl wloskdw preclkédw (45,68-71,116,146,153).

Z tych kilku typdw bada#l najczedcie) stosowana jest metoda
oparta na pomlarze czgstodcl mutacji somatycegnych w kombrkach
wloakéw pracikdw.

Wprowadzony do koleRcji okolo 1858 roku przez prof.W.V.Browna
£ Uniwersytotu w Auﬁtin heterogygotyceny ze wzgledu na barwve
kwiatdw Xlon T-02 juz w 1860 roku zostal zaproponowany przez S,
Ichikaweg Jjako biclogiczny monitor promieniowania do 2zestosowanlia
w otoczeniu elektrowni Jadrowych (16). Uiycle tej metody w
badaniach radicbiologleenych okalualo s8iq niezwyKle cenne i
zaowocoWwalo wuzyskaniem licznych wynikéow., Badenc np. ta metodas
skutecznodéd biologiczng réinych rodzajow promlenlowania
(15,46,148-151), zbadano zaleznodd afekta promieniowanis od
parametrdw  biloclogicznych  takich jak: stoplen  pleidalnosci
(66,69,152), =zawartosd DHA w komdprce, czy wlelkodéd jadra 1

chromosoméw {147,156}, Sprawdzono wplyw mocy dawki {(68,113) 1
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ON! PRZED
ZAPYLENIEM

Kys.3.1.1. Rozwdj kwiatostanu ilustrujacy fazy rozwoldu mikrospor
oraz wloskdw preclika W odnissieriu do lokalizacJi i

rozmiardvw paczka (127).



frake jonowania dawki (91,154) na.wlelkolc efektu, zbadenc takze
zaleznodé davka-efekt w cakresie niskich davek § mocy dawek (65,
67,115,137,140}. Stosujge klon T-02 badano takze efakt
promieniowania kosmicznego (9 }.

Jak Jjuz wspomniano, test ten okazal sle rdwniez‘wraaiiﬂy na
mutageny chemiczne (136,146). Niektdre 2 klondw znalazly
zastosowanle W badaniach laboratoryinych wielu réinych mputagendw
chemicznych(73,110-112,114,133-136,1565), a takie w monitorowaniu.
grolowiaka (3,125-127,139).

3.1. Uprawa i rozwédj rokliny.

Tradescantia Jeat rokling dlugiego dnla 1 daje sig Yatwo
prowadzi¢ w zwykle) szklarnl lub homorze wzrostowel. Choclag Jjest
rogling wrazliwa na zmlienlajace 2igq czynnlikl 3rodowiskowe, takie
jak: temperatura, wilgotno3& cay zanleczyszczenie powletrza
(112}132). uzytecznodd je) do celdw badaweczych motna latwo
zapewni¢ przez umleazczenie roslin na okres dwédch tygodnl przed
eksperymentem w warunkach kontrolowanych. Zapewnienle plantacji
168-godzinnego cyklu dwietlnego prowokuje- h1-Y do claglego
kwitnienia. Kwiatostan ukorzenione) rodliny moze kwitngé prazez
okolo 5§ miesiecy produkujge a2 140 kwiatdw (148), Ciggle
eksploatowana plantac)a wymag. przesadzania w odsteaple 6 -~ 8
miesiqey. Stosowanle Arodkéw ochrony roislin musil byd prowadzone
ostrognie, ze wzgledu na 1ich potenclalna mutagennodd, Do
eksperymentdw przycinane ag najbardziel Aywotne lodygl (ok. 20 com
diugoscl) sakonczone kwiatostanami, Kktérych najstarsze paczkl sa
Jeszecze prted zapyleniem. (Rys. 3.1.1.).Taka selekcja zapewnia
bardzo diugs 2ywotnosé 1 uJednolic;ie wrazliwodci. W kwiatostanie
paczki sg uporzadkowane zgodnie 3 rosnacymi rozmiarami paczka ,
ktérym odpowiada ckreslone zaawansowania rozwoju. W najmniejszym

N



syntezujqce
pigment
Zatrzymonie zatrzymanie
$ \
£ / \ Jr
x /
4 /+ONA synteza «ONA synteza
33 /S ~mitozo + mitozao
- -~
k. ’f 'l ,
) E) 5 7 9 Iz %

Rys. 3.1.2. Zaleino3¢ pomiedzy wiekiem paczka ( 1 najstarsuy,
13 najmlodszy) & liczba komdrek w ré2nych fazach
cyklu oraz synteza pigmentu{127),

Paczku 1 réwnoczednie najmiodszym najlicsniejssa  Jest cruva
komérek w fazle Gl, natowmiast pozostale sa roztozone poniadsy
fazy S, G2 1 M {Rys. 3.1.2.). Liczba komdrek w nitorie, a talaa
ich proporcja do pozostalych maleje 2 wieklem paczkdw. Peodobnie
liczba komdrek w fazie S poczatkowo spada z wlekiem pacsbdu, ale
gdy mitozy zanikaja, tu? prged poczatkiem fazy syntezy bLoavaailna,
liczba komérek w fazle S ponownle rofnie. W czasle yozwojiu paczia
ga 2atem dwa okresy syntezy DNA:

~ Wczesny prowadzacy do mitosz,

- pdinlefszy, ktary wystaepuje, gdy komdérki praostala sle dulalis

Ta druga faza syntezy DHA sygnalizuje masowe preejicie kondbrok

do fazy G2, w ktérej Komdrki ulegnja zatrzymaniu,

Crtologiczne obhserwacje mlodych wloskdw procikds wyhkasaly,

2& szczytowe 1 podszczytowe Xomdrkl stancwia wlaecel niz 90%

kombérek dzielacych sie. Czestotliwodd dzielenla sie komdrek
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Rys.3.1.3 _Rysunek dojrzalego precika ze zmianami w komdrkach
wywolanymi dzialaniem wutagenu; skrdécenia, hombrki
gigantycze {1 résowe{zakropkowana) {116.}

podszczytowych jest nitsza (39 - 45%) od szczytowych (55 - 61%)}
Poza tym wykazano, 2e podszczytowe komdrki jesell dziela sie, to
dziela sie tylko raz {45,68-71,87).0znacza to 3e wlosek  precika
bedacy wynikiem powtarzajacych sie podzialdw komdrki saczytowe)
daje obraz kilku pokolen pochodzacych od jednej komdrki I moze
byé rozwazany Jako klasyczny uklad Jjednokomdrkowy. Daje to
mo2livodé cbserwowenia skutkdw blolegicznych badanyeh czynnlikow
zardwno w postaci mutacji somatycznych Jjak 1 w  postaci
ograniceone) przeiywalnoidci kombrek.

3.2. Mutacje barwy.

Poddane traktowaniu kwiatostany klondw Tradescantia

heterozygotycznych ze wzgladu na barwe kwiatdw, wykazuja szereg
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zmlan w komérkach wloskdw precika (Rys. 3.1.3.). Powstala komdrkl
résowe, bazbarwne, Karlowate, gligantyczne itp.. Wirdd tych emian
mutacia Kkomdrki prowadzaca do pojawienia sle kEomdrek w kolorese
régowym wardd orginalnie niebieskich jest najczedcle) oznaczanym
wskaznikiem mutacli.

Badania Mericle’a prowadzone na klonle Tradescantia T-02
(95) wykaraly, 2e co najmnie) dwa dni przed otwarciem Ewlatu
formuje siq barwnik antocjanowy. W oparciu o polaczone badaniz
hodowlane i spektrofotometryczne -(95-101) stwierdzono, e

wseystkle mutacje rdtowe (spontaniczne i1 indukowane)} pojawlajace

sia w diploidaelnym klonie T-02 (2n = 12), traktowanym Jako
miqdzygatunkowy mieseaniecTradescantia occidentalis 1
Tradescantis ohiengis, powatals W lkonsekwencji utraty lub

mutacy jne) inaktywacj)i delfinidynowego czynnika P zlokalizowanego
w tym samym chromosomie. Ponlewas nle udalo sie ustaliéd, czy
klon T-Oé Jest homozygotyczny ge wegledu na P, czy tes
haterozygotyczny dla recesywnego amorficznego allela d,
postanowiono preyjad, 2e T-02 posiada gen D™ odpowiedzialny za
produkcje delfinidyny, natomiast komdrki rétowe wykazujlg Jego
brak (P~ ) i produkunjg clanidyng  zamiast delfinidyny.

W Brookh;ven ‘National Laboratory wyselekejonowano azereg
nowych klondw, réwnietz heterosygotycsnych se waglgdu nea barwe
kwiatdw, Nalezy do nich klon. Tradescantia  T-4430. Ten
diploidalny klon (2n = 12) jest mieszaincem pomigdzy nieblesko
kwitnaca Tradescantia  hirsutiflora - % rb2owo kwitnges
Tradeszcantia subacaulisz. Genetyczne  podstawy (113, 140)
obserwowanych mutacji réiowych potwierdzone sostaly nepdlouskin
wynikiem uzyakanym z asamozapylenia roilin: 3 niebieskie do 1
résowe ). ﬁarwa kwiatdw Tradescantia Jest okreidlona para alleli
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w pojedyncezym locus, gen B warunkujacy barwg nlebleska jest
dominujfacy, gen ¢ warunkujacy barwe rézows - recesywny. Gen 8
Jest odpowliedzialny =za produkclea delfinidyny. Rb2owy kolor
charakteryguje komdrkil, ktére utraclly zdolnosdé asyntetyzowania
delfinlidyny i produkuja cjanidyns.

Dodatkowa zalets klonu T-4430, oprécz genetycznie wyladnlone}
istoty zmliany barwy komérek, Jest nlskil poziom spontanlcanego
zamlerania pyiku, stablilnob¢ melotyczna, obcopylnodéd, & przy tym
wyra2ny kontrast mledzy homérkami podatawowymi niebileskiml a
zmutowanymi réZowyml. Z tych wlasnle powoddw oraz ze wzgledu na
fakt, 2¢ klon T-4430 Jest wylatkowe wrazliwy na mutageny
chemlczne, klon ten stosowano w Brookhaven Naticnal Laboratory we
wszyatkich badaniach powletrza przemysilowagoc.

W 1972 roku 8. Ichlkawa (72) opisal klon triploldalny
Tradescantia KU g (2n = 18), cechujacy sie niezwykla
tywotnosclia, korzystnym fenotypem 1 heterozygotycznodcla zs
wzgladu na barwg kwiatdw., Tradescantia KU 9 Jest wieszahcem
pomiadzy TYradescantia paludosa And. et Hoods. (2n = .2) oras
Tradescantia ohiensis Rat, (=2 T. reflexa Raf,, 2n = 24),
Charakterystyczna dla tego klonu cecha, zwlazana ze stosunkowo
trudnlejszym do pomlarow kontrastem pomledzy kKombdrkami
niebieskimi 1 rézowymi, Jest kompensowana nieswykle intensywnym
kwitnieniem oraz wygodna 2z punktu widzenia statyatyki duzg liczba
wloskéw na prgcik (ponad 100}, I

Réznorodnodc Klonéw stosowanych w te) metodzie pozwala na
wybranie klonu najodpowlednielszego z punktu widzenia specyfiki
prowadzonych badan. Potraktowanie kwiatostanu czynnikiem
mutagennym porodule powstanie okredslonych zmian, ktére ']
komodrkach dzielacych sie mogg byd wyragtone w postaci rdinego typu
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mutacji. BStarsze paczki, ktore zawlerajs glownie grupy komodrek
zatrzymanych w fazie G2 1 w ktérych proces plgmentacjl rozpoczal
slq przed traktowanlem nle bedy wykazywaly mutac)i ze wzgledu na
brak mno2liwoadcl ich ekapresii. Procent komdérek posiadajgcych tg
mozliwos¢ oraz bedacych w fazie syntezy, w ktére) indukewanle
zmian Jest najbardzie} efektywne, rosnie 2z obnitajacym sieg
wiekiem paczka. W konsekwencjl kwilaty kwitngce w plerwszych
dnlach po traktowaniu nie bqdg leszcze wykazywaly mutacji. Okolo
s2dstego dnla po traktowaniu pojawiaja siq kwiaty wykazujgyce
plerwsze zmlany mutacyjne, liczba mutacji roimie stopniowo do
dnia Jjedenastege, kiedy to uzvskuje ona pozlom plateau. Poziom
ten utreymuje sigq przewaznie a2 do pigtnastego dnia PO
traktowaniu, po czym liczba wmutacji ulega stopniowo zmniejszenlu.
Ta faza cyklu swiadczy o tym, 2Ze kwitngce kwlaty byly W momencle
traktowania na etapach roewoju payczka charakteryzujacych slg
zmnle jazajgesq sle lliczebnodclsg grupy komdrek posiadajacych
zdolnodéd podzialn, ﬁ przypadkach Jednorazowego traktowanla rodlin
czynnikiem mutagennym mutacje obserwowane W olkrasie pomiadzy 11-
tym a 15-tym dnlem charakteryzuja efektywnoséd mutagenny bodanego
czynnika.

N przypadku ekspozyeji ciaglej luk przy kontroli skazeh
$rodowliskowych okres mierzenls mutacjl rozciggs sis na czas
diudazy, proporcjonalny do okresu dzialania badanege czynnila.
Zakonczenle okreau obserwacjil W tekim przypadku powinno nastapié
{w =zale2nodci od potrzeb 1 kondycji rodlin) w 15-tym dniu od
zakohczenia dzlalanla badanego czynnika lub ekspozycji.

Mutacje rozowe Ktére najozeidcie) wykorzystuje sie do oceny
efektu, pojawiajgy sig wirdd komdrek oryginalnie niebleskich w
postacl pojedynozych komdrek rddowych lub sektordw
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Rys.3.2.1. Bchematyczne przedstawienlie indubkowanta matacji(116}.
Komdrks punktowana oznacza komérke,w ktére) zaszia
mutacja, zmatowane komdrkl potomme sa zaciemnione,
linie wskazuja podzialy

kilkukomdrkowych. Kazda taka: komdérka lub sektor roZowy

trakto;any jest Jjako Jedno -zdarzenie zutacyjne (146).

Pojedyncze kombdrkl régowe pojawiala sie zdecydowanlie rzadeie) od

wialokomdrkowych sektoréw. Jezeld prazyjad, 2e ekspresja mutacji w

rozwijajacym sie wlosku zachodel zgodnie 2 presentowanym przez

Nayara (116) oraz Ichicawa (72) , sachematem przedstawlonym na

Rys. 3.2.1., to obserwowane pojedyncze komdrki ré2owe powinny

bye wskainlkiem te) czedcl zmian, ktére powataly w puinej fazile

syntezy lub w fazie G2. Takie zalosdenle zgodne Jest réwnliesd 2

przedstawiona ra Rys. 3.2.2. zalefnodcia powstawanla réd2nego typu.

aberac)l od fazy cyklu komdrkowego(ifl). Stosunek - liczby
pojawiajacych sie pojedynczych kombrek rdsowychr do weaystkich
mutacji rdésowpch daje zatem moglliwodéd kontrolowania, czy nile
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Rrs.3.2.2. Zaletnoi® pomiedzy typem aberacji indukc.rapnej przez
promieniowanie a faza cyklu komdrkowego(163;

naatapllo zaburzenle cyklu komdrkowego.

3.3. Rozwdé) precika i1 mierzenie zdarzehA+letalnych

Toksyczny efekt badanych crynnikow jest manifestowany we
wioskach praecikdw Tradescantia: w postacl “skréconych” wltoskédw
{Rys. 3.1.3.). Jeteli mie rozwinlety w pelni wlosek Jjest
potraktowany czynnikiem, ktdry zshamu je podzial komdriki
szczytowe ), to pozostanie on w formie “skréconed”, tzn.
zawierajace) mniejsza 1loke kombrek;‘ gdy2 Zedna komorka nie:
Przejmu je merystematyczne) zdolnosci podzlalu. FProcent wloskdw
kontynuu jacych werost do normalnej dlugodcl (zblizone] do
dredniej 1iloseci komdrek we wloskach, a zatem 4dwiadozacej o tym,
te szczytowa komorka podzielila sie przynajmnlej b - 6 razy) daje
miarg przezywalnodci.

Podobne kryteria, oparte na zdolnoscy komdrek do podzialu,
przyjate sa w testach in vitro, w ktdrych przetywalnosé ocenia
sie na podstawie liczby utworzonych kelonii.

Ilos¢ komérek we wlosku precika jest dla danego kionu
okretlona, Szezytowa partia wloskéw najpdiniel Ronezy cykl

rozwojowy 1 posiada nieco mnie) komdrek, dlatege Arednis 1ilosé
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komérek w gdrnel] 1/3 precika jest mniejsza niz dlas pozostalych
wloskédw. JeZe{i na kwiatostan dziailsl czynnik hamujacy podzial
komdrki, 1lub zabllajacy dzielacg siq kombrke, to wlasnie w ta)
grupie wkoskéw najlwceednlel tzn. W okresle najczestaszego
wystgpowania mutacli, ‘pojawlajsa sle wWloski o mnlelsze) ni2
- normalnle liczba komdrek. Pojauiajaée sle¢ w te) partil precika
wioskl skrbcone przyjeto traktowad Jako letalne. 58 to wleoski
ktérych liczba komérek Jest mnlelsza od liczby kombrek
wynikajace) z charakterystycznego dla te) partii precikf rogkladu
statystycenego tzn. takiej, ktéra moZe wystaplé w grupie
mniejsze) nis 5% populac)i wloskéw (28). W konsekwenc)l takilego
zalozenia przylgte nastepulgce Kryterla przezywalnosci, dla
klonu:

- Tradescantia - 02 wigece} niz 11 komdrek (150,153),

- Tradescantia -~ 4430 wigcej nlz 16 komérek (155},

- Tradescantia - KU9 wigce] niz 12 komérek (72).
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4.CEL 1 ZAKRES PRACY

Postepujace zanleczyszenie &rodowiska wynika z olbrzyimie)
ekspansji prrzemysltowe} | chemicznel, za Kktédry nie nadgza niestety
rozwdj i zastosowanle praktyzzme metod cochrony pouietrza,wody i
glcby. Istnleje wiele metod stosowanych do oceny skutkdow
biologicznych zanleczyszczeA érodowiaka. Wardd tych metod na
szczegdlng uwage zasiugujs te, ktére odznaczaly sig czulo&ciq, &
przy tym nie s3 bardzo kosztowne 1 czasochlonne{(81). MHalezy do
nich zaliczyd metode oparta na pomiarze oczgstodci mutacji
somatycznych w komérkach wloskdw precikdw T7Tradescantia, Klondw
heterozygotycznych ge wrgladu na barwe Ewlatdw,

Gléwnym celem niniejsze) pracy byl: okredlenie, przy pomocy
tej metody, skutkdéw mutagennych promieniowania Jonizujacego,
mutagenéw chemlcznych 1 wybranych czynnlkdw drodowiskowych, oraz
wykazanlie wepdldzialania badanych czynnikdw w indukowanin
mutac}i somatycznych.

W zwiazku z powyiszym, przeprowadzonce badanie laboratoryjne
efektywnosci mutagennsj promieniowania jonizujgcego oraz wplywu
wybranych czynnikdw 3rodowlskowych na te efektywnoséd.

Majac na uwadze ogromna role,jaka dla ochrony &rodowiska
odgrywa problem wspdldzialania mutagennych czynnikdw
Srodowiskowych,przeprouadzOno badania nad skojarzonym dzialanlem
wybranych, znanych mutagenéw chemlicznych 1 promieniowaniea
Jonizulacego.

Podlaeto rowniez probg przedstawienia,w Jakim stopniu w
ocenlie charakteru dzialania wapbldzialajacych czynnikow
mutagennych i irodowiskowych mo2e byé pomocna znajomo3dé ksztaltu

krzywe} opisujacej zaleznosdéd efektu od dawki lub ekpozycji.
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Aby ocenié& efektywnobé mutogenna zanleczyszczen powletrza w
rejonie ) miasta Keolowa, przeprowadzono badania in situ g
zastosowanlem T7Tradescantia.

¥ oparclu o uzyskane wynlkl dokonano rdéwnie2 oceny, cay

stosowana netoda motze stanowld w naszych warunkach test

preydatny do ocony mutagennych skutkdw czynnikdw Arodowlakowych.



BADANRTIA WLASNE
5. BADANIA LABCRATORYJNE NAD NIEZALEZNYM I SKOJARZONTM
DZIALANIEM PROMIENIOWANIA I MUTAGENOW CHEMICINYCH
5.1. Metodyka
Uprawa roslin:

Uprawa plantacji régnvch klondw Tradescantia prowadzona
Jest w zwykle] szklarnl 2z zapewnlenliem im 1B-godzinnego cykln
&wiatla. Przy rozsadzaniu, w doborze warunkéw glebowych |
stosowaniu srodkédw ochrony roflln przesirzegane sg reguly podane
# pracy A.Underbrink’'a i wapdlautorédw (146},

W badaniach laborateryjnych najczesciel poddawane 58,
traktowaniu kwiatostany przyciete. Poniewaz atwlerdzZono w pracy
A.Cebulska-Wasilewska i wspblautorazy {25}, ze ocbnizenie
promieniowrazlivcicecl powodowane przycigclem kwlatostandw zanlika
prawie calhowlcie po uplywie 24 godzin od przyciegcia, do badan
stosowano kwiatostany ukorzenione (w ktérych efekt nie
wystgpuje) lub preycigte 24 - 48 godzin prsed traktowaniem , tan,
takie dla ktérych afekt ten mofna ju2 pomingé. Po zakehezeniu
traktowania wszystkie rodliny kultywowane byly w komorze wWzrostu
W pojemnikach 2 napowietrzany po2ywka Hoagland'a i H
kontrolowanych warunkach: &wiatia (diugodé dnia - 18 godzin),
wilgotnodci (65%), temperatury (17°C noc, 21=C dzien) a2z do
zakonczenla okresu pomiaru mutacii.

W ninle}szej pracy za miarg efektywnoscl mutagennej badenege
czyrnika  przyjmowano sSrednig wartobdé & ceestodceil mutacji,

mierzonych miedzay 11 a 15 dniem po traktowaniu:

K

L)X
M= k N
i=4
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gdzie @ x = licebe obserwowanych zdarzeh mutacyinych w  i-tym
dniu n: = liczba przegladanych wloskdéw w 1-tym dniu

W badaniach w ktérych mamy do c¢zynlienla =2ze zliczaniem
poszczegdlnych zdarzen, (np. czastek naladowanych przechodzacych
przez licenik lub mutacji u badanych organizmdéw), a wlec réwniez
w przypadku mutacji w kombfkach HloskOH precika u Tradescantia,
wystepujs rodzaj bledu wynikalacy Jjedynie ze skonczonel llcaby
preoprowadzonych doiwiadczen 1 zwany bladem statystycenym (12).
Wartodé oczekiwana czestosdcl wystepowania danego zdare>xnia rowna
jest prawdopodobienstwu  jJego pojawienia sile, a odchylenie
standardowe Wartodcl oczekiwaneld okredlone Jest nastepujaca
zalez2nodcia:

S L
= ops(l-pa)
_J_(-:_.-_
gdzie p.= n.
X+ liczba obserwowanych zdarzeh:
n: llczebnosd badane) grupy
gdy px2 jest duzo mniejsze od Jednoscl uzyskujemy ¢
© == p/n
Kwadrat tego bledu Jest zatem w przyblizeniu odvrotnie

proporcjonalny do liczby przeprowadzonych préb.

W konsekwencji przyjato zatem 2e poledyneey pomiar

czaestodcl mutacii u Tradescantia jJest obarczony bledem :

natoniast Arednia Wwartosdcl mierzonych przez k dni :
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W przypadkach, w ktdérych 2z konlecznoicl pordwnywano pomiary
uzyekane dla réznej licszby roalin, s co za tym idzie znacznie
régnej liczby kwitnacych i obserwowanych kwlatdw 1 precikdéw, do
obliczen wartodci 3arednich wprowadazono w26 statystyczna,.
Uwzglednione w ten sposdéb problem udrednlenla wynikdw o réinel
dokladnogci(138).

Napromieniowaniea:

Do napromieniowania roslin promleniowaniem X stosowano
aparat rentgenowski{ 250 hV stosujac filtr (0.4 Sn + 0.2 Cu +
1.0 Al)i szachowujgc stals moc dawki 1.0 Gy/min.

W badaniach =z réwnoczesng ekspozycja na 1,2 dibromoetan i
promleniowanie moc dawkl promieniowania X wynosilka 2.8-10-%
Gy /ain. Aby uzyska® odpowlednlio nisks moc dawkl stosowano
dodatkowo filtir z 2mm olowiu oraz maksymalnie osiagalna odlegiodé
prdobki od tarczy. DPawki stosowane, obliczane byly na podstawie
romiardw wykonywanych prey pomocy komory Jonlzacyineld (Baldwin-
Farmer} umieszcrone) wardd kwiatostandw, oraz detektora (Philips
37498/L-213004) umieszczonego przy 2rddle:

Do napromieniowania ro3lin' promieniowsnlem gamma
stosowano 2rddlo ©®Co Gammatronu-3 Tnstytutu Onkelogli w Krakowie
(148). Hoc dawkl wWwynosilka 0.75 Gy/min. W trakcie napromieniowania
ro$liny byly umieszczone dla utrzymanlia wilgotnosci w  torebkach
foliowych 1 prazykryte plytks z pleksiglasu o grutesel 6.6 mm,
Stosowane cgzynniki 1 sposdb traktowania:

W badaniach przyjate generalnie gasadsg, 2e wazelkie
roréwnania musza, by< provwadzong W warunkach zapewniajncych
stalodé wszystkich zmiennych niezalednych mogacych mied wplyw na
koncowy efekt biclogilczny. Ogdlny schemat eksperymentdw ktérych

celem bylo pordwnanle efektywnodci mutgannel promieniowania

qd
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Rys.5.1.1. SBchemat dofwiadczeh pordwnujacych indywiduwalne i

skojarzone dzialanie promleniowanla | mutagenuy

chamicznego.
i czynnika chemicznego (dzliatajacych niezalesnie lub
wspdldzialajacych) przedstawlono na Rys. 5.1.1. Traktowaniu

poddawano kwiatostany przyciete. Dwie z czterech lcsowo wybranych
grup rodlin poddawWane byly traktowaniu chemicznemu, 2z ktérych
jedna po zakoficzeniu traktowania byla napromieniowana okreslona
davwka promieniowania. We wsaystkich eksperymentsch pozostale dwie
grupy rilin, przeznaczone na kontrole orag do pordwnania akutkow
promieniowania, poddavwane byly identyczne]) procedurze, ale bez
obacnodcl mutagenu chemlcznego.

W tadanich stosowano trzy rézZnego typu zwlazki cnemlczne;
tiuorek sodu (MaF), metylosulfonian etylu (EMS), 1,2 dibromoetan
(DBE) oraz mcdyfikacja podloia domleszkaml dolomltu.

W przrpadku fluorlm sodu zastosowano traktowanls roslin
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poprzez zanurzenie lodyg kwiatostanu w roztworze badanego
zwigzku. Fluorek sodu wybranc do badan ze wzgledu na rolg, Jaka
fluor odgrywa w zanieczyszczeniach srodowiska. Hale2y on do grupy
zwiazkdw majgeych duzy udzial w emlsjach przemyslowych. Fluerek
przedstawiany jest jako inhibitor wlelu reakcji enzymatycznych,
natomiast s8a kontrowersje odnoidnle jego dzialanla mutagennego
(59,60,74,80). Rosliny traktowane byly W warunkach
laboratoryjnych roztworem 2.4 mM fluorku sodu przez okres okolo b
godzin, nastepnie napromisnliowywane 1 przenoszone do komory
werostowe j(23,28,28,34).

W badaniach, ktérych celem bylo sprawdzenie wplywu zmiany
podloza rodlin na ich promlentowragliwvosd, rosliny =zostaly
podzielone w warunkach szklarniowvych na cztery grupy w 2ale2noicl
od ilosci oraz rodzaju zastosowanego doglebowe dolomitu:’

Tabela 5.1.1.
Wielkosé domiesgki orag procentowy sklad dolomitdw

zastosowanych dd badan

E | x| 810- | m0s Fo0s  Ca0 Mg m |
D1 i D2 il 6.0 ' 6.0 i'.‘sn_i 6.0 52.7 | 2_&_3_._9_;3“_5___.53_:_1&_11_
D3 ‘4ss jo7s [o03s |08 306 210! 5.3 |

D4 | kontrola ; 5 : _““““mePTEH,J

Xx=strata prazenia, m = llodé gramdéw ne donlcekq

Dolomit gaproponowany zostal do badah Jako Jeden 2z najbardzie)
rozpowsgechnionych w przyrodzie mineraldw zawlerajgcych magnes.
W czasie trwanla eksperymentéw rodliny byly podlewane taka,
samy 1lodcig wody. W okresach 4,6,8 tygodni, od momantu
zastoaowania doglebowo dolomitu, Scineno z hazdel grupy glebowe)

kwiatostany 1 hodowano je w rosztw. rze Hoagland’a w przeznacsonsj
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do tego celu komorze wzrostowej, W drugim dniu po przyciecin
napromieniowance kwlatostany okreslona davka promieniowania X.
Pierwszym 2z mutagendw chemicznych zastosowanych do baduh
nad ich wapdldzialanlem 3z promieniowaniem Jonizuwjacym kvl
metylosulfonian etylu (EMS). EMS jest znanym 1 szeroko stosowanym
mutagenem 2 grupy zwiazkéw alkilujaecych (53). Do traktowania

roadlin stosowno 0.04 molowy roztwar EMS w 0.025 mulowym buforze

fosforanowym. Czas poltrvania EMS w 0.1 molowym buforze
fosforanowym o pH 7 wynosi 9 godzin, natomlast w wodzie
destylowanej 11.5 godziny {(51) . Roztwér EMS w rozciefhczonym
roztvworze buforu stosowano, aby zmniejszyd efektywnotd
tokeycznego dzialania kwasu metylosulfonowege - Jednego -1
produktéw hydrolizy EMS . Ze wzgledu na nietrwalosd tego zwiazhu

i Jego potencjalna Kancerogennodd do kazdego traktowania
sperzadzano &wieze roztwery, a samo traktowanie przeprowadzanc
stosujac zalecane przez Ehrenberga Aarodki ostroinodci (51).
Ekspozycje na EMS trwajace od 4 do 8 godzin prowadzone byly w
komorze w ktérej utrzymywanoe nlewlelkie podciinienie, aby
zapobliec wydostawaniu sie lotnege EMS na zewnatrz komory.
Wymagana temperatura utrzaymywana byla przez regulowsana
termometrem kontaktowym ekspansja cleklego azotu. Preyclete
kwiatostany o réwne) dlugodci lodygl zanurzano wW roztworach
umieszczonych w specjalnych pojemnikach ekspozycyjnych. Ro3liny
Przeznaczone do traktowania kontrolnege zanurzane byly W
rogtworze buforu fosforanowego.

Ostatnim badanym =zwiazkiem byl gazowy 1.2 dibromoetan,
réwnies znany mutagen 1 szeroko stosowany dodatek do paliv,
srodkdw agrotechnicenych itp. (13,43,53,141). Rodliny traktowano

gazowym DBE w s:czelnej komorze przez ktéra przeplvywal staly
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strumied powletrza zawlerajacy ckredlona 1 kontroelowana 1loké
DBE {22,83,87). Schemat stosowannc} komory ekspozyecyinej
preedstawiono na Rys.5.1.2. Cechowanie ukladu oraz pomlavy
kontrolne na weldciu ! wyjiciu powietrza z komory wrkonuno =
gastosowanlem chromatografil gazow:j {(chromatograf Varian 1740 =
kolumna szklana, wypelniona wypelniaczem Tenax GC). Pomiary
chromatograficzne na wyjseclu komory wykonywane w  odstepach 20-
minutowych wykazywaly, 32e po uplywie ok. 1 godziny od wlaczenla
strumienia DBE w komorze ustalala sle réwncowasga 1 poziom UDBE
pozostawal staly. Po godzinle od przerwania doplywu strumienis
gazowego DBE rosliny byily wyjimowane z komory 1 transportowane deo

napromieniowania.
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Rys.6.1.2. Schemat komory do ekspozycji na gazowy DBE(22,87).
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5.2. Badania efektywnciel mutagenneld promienlowania
5.2.1. Zaleznodd dewka-efekt
Hutac je barwy komdérek wloskdéw precikdéw u Tradescantia

stanowia uklad modelowy do badan zardwmo laberatoryjnyen Jjak %

drodowlshkowych. W badaniach prezentowanych w niniejlazej pracy..

zastosowano go W wWarunkach 1abora£oryjnych do okredlenia

efektywnodcl dzialania 1 wspodlkdzialsnia - czynmikow chemicenych

oran promisniowania jonizujacego,

Do badat us2yto trzech klonbw Tradescantiayv T-02, T-KUB;-

oraz T-4430 okreslajac wplyw wlelko3cl dawkl promieniowaniar
Jonizujacege na pozlom indukowanych w nich mutncji somatycznych.-
Na Rys. 5.2.1.1 przedstawiono krzywe zale2noicl czestodct
mutacji od dawki promienliowania X dla kionu T-02. Wykazuja one
liniowo kwadratowa zalefmoié efektu od dawki. W aakresie niskich
dawek {(do 0.05 Gy) krzywa dawka-efekt zardwno dla rdbaowych, jak |}
bezbarimych mutacjl ma charakter bardsiej zblitony do =zaletnosci
liniowej. Dla dawek wigkszych krzywa amienia kgt nachylenia a
nastgpnie osiaga nasycenie. Makasimum (ok. 22 mutacle/100.wloskédw)
czqstotliwodcl mutacjl rbdowych wystepule pray dawce 2,56 Gy.

Rys.5.2.1.2. preedstawia =salefnodé pojawiania slg- komdrek

bezbarwnych oraz mutacjl résowych od dawki promieniowania X dla

klonu T-KU-9. Krzywe davha-efekt majsy charakter liniowo~

kwadratowy . Maksimum ceqstodci w zakreais dawek ' nasycenia.

wystepuje dla mutacji rdiowych po osiagnieciu wartodei ok. 18
mutacji/ 100 nloskdu pray dawce 2.0 Gy, natomiast dla kombdrek
- begbarvmych, wartodcl ok.‘ 22 matacii/100 wioskdw pry dawce
ok. 3.0 Gy.
Zaleznodl cmgetodclt résowrch 1 poledynczyeh . résowych
mutacji od -dawki - promiencwania . -gemma dia kloom T-4430
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Rys.5.2.1.

pojedynczych ré2ouwych po napromieniowaniu

kwiatostandw klonu T-4430 promieniowaniem gamma(29)
przedstawiono na Rys.5.2.1.3. Wydajle sie, 2e w przypadku klonu T-
4430 nasycenie wystapule jus dla wartodci 710 mutacii/100 wloskdw
przy dawce 1.0 Gy. Pojledyncee mutacje rdézowe wWyatepuja =z
czestodcia - stanowlaca ok. 37T% czestodci mutac)i rdlowych w

dawek od 0,1 Gy - 1.0 Qy. Krzywe dla tych mutacji sa

zakresie
przesuniate réwnolegle w stosunku-do siebie 1 maja roéwniel
charakter liniowo kwadratowy

Zaleinosdéd czestolct indukowanych: mutacji od dawkl

promieniowania ma we wszystkich trzech klonach badanych charakter
liniowo kwadratowy. Wykazuje ona duza zgodnodd =z modelem.
prayjetym dla mutac)i somatycznych(38) z supresja i1 wystapujacych
W populacji, ktdre) licz2bnosd Jest modyflkowanae  przez
przesdywalnodd roédwnlez zalezna od dawki. W ukladach tych, dla
ktdrych czestodd mutacii Jest liczena na liczbae: komdrek

ostateczne prawdopodobliensiwo polawienla siae
51
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mutacli Jest iloczynem nastepujacych pravwdopodoblehstw

czastkowych(38):
M = H'(1-M*)S 5.2.1.1

gdzie:
HM* = l-exp/~q®D + A D=} prawdopodoblefstwo, *e mutacja gostanle
wywolana
1-M* = exp/~a(xD + AD") prawdopodobienstwe, Le wyWwolana mutacjla
nie badzie stlumiona przez M° tzn.
matacje Konkurerncyjna
S = exp/-pl{xD + AD*) prawdopodobienstwo, 2e komérka przedyle
dajac szanse ekspresji mutacji

po podstawieniu funkcji okreslajacych poszcsegblne
prawdopodobienstwe, uzyskujemy rownanle oplsujace saleotnodci
czastodci poliawiajacych sie mutacji {M} od dawhki
promisniowania (D)
M = (l-exp/~q{«D +AD=}/>exp/-{8 + p)D +/AD%)/ 5.2.1.2
gdzie

R wspblczynniki uwzglednialace flzyecene . fizykochemiczne,
chemiczne 1 blochemiczne procesy provadzace do dwuniciowych
Peknled spiralil DNA (DNA DSB). HWspbdicasynnlkl te odzwierciedlsia
prandopodobiedatwo prekniacla spirali DNA PO rojoedyncsym
przekazanlua energii (X)) 1 podwdjinym PrEeRoLan L snargii
Promieniowania w dwéch sasladujascych miejscach [ﬁ).

Natomlast, wspdlezynnikl: p, q, oraz s wystepulsce w tym
réwnaniu sa niezalezne od rodzaiu promleniowania czyli fizyrcoaveh
procesdw przekazanla energii, natomiast charahtery:nja
biofizyczne i biochemiczne wlasciwoici kombriki :

P - okreila prawdopodobiefistwo, 2Ze DNA DSB prowadsl do¢  dmlercl

komdrki, wspdlczynnlk ten uwsglednia procss aaprawy

s
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dwvuniciowych quniec DA,

4 - prawdopodobiefistwo, 2e DNA DSB prowadzi do specyficsne)
nuta~jl, rédwniez uwzglednia proces naprawy DHA DSBE,

5 - prawdopodobienstwo, 2¢ DNA DSB prowadzl do supresji
specyficznej mutacji.

W sumie od tych wszystklch "parametrdw zaledy liczba
pojaviap.cych sie mutac}i. Wykorzystujan znleznoid matematyczna
mdwiaca, e pochodna rdwnania 5.2.1.2 rdwna sie zeru w punkeie
rrzegiqgeia  {czyll w szczycie mutscii) me2na uzyskad - funkcig
opisujaca czestosdé (HMp)} mutacji ne posiomlie nasycenia :

5+p s+p s+
M. = <1 - q¥s+p .exp < q 1lu { q+3+p > 5.2.1.3

Z rownania 5.2.1.3. wyniks, 2e +tylkc parsmetry q,p oraz s
dreyduin o wysckofei poziomn nasycenia mutacii.

2e znnjomosci furnkc)l opisujace) w danym ukladzie 3zalednodd
wioclkoscl efektu od dawkl lub ekspozycji wynikajg  wiec pewne
wniaski praktyczne dotyczgece mozliwes:i przewldywania wplywu
rédznych  warunkdw  cksperymentalnych na przebleg krzywe) dawka-
efekt w  przypadku mutacji. Tlustruja to przykiady podane na
rysunkach §.2.1.4 -~ 5.2.1.7. Krzywa na ¢ysupku 5.2.1.4. oplsana
Jost  riuneniem 5.2.1.2.  w ktérym:  qoc=,337.10-1Gy-1 , q93=.109
Q¥-2  , qf({p¥s) = .2878 (38). W¥Wspdlezynnikl te uzyskanc =z
dopasownnia rownania 5.2.1.2 do wynikdw ekaperymentalnych
aryekanych dla klonu T-4430( zale2nosé czgstodci mutacili od dawki
rroemioniovania Rys 5.2.1.3). Imiana mocy dawki lub zastosowanise
dauvki podzielonej modyfikuejace proces naprawy subuszkodzed DHA,
wrirwa  na wartosdd  paramstru ﬂg , ale zgodnle 2z réwnaniem
5.2 1.3, nir povinng to mied wplywu na poziom nasycenia w Krzywed

dowks ofzkt . Syvtuacje taka i1lustruje Rya.b.2.1.5. Krzywe na Uym

- ¥
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Rya.5.2.1.4. Czestoici mutacldi  uzyskane :dla klonu T-4430 oras
‘krzywa oplsana réwnaniem 5.2.1.2., w ktérym:
qnc=.337.10—10y_’,qﬂi109 Gy = , q/{p+s)l= .2BT7B(38)

rysunku ognaczone ! fgs-éﬁgg. sa obrazem funkcjl z tymi Bamyml.

wspdlczynnikami “,P,q,9 craz malejacym parametrem: ﬁ: . Wlda&.
wyratnie, 2e 2miana parametru /3 nie powoduje zmiany voziomu.
nasycenia mutacji. MNatomiast na rysunkach 5.2.1.6. oraz 5.2.1.7.
przedatawiono rodziny kreywych o tych samych co w poprazednim
przypadku wspdlczynnikach wyJiciowych o, 2 ,p,q,s ' ale
zmieniajacych sie parametrach .szwiazanych 2 procesem naprawy

peknied dwuniclowych  DHA. W krzywych na rysunku 5 .2.26.

zmienia sie wspdlceynnik q, a pozostale ma stale, jak widal gdy

wartodd q (tzn .prawdopodoblefatwo, 2e DNA DBB prowadzl do
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Rys.5.2.1.6. (/- Rys. 5.2.1.5, q - Rys. 5.2.1.6.) na ksztalt

kreywej dawka-afekt dla T-4430.
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Czestodd mulLacjit

7250
Dawka il
Rys.5.2.1.7. Wplyw emiany 'parametru p W réwnaniu 5.2.1.2 na
kaztalt kré;wej davka~efekt dla T-4430.

specyficene) mwmutacjl) rodnie, wtedy wartodd szcgytu mmtac)i
wyraznle sie podwyisza, Natomiast na rysunku-5.2.2.7. zmienia:
sle wspdiczynnik p (ten. prawdopodobienstwo, e DNA DSB prowadzi
do é&mierci komdrki)wartodd Jegoe rodmle od prvia do pa 1 to
powodu je wyraine przesunliacle wysckoscl pikuo w dal.

Prrodstawiona analiza pomaga przewideied jakich zmian- w
przeblegu krzywe] dawka-efekt moina sie spodsiewald przy emianle.
warunkdw ekaperynentalnych, Etdrym moga towarzyszyd zmiany
parametréw: p,q,s, rowniez odwrotnie, jJesll zmieni 5ie-p;zebieg
krzywaj dawka-efekt, to w oparciu o taka analize mo2na sugerowad -

Jaki proces spowodowal cbserwowana zmiane. Jetell zatem znamy.
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obraz funkcii oraz bioclogiczna 1 fizyczna interpretacja
wapdlczynhikow w  réwnaniu  opisujacym te funkcje, to wlaidniwa
interpretacja ksztaltu krzywych dawka-efekt mwoze ulatwis i
poglghbisd grozumlenie obaserwowanego =zjawlsks oraz stanowld
podstavg dla eksperymentalnej weryfikacj)i hipotez  ocdnoinie
obserwowanych procesdw. -

W praktyce w przypadku Tradescarntia oznacza to, 2ze kazde
zaburzenie proceséw naprawy dwuniciowych peknle¢ DNA, Jak rdwnies
przesuniacie réwnowagi pomiadzy mutagenicznyw i nlemutagenliczaym
szlakiem naprawy z jednej strony, a z drugiej strony zmiana
stopnia toksycznoidci mutagenu chemicznego { spowodowana oo
degradacja lub hydroliza) musi wplynad na kaztalt krzywej efekt-
dawka obserwowanej dla muotacji, & tak2e na poziom nasycenis
mutacji.

Ratny aspektem tego podejiclia Jest fakt, 2e moZe by ono
wykorzystane réwnie2 w odniesieniu do mutagendw chemicznych, gdy2
podobny model, lecz uwzglgdniajacy  wlasciwosel rdgnych zwiegkdw
chemicznych 1  opisujgcy dzialanie cytotoksycznych 2zwigzhow
chemicznych réznych klas, zostal zaproponowany rownlez proes
Chadwick’'a 1 Leenhouts’a dla mutagendw chemicznych{86).

nalezy tutaj podkreslié, 2e Chadvwick oraz Leenhouts (38) w
interpretacji rezultatdw uzyskanych w badaniach afektiw
promieniowania Jonizujlacego » zastosowaniem klonpu Tradescntia
02, zdaniem autorki, nieslusznie zalozylli model mutacjl z
supresjy bez uwzglednienia przezywalnodci. Zalozenle takie niae
Emienia tadnych wynlkajacych 2z 1lch rozwazad wnloaskéw dla
radiobiologiti. Hiemuigj Jednak metoda ta zaklada obserwacje
mutacji we wszyatkich wloskach precikdéw, a zatem rbwniez w tych

skréconych czylli letalnych, a to implikuje fakt, 2e Tradescant:a



jest w istocie ukladem w ktérym cbaserwvujemy mutacl)e z supresiy |
to w populacji traktowanej, a nle preeitywajace]. Jest to bardzo
istotna rézmnica w przypadku wszelkich badan W ktérych
przezywalnoséd Jest modyfikowana przez warunkl eksperymentu lub
srodowiska np. w badaniach 2 mutagenami chemicznyrmi. Wplyw zmiany
prezetywalnodcl na ksztalt krzywe) dawka-efekt Jak pokazanoe na
rysunku 5.2.1.7. jest bardzo sllny i powinien byéd uwegledniany
przez wseystkich uiytkownikdk tego modelu.

Reasumujac czestodd mutac)i indukowanych Ww Tradescantia
opisana Jest rownaniem 5.2.1.2., zaburzenie procesduw
biofizycznych prowadzi do zmiany odpowlednich wspdlczynnikdw w
rownaniu. Znajomose funkejl opisujgce) efekt oraz anallza
krzywej dawka-efekt prowadzqca do atwierdzenia, ktdre
wspdlezynniki ulegly zmisnie 1 Zu Jakle pProcesy sg
odpowiedzialne, powinna byé¢ pomocna wszystkim uzvtkownikom tego

modelu, nie tylko we wiadcliwe) interpretacjl uzyshiwanwych

rezultatow ale rowniez w glgbsazym zrozumieniu procesdw ktore sig:

za nimt kryjs.

5.2.2.Pordwnanie wrazliwoscli réinych kKlondéw na promieniowanie.
lastosowanie trzech réinych kKlondw Tradeszcantia do badah

zaleznosci efektu blologicznego od wielkoscl dawkl pozwala na

pordwnanie Wrazliwosci badanych klondw na promienlowanie.

2 przeprowadzonego pordwnania Hyniﬁa, 2e klonem najbardziej
wrazlliwym Jest klon Tradescantria 02. Jest to zgodne 2 danymi
literaturowymi odnoinje wyJatkcowe) przydatnoici tego klonu w
badaniach radiobiclogicenych. Klon T-KU 8 wra wrazliwodé zblizong
do Kklonu T-02, pod wzglgdem czgstodcel indukowania mutac)l
r&sowych, natominaat indukovanie komérek bezbarvwnych przez
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promieniowanie Jest afektywnlejsze w przypadku klonu T-02. Klon
T-4430 wykazuje w naszych badaniach mnajni2asza wWrazliwodd na
promieniowanie w pordwnaniu z pozostalyml Kklonami. HMaksymalne
wartodcl uzyskiwape dla mutacji rdz2owych dla dawek w zakreaie
nasycenia sa nizsze niz podawane przez autordw amerykahskich (15
mutac ji /100 wioskédw) (134) . W pfacach amerykanakich dawka
nasycenia dla klonu T-4430 jest blizsza 1.5 Gy, podczas gdy «
naszych pracach nasycenie osiaga sie ju2 przy dawce 1.0 Gy.
Wydaje aia, 2e rozbiezno3ci te moga byé spowodowane nastepujacymi
przyczynaml:
- po pierwsze drobnymi rdégnicami w uprawie plantacjl podatawowe).
W przypadku klonu T-4430 ktdry jest bardzo wrazliwy na czynnikil
chemiczne mote +to decydujace wplywa¢ na stan bloflzyczny 1
biochemlczny komdrki, c¢zyli na parametry q, P 1 3, ktdre
decyduja o poziomie mutacji w rejonie nasycenia

- po drugle zmiang w metcdyce traktowania rosdlin, wprowadeong
po  wykazaniu wystépowanla réégmic w promieniowrazliwodci roslin
napromienliowywanych ¥ roéznych odstepech ceasu od mopentu
przycigeia kwiatostanu (25). Efekt ten nie byl uwzgledniany w
2adnych pracach amerykanskich. Jetell uwzglgdnimy takle
wyjasnienia, réénica e vwrazliwodcl kwiatostandw  T-4430,
traktovwanych w prezentowanych badaniach 24 - 48 godzin po

przycigciu kwiatostandw wydaje sie by¢ nlewielka.

5.2.3.9plyw wybranych czynnikdéw na afekt promieniowania.

Z przebiegn zaleinoici dawka-efekt wynika, 2e kodcowy efekt
bilologiczny promtenlowania ealezy nie tylko od jedo wiadciwodci,
lecz takze od szeregu parametrdw fizycznych i chemiaznych ukiladu
napromieniowywanego. Duag rolg odgrywaja przy tym te caynniki,
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ktére wplywaja na procesy naprawy usgkodzen 1 subuszkodzeh DH@.
a) Frakcjonowanie:

Jak wynika 2 analizy funkcjl opisujace) zaleznodé czastosci

mutacji od dawkli, wartodé wapdlczynnika determinowana Jest
intensywnosclia procesdéw naprawy peknieé pojedyncze) nlci DNA,
natomiast do czynnikéw flzycznych ewldentnie zwiazanych & tym

procesem nalesy zaliczyé cdstep czasu-miedry dewkami dzielonymi.

Ha rysunku 5.2.3.1 przedstawiono zaleinoidl czestodcl mutacii
u Tradescniia - 02 od czasu trwania prrerwy: pomiedzy frakcjami-
dawki, przy napromieniariu dawka dzlelona. Na osl y przedstawiono

wzgledna ceestodt mutacjl Jako procent  : czastoici mutacli

uzyskane) dla dawki nledziclonej. Wydluzenle czasu pomiedzy dwoma

frakejaml wyratnie obniia efektywnosd indukowanis mutacji.
Przerwa pomiedzy frakcjami dlugodci okoilo 2-ch godzin powoduje
- Yo
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3 0.5Gy* 05 Gy
s 100 -
¥
a
? k] 80'* {\
o “\’ !
X
g® ~4
o ;160‘
° {
Qo
L5
3™ 40 {
[ ]
[
@
£ 20f
¢
-y
.
> L t fom i | N 1

5N

2 0
Rys.5.2.3.1. Wpl a4 czasu meday daunami‘%aieiouymi na ~ wielkosd

60

efektu wywolanego dawka

dzlelonej preedstawiono

pojedynceed (1Gy)(22).

catkowita.

w procencie

Efekt dawkil
dawki
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Rys 5.2.3.2. Zalesnodt czestosci mutacjl rbdsowych od pojedyncze)
i dzielonej dawki. Przerwe miedzy dawkami dzielonymi
1 godz. (29,34).

cobnisenie czastodci mutacji o 20%, natomiast 6-ciu godzin o okolo

35%. Efekt frakcjonowania prezestaje sia w zasadzie zmieniad dla

przerw miqdzy frakcjami, dluzsgzych nig 8 godzin.

Wplyw podzielenia dawki na wielkod¢ efektu sprawdzono rownies
dla Tradescantia-4430. Ha rysunku 5.2.3.2 przedatawiono

zalestnodci czestoidcl mutacji rbd2owych v T-4430 od dawki
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promieniowania gamma. Gérne krzywa przedstawia rezultaty uwzyshkane
w ekaperymentach w ktdérych rodliny napromienlowywano dawks
ﬁojedynczq natomlast delna krzywa Jjest dla rodlin napromieniopych
dawka podzielona na dwie rowne frakcje. Przerwa pomigdey dawkami
wynosila 1 godz. ObniZenie czgstodci mutacii spowodowane
Procesaml naprawy przebiegajacymi w +trakcle napromieniowywanla
ro3lin,dawka podzielona jest zgodne 2 praewldywaniami opartymi na
danych =zale2noisci efektu frakcjonowania od <cgasu pomledzy
dawkaml przedstawionych na rys.5.2.3.1, Krzywe dla dawki
pojedynczej 1 podzielomej przebiegajs prawle réwnolegle 1  nie
wykazuja tendencji do egmieny wysokoadc) poriomu  rmasycenia. Jak
prredstawviono powy2ed wladnle takl wplyw, na krzywa dawka efekt,

povinna mie¢ zmiana fizyeznych parametrdw przekazu energil, w

tym réwnieg parametru .@»

b} Traktowanie wstepne Fluorkiem :

Czynnikami wplywajacymi na proces naprawy podwéjnycﬁ pgkniad
spirali DNA, a rzatem na wielkod! wspdlczynnikow p oraz q w
réwnaniu na czestodd mutacji, moga: byé zwiazkil chemiczne hamujace
wzgladnie zaburzajace dzlalalnodé enzymdw naprawy, mno2e tei byl
zmiana warunkéw zewnetrznych, np temperatury, wplywajacych na
atan komérki po wywolaniu okredlonego uszkodzenia.

Fluor Jest czesto obecny W naszym irodowisku a przy tym
uwaza sle, Ze jest to potencjalny inhibitor procesdw naprawy DNA.
Wydawalo sie interesujace zbadanie w jakim stopniu wplywa on na
zaleznosdd dawka efekt v Tradescantia, 2zwlaszcza gas w warunkach
zastosowanla dawki podzielonej co réwnie2 wplywa na preebieg
procesow naprawy DNA. Weczeinield podanc przyklady w ktdrych
zastosowanle dawki podzlielone) powoduje zmniejszenie afektu

.6’)
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Rys.5.2.3.3. Zaletnodd od dawki, czestodci mutacji indukowanych u
rodlin nie traktowanych 1 traktowanych flucrkiem
przed napromieniowaniem (29,34).

koncovego spowoedowane intensywniejszym przebleglem proceshw

napravy peknied pojedynczych nicl DNA.

2 poréwnania krzywych dawka-efekt {Rys.5.2.3.3.) dla dawki
pojedvncze} u roslin traktowanych i1 nie traktowanych fluorkiem
wynika, %e nasycenite krzywel, charakterystyczne dla mutacjli 2z
supresja, wystepuje dla mutacji rézowych u rcélin traktowanych
fluorkiem juz przy liczble 5.5 mutacii/100 wloskdw 1 dawce 0.7
Gy. Jest to wyraine obnizenie szczytu mutacji. Takie zjavwisko
sugeruje zaburzenie procesdw naprawy dwuniclowych peknie? spirali
DHA.

w wykonanym cyklu eksperymentdw rosliny napromienianc

stosujac dawke jJednorazowa oraz dawke podzielona 2z przedzialem
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Rys.5.2.3.4. ZImiana w funkcji dawki, efektu dodatkowego

obserwowanego dla mutacji rdzowych 1 wywolanego

wstapnym traktowaniem tfluorkiem roilin przed

napromienianiem (29,34).

czas "ym oOk. 1 godziny. Rysunek 5.2:3.4 przedstawlia efekt

czestodcel mutacjl ré2owych w funkeji
Dla

emergentny uzyskany dla

dawkl calkowite] w dodwiadczenlach z dawka pcdzlielona.

wytszych dawek przyjmuje on wartoscl ujemne, co moglohy

sugerowad, (e fluorek delala ochronnie. Na rysunkes 5.2.3.5.

przedstawiono eofektywnosdd Jednej z dawek w eksperymentach z dawvka

podzielona w obecnodel i nileobecnodel fluorku. Wyniki te jesszcze

wyrainle) wykazuja zmiane szczytu czestoscl mutacji.

Zgodnie z pretentowana wczednlej teoria Chadwick'a -

Leenhouts’a (368) zmlana w procesie naprawy dwuniclowych peknied

DHA, po napromioniowaniu, mose wplynad na prawdopodobienstwo,

Ze

poustale peknieclie obydwu nici DHNA doprowadza do mutacyi

specyficene]). Hu_t.ac.je moga Dby¢ wynikiem zardwno wywolania
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Czastosdé mutacyi rotowych/ 100 wloskdw

Rya.5.2.3.5. Obliczona dla jednej z dawek, zaleZnoid dawka-efekt
u roslin westepnle traktowanych 1 nie traktowanych

fluorklem przed napromieniowaniam{29).

6 5.0
§ o bez obecnodci (0,+0,)- D,
2 4oF xwobecnosci fluoru(F+D, D, }~(F+D,)
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Rys.5.2.3.6. Obliczona dla Jednej z dawek, zaleznogé dawka-efekt
u rodlin wstepnie traktowanych 1 nle traktowanych

Tluorkiem przed napromieniowanlem{29).
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zaburzed w DNA jak 1 wynikiem ich naprawy, proces naprawy DRA
réwnie?z moze przeblegad¢ szlakiem mutagenicznym ludb nle. Sa to
wigc oczywidcie procesy bardzo skomplikowane 1 bardze trudno
przewidzied ich kilerunek. Mozna przypuszczad, 2e np. czqstosc
mutacji pojawiajacych sig w wyniku konwersjl gena powinna rosngc
Proporcionalnie do efektywnoicl procesu naprawy, natomiast
czastodds pojawiania siq delecjli powinna maleé w miare rosnace)
liczby naprawionych pegknie¢ dwuniciowych DNA. Dopiki Jednak
naprawa peknie¢ dwaniclowych pozoataje nlezmleniona, szcEyt
czestosci wmutacji powinien byé tekl sam, nlezaleinie od rodzaju
promieniowania, mocy dawki 1 uiytych substancji mogacych zmienid
wrazliwosé komdrek na promieniowanie,

Nalezy tutaj wrkluczyé prawdopodoblenstwe zaburezania cyklu
komérkowedo na skutek dzlaltania czynnika chemlcznego, gdy2 nie
stwlerdzono tadnej lstotnej emlany w proporcjl komdrak rb2owych
do pojedynczych réstowych. 2Zahamowanie wzglednie przesunigcle faz
cyklu musiakoby sie odazwiercliedli¢ w zaburzeniu tej proporcji
zgodnie ¢ przedstawionyml poprzednio zaloZeniami. Wyniki dla
mutacji pojedyncezych rézowych prezentowane na rysinka 5.2.3.6.
pokazujacym skutek druglej dawkl w do3dwiadczeniach 2z dawka
podzielona w coecnosct i1 bez fluorku, wykazuja jeszcoze wyragnie)
zmlana szczytu czgstodcl mutacji.

Wydaje sle wilec, 2e traktowanle fluorkiem roslin
Tradescantia przed napromieniowaniem spraswia, &£e jest on obecny
i po napromieniowaniu, powodujac zmlang procesdbw naprawy pgknige
obydwu nici DNA. Konsekwencja takiego stwierdzenia jest fakt, 2e
zamjiast efektu ochronnege, ktérege moinaby sle spodziewad 2
pobieznie 1 falazywile wyclagnlgtego wniosku, nalesy spodziewad
sie zmiaﬁy spektrum mutacji.

s
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Wniosek wyplywajacy 2 interpretacii uzyskanych wynlkbw
wyda je sia by¢ uzasadniony tym, te fluorki <tworza latwo
rozpuszczalne koapleksy 2z jonami Mg, hamujac wiele Hg-zaleznych
enzyméw | wirdd nich moga tez hamowad aktywowane magnezem eneymy
naprawy{29).

W ‘kontekicie wuzyakanych wynikow byloby nlezmiernie
interesujace zbadanie % podobnych warunkach miedzy innymi
spektrum mutacji oraz przesledzenie badanych efektéw W
kontrolowanych warunkach doiwiadczalnych 2z punktu widzenia
stetenia jondw HMg. Zbadanie szczegdlowe poczatkowe) fazy kreywe)
zaleznnidzi emergentnege efektu od dawki 1 wyjasnienie czy w
zakresle dawek do 0.4Gy nie wystapuje rzeczywiscie przyrost
mutacji, moze rowniez daé wynikl interesujsce dla ochrony

trodowiska.

c)Hodyfikacja podloia domieszkami delomitu:

Wyniki badahn ned wplywem fluorkue 2zasugerowaly celowoss
spravwdzenia w Jjaki sposob zawartedd magnezu, zmieniana przez
wprovwadzenie domlieszki dolomitue do gleby, wplywa na wielkosa
efektu biclogicznego wywolanego dzialanlem prompieniowanis
Jonizujacego (35,

Magnez jest zaliczany do podstavwowych skladnikéw pokarmowych
twiata roslinnege (39,117). Wyastepule on w chloroefilu i fakt ten
W sposdb naturalny podkreila jego role dla ro&lin zielonych.
Jedna 2z najwainiejazych funkcji fizilologicznych magnezu jest jego
katalitycany wplyw na wiele ukadow enzymatycznych. Byé moze te
wladnie funkecje magnezu mogas mnmieé¢ zZnaczenle v przypadka
wrazlivecdci roslin na promienicwanie.

Pomiary zawartodcl magnezu w kwiatach Tradescantisa wykonane



mwetoda absorbeji atomowe) wyhazaly, fe rdine zawartodcl domieszek
dolomitowych do gleby nie maja wplywu na zawartodc Jonu Mg w
platkach i precikach roaliny (35).

Hatomiast roiliny rosnace na glebach 2 ro2nymi domiesskami
dolomitdw cechowala odmienna 1lodé¢ kwliatostandw wyrastajacych =z
Jednej donliczki { Tab.5.2.3.1). Z obserwacji Iintensywnoici
kwitnienia wynika, te doglebowe zastosowanie domieszek
dolomitowych wywiera wyrainy wplyw na plonowanie roslin. Po 4-
tygodnlowym okresie od =astosowania podloza 2 domleszkaml
dolomitowyml wystepuje nieznacena rdgnlca w stosunku do kontrolil
na korezysc grup D-1 1 D-2 oraz znacznie wyrainlejasea w preypadku
grupy D-3. W przypadku grupy D-3 plonowanle wyrainie wyisge niz w
gruplie kontroli utrzymule sie réwniez po uplywie 1l0-ciu tygodni.

Iwiazana capewne prezycsynowe z réinym plonowaniem rd2na
"kondycja" roslin hodowanych na réinych podliozach odzwierciedla
sie réwnie: w reakcji roidlin na promlenicwenie Jonizulace.
Badania preeprowadzone # 4 i 6 tygodniu pozwolily n&
stwiardzenie statystyceznle istotne) rdéinicy we wrazlivwoscl na
promieniowanie ro3lin z grupy D-2 1 D-3 w stozunku do wraZliwocdci
roslin S8TUPY kontrolne) {Tabele 5.2.3.2 i 5.2.3.3).
Majwyrainlejsze réinice wystapily w przypadku roslin pr.wadzonych
na podlosu D3, co prawdopodobnie spowodowane jest rédZnica w
rozpuszczalnodci zastosowane) w tym podiou domlieszki
dolomitowej.

Po uplywie 10 tygodni hodowll gbadano zale2nosdd dawks-efekt
u roidlin prowadzonych na standardowym podicz2u I na podiciu =
domieszka  dolomitu D-2{ wybranym do badafi 2e wzgledu na
stosowanie go rdwnie2 w rolnliotwie). Zaleinodcil te zbadano dla

dawki pojedyncze) oraz podzielone) Jak w preypadku badad =z
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Tabsela.5.2.3.1.

Intensywnodd poJawiania sle kwilatostandw na rbZnych podlozach.

bad. grupy kontrola D 1 D 2 D-3 x

czas | a % a X a % a %

/dni/ : — .. .

32 0,35 100 . 0,36 102 0,40 111 0,48 133

54 . 0,80 100 . 0,30 50 0,50 120 1,33 221

72 | 0,86 100 ; 0,40 s1' 0,86 68 1,55 181

E i e B .- A

a - 3Srednia ilose kwiatostandw przypadajacych mna jedna
doniczke.

x - podloze wprowadzone z dwutygodnliowym opédinieniem.

Tabela 5.2.3.2.

Czaestodl rdésowvych mutacjli po napromienlowaniu roflin po 4d-ech
tygodniach hodowli w podlozu 2z domleszka dolomitoua

‘Nr. Grupa Dawka | czestosd mutacji/loo Hloskdu
—_ — : . -
I {(Gy) | x + SE X~ * SE Grupy
i ! e _ . pordwnywane
! 1 kontrola - } 6.22 0.05 0.25 0.07
2 kontrola 0.3 2.8 0.39 2.70 0.38 2 -3 0.50
l 3 D-1 0.313.16 0.28 2.65 0.31 3 4 0.02
4 D-2 0.3' 2.38 0.15, 2.15 0.17 2 - 4 0.01
! 5 D-3 0.3,1.78 0.20° 1 69 0.20 2 -5 0.001

- poziom istotnoscl ré2nic ( test Studenta)
X» - 3rednia wazona

Tabela 5.2.3.3.

Czestodé rdgowych mutacji po napromienlowaniu rosdlin po 6-cilu
tygodniach hodowli na podiotu z domleszka dolomitOﬂa

Hr. Grupa Dawka - czastodd mutach/lOO uloskéu
(Gy) x + SE X 4 SE . Grupy

. _ __. pordéwunywane
i1 kontrola - 0.38 0.09, 0.29 0.09 .
|2 kontrola| 0.5 3.50 0.33°' 3.33 0.34 . 2 -3 0.50
| 3 D-1 ' 0.5 3.44 0.38 . 3.681 0.4} 3 -4 0.n%
| 4 D-2 0.5 3.27 0.30i 2.58 0.28 2 -1 .05
¢ 5 D-3 0,5 3.24 0.24:2.68 0.26 2~ 5 Q.05
} 6 Db-3 | 0.3 1.B3 0.231 1.57 0.23 -

symbole jak w Tabeli 5.2.3.2.
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Rys.5.2.3.7. Krzywe dawka-efekt dla . dawki dzielcne) i
nie dzielonej uzyskane dla reslin rosnacych na
rdznych podlezach (z demieszhka delomitawa i bez)

flusrkiem scdu. Rysunki 5.2.3.7 a & b proedstawiaja rezultaty

uzyskane dla mutacji rézowyech dla dawki pajedynczed 1 podzielona]
dia obydwn grup rodlin. W prazypadku resdlin rosnacych na podlczu

standardowym kKrzywe dawka~efekt dla dawki pojedyncze i

pod-izlonej réinla sie zgodnie z przewidywaniami cdnoeinie ef2ktu

frakcjonawania. Natomiast rosliny rosnace na podlozu z dodatkiem
dojiomituy nie wykazuja prawvie zadne) rdznicy rpomiadzy tymi
krzywymi. Taki rezultat jesi w pierwsze) chwili zaskakujzacy. giyz
trudneo aobie wyobrazid brak efektu frake¢jonowanla dawki dla

promieniowania X. Nalezy jednak zwrécid uwage na fakt, 2e krzyws
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dawka-efekt dla dawki pojedynczej uzyskana dla roilin rosnacych
na podlozu 3z domieszka dolomitowa Jest wyrainie obnigona w
stosunku do krzywej normalnej. Zaznaczono to na rysunku 5.2.3.7a,
gdzie Jak widaé wyniki dla dawki nie dzielonej uzyzkane dla roilin
rosnacych na podlo2u 2z domleszka, pokrywajla asie z krzywa dla
dawki podzielone) u roslin kontfo]nych. Oznacza to, 2e
wprowadzenie domieszki dolomitowej do hodowli dale takl sam.
skutek Jjak podzielenie dawki. Poniewa2z ksztalt krzywe) ani
wysokas¢ szczytu nie ulegly zmianie, wskazuje to na 2zmlane
wap&lezynnika s w rdéwnaniu opisujacym zaleZnodé czastoidci
mutacji od dawki(Rownanie 5.2.1.2). HNa podstawie tych wynikéw
motna wWlaec sugerowad, 2e wprowadeenie domieszki dolomitowej do
podloza spowodowalo podwyzszenie efektywnodcl procesdw naprawy

subuszkodzen DNA indukowanych przez promieniowanie Jonizujace,

5.2.4 . Wnioekl.

Przedstawione wynikl dotyczace wrazliwoidci réZ2nych klondw
Tradescantia na promlenlowanie jonizujace oraz czynnikl
modyfikujace efekt promienlowania pozwalala na wyclagniecie
nastepujacych wmioskdw:

- rézine klony T7Tradescartia wyKkazuja zrbd2nicowana acekolwiek
pordunywalna wrazlivwoidd na promieniowanie jonizujace I wseystkle
charakteryzuja sie 1liniowo Kwadratowa zaleinoscia efektu od
dawki,

- zaléznoée czestodcl mutacjli od dawkl promieniowanla jest dobrze
opisana réwnaniem przedstawisjacym zaleinosé czestoscli mutacji od
dawki, w ukladach, w ktérych badane sa mutacje z supresja, craz w
ktdrych badana zalesnosé modyfikowana jest przez prze2ywalnosd
komérek,
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- znajomots modelu oplsujacego zaletnodd efektu od dawkl pozwala
na glaebsza 1 bardzie) jJednoznaczna analize wplywa ceynnikdw
modyfikujacych efekt promienjiowania,

- modyfikacja efektu promieniowania, spowodowana wstepnya
traktowaniem reo%lin fluorkiem scodu, Jest podobna, L zmianie
ksztaltu krzywe) dewka-efekt, do wywolywane) zmlana efektywnobeil
procesdw naprawy peknieéd dwuniciowych DNA w modelu teoretycznym.
- wzbogacanie podloza hodowlanego Jonami Mg przez wprowadzenle
domieszek dolomitowych wplywa na promieniowratliwoséd
Trades-antia. Obserwowane obnlienie czastodcl mutacii  Jest
réwne 1ilodclowo efertowl frakcjonowania dawki, ktdry moina
przyrownad do skutku naprawy peknieé pojledynczel nicl spirali DHA
w modelu teoretycznym,

- zastosowanie dawki dzielone) promieniowania X w przypadku
roslin 2z podloza z dobmieszka dolomitowa nie daje zauwazalnego 1
spodziewanego obnizenla efektn promienlowania, co mote
potwierdza¢ sugestle, te w wynikn modyfikacji hodowll procesy
naprawy subuszkodzeda DNA indukowanych przez promieniowanie
przeblegaja znacznlie efektywnle) Ju2 w czasie napromieniowania.

-

Oznagza to zmiane wspblczynnika ;D . w robwnaniu 5.2.1.2,
oplsujacym 2al=22n03¢ efektu od dawkl,

Nalezy te:z podkrellié, ze mputacje somatyczne barwy komdrek
wloskdw precikdéw u Traedscantia sa bardzo wrazliwym wskainikiem
umnlivwiajacyn w atosunkovwo prosto wykonywanych testach
laboratoryjoych ustalenie mutagennych wladciwodel czynnikdw
fizycenych { chemiceznych oddeiakywujacych na srodowisko naturalne

czlowleka.
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5.3. Poréwnanie efektywnodcl nutagenne ] promlieniowania
i mutagendw chemicznych w dzialaniu niezaleinym
1 skojarzonym.
5.3.1. Badania nad wspbldzialaniem EMS 1lub DBE
z promieniowaniem jonlzujacym.

Stwierdsonoe 2o, zaleznoidd efektu  od dawkl mutagenu, w
przypadku EMS oraz DBE dzialajacych niezaleinle, ma charakter
liniowo-kwadratowy (24,87} .¥Wynikl uzyskane w badaniach nad skoja-
rzonym dzialanlem EMS 1 promienlowanie jonlzujacego, zebrano
czalclowo w Tabeli 5.3.1.1., oraz przedstawiono na rysunkach
§.3.1.1 - 5.3.1.3. W badaniach uzyto klonu T KU9, kidrego kwiato-
stany traktowano roztworem EMS5 1 napromieniano promieniowaniem X.

Rysunki 5.3.1.1. oraz 5.3.1.2. obrazuja ksztaltowanie
sie czestodel mutacii rTd2owych 1 latalnych w zalesnodcl od
uplywu czasu po ekspozycii dla trzech réinych aposcbdw
traktowania : 0.5% roptwor EMS przez okres 4 godzin,
napromieniowanlie jJednorazowa dawka promlieniowania X - 0.4 Gy,
oraz skojarzone traktowanle EHS 0.50% ( 4godz) + dawka 0.4 Gy.

W pracach amerykafskich {133) 1 japonfskich (73) stosowano
ekspozycle gazowa, wzglednie zanurzanle kwiatostandéw w roztworeze.
W niniejsee) pracy zdecydowano slie na traktowanie }lodyg,
z Jednej strony, =ze vwzgledu na Konlecznosd ujednolicenta
warunkdw ekspozycli, a z druglej strony na mosllwoesd dowolnego
regulovwania czasu traktowania. Prawdopoobnisa qniej skuteczne
traktowanie zastosowane u Tradescartia: Jest jedna =2 Przyczyn
réznicy w efektyvnosecl EMS uzyskanel prazez Ehrenberga peo
traktowaniu ziarniakow Jeczmienia {53). Zbadana przez niegn
efektywnodé mutagenna wynosi-iox na pozlomie Chao, gdy tymczasem

W naszych danych efektywnoid mutagenna: wyneskt 0.93% {tzn 0.93
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mut/100 wioskdow) na poziomie 3.91X zdarzenh letalnych. Przyjmujac
liniowa korelacje do cazacowanisa efektu na poziomie 50%
przezywalnoscl uzyskujemy r-fektywnosd mutagenna 11.5%.
Wprawdzie z uzyskanych danych wynika, 2e nale2alkoby przyjad do
szacowania zale2nosé liniowo-kwadratowa(24}, niemnliej jednak, w
zakresie dawek niskich liniowa =zaletnoidd stanowl doi¢ dobre
preyblitenle 1 przyjegcie jej nie wprowadaa zasadnicze) rdZnlcy
w szacowaniu.

Pordunujac wrazliwoiéd Tradescantia na promieniowania oraz
na EM5 na poziomis indukowania rdézowych mutacji wuzyskujemy
wartosdci REC od 1.8- 2.8-10"2 M godz, w przypadku indukowania
zdarzen letalnych REC przyjmuje wartod3ci od 3.7 - 4.7 - 100 M
godz. Wartoici +te sa zdecydowanle wytsze od cytowanych prezez
Moustachiego dla konwersji genu u drozdzy, dla ktérej REC wynosi
4.2:-107°M godz.(106). Réwniei wartoicl, ktdre moZna by sprdbowad
oszacova¢ 2z danych amerykanskich wydaja sie byé zdecydowanie
nizsze (3-10~= M godz), ale pordwnanie to nie Jest
Jednoznaczne, gdy2 po plerwsze w pracach amerykahskich brak Jjest
informac)i odnoinie efekidw letalnych a po drugle stosowany byl w
nich mutagen gazowy. Sam fakt, 2e rodliny w jednym przypadku
Pobiersaja mutagen z roztworu lodygami, a w drugim gazowy mutagen
dyfunduje do tkanki, implikuje rdsne procesy poirednie na drodze
mutagenu do komérki tarczowel). Wydaje sie, Ze sposdb traktowania
przez lodygi wprawdzie bardzo ulatwila techniczne mozliwoicl badan
W zaleznosdci od koncentracji, ale dslalanle EMS5-u na cala roiline
oskabia Jja zwiekszajac w ten sposdb toksyceny wplyw réwniez na
komdrkl wioskéw precika. W  konsekwencjl w naszych badaniach
obserwuje sie bardzc wysokl poziom skréicen( prawie pieciokrotnie
wytszy od czestosci mutacil rd2owych . Analiza matematyczna
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kreywych dawka-efekt w zaleZnoicl od zmieninjacego sia
wspsdlczynnika uwzgladniajacego wplyw zdarzeh letalnych na
ekspresja mutacjil {(36) wykazuje, 2e wzrost tokaycznodcl w spoadb
wyratzny modyfikule kaztalt krzywej, oraz istotnie obnlza poziom
mutacjl obserwowanych u Tradescantia

Z raezultatdw prezedstawionych na rysunkach 6.3.1.1. oraz
5.3.1.2. wynika bardeo watne spostrzezenie, 2e EHS oraz
promieniowanie X, w traktowaniu skojarzonym indukuja wiacel
mut.acjl ni2z nalezaloby sle spodziewad¢ zakladajac addytyvwny
charakter wspodldzialania. Linia Przerywana 2zaznaczonc na
rysunkach sume efektéw oddzialywanh nlezalez2nych. Przestrzeh
zakreskowana obrazuje zatem zakres synargistycznego
wspdbldzialania tych dwdch czynnikdéw. Dape w tabell 5.3.1.1.
przedstawlaja wyniki pomlardw badanych efekidw blologleznych dla
kombinacjl rdsnyoh stefen i dawek, przedstawlonych w wartosciach
Srednich 2 efehibu mierzonych pomliedzy 11 a 15 dniem po
traktowaniu, | przypadku intensywnodcl kwitnienla wartosci
uzyskiwane dla poszczegdlnych traktowall nie wykazuja duzych
réd2nlc; wyrainiejsze obni2enie wystapllo tylko w przypadku
dzialania skojerzunego, c¢ pogorazylo stetystyke pomlardw.
Natomiast efekt synergistyczny wyraznie wystepuje w przypadku
wszystkich mutacji barwy oraz zdarzehn letalnych. Wartoaci efektu
synergistycznego sugeruja zaleznodéd efektu od zastosowasnej dawki
i ekspozycji. Wida¢ to wyraznie na rysunku $.3.1.3., na ktérym
czeastodel mutacji rdzowych przedstawionoe W zale2nodcl od rosnacel
ekspozycji calkowitej, tzn. iloczyma dwaki, stezZenla i1 czasu
traktowania. Bugestia, 2e wartosd efektu synergistycznego ininie
proporcjonalnie do calkowite] ekspozyc]i potwlerdzaja dane z

rysunka 5.3.1.4. Przedstawiono na nim wartosecl aynerglizmn
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kombinac jami davwek i ekspozycji na EMS (22,24)
uzyskane dla rdinych typéw mutacti w funkeji iloczynu dawki
promieniowania oraz stetenia 1 cza;u traktowanla mutagenem{EMS).

Wartosd efektu synergistyczneo liczono wedlug zalesnosci:

Y = Yaros™ (Yarom + Yerwm)

gdzie:

Yuvos = czestodd mutac)i indukowana przy skojarzonym traktowaniu
mutagenem chemicznym (x moli t godz) i dawka D
promieniowania X, oraz pomnlejszonaz o wartosd kontroli,

Yeram = czestodd mutacti indukowana przes promieniowanie o dawce
D i pomniejszona o wartoidé kontroli,

Yeram= czestodé mutacjil indukowana przea ekspozycje na mutagen

chemiczny(x moli,t godz) i pomniejszona o wartosd kontroll
Uzyskane wyniki sa zgodne 2 2alelnodcia :

N = XD
- :

fi:!
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Bynergistyczny efekt (mutacje/100 wloskdw)

Rys.5.3.1.4. Zaleinoaé efektu synergistycznego od ekspoaycii
cakkowite] (24).
podana dle efektu synergistycznego wg molekularne] teoril
dzialania promienlowania(38). Przedstawicne na rysunku 5.3.1.4.
liniowa zalednodé najwyraznis) potwlerdza prayjeta hipoteze.
Gazowy 1,2 dibromoetan byl drugim zwiazkiem wybranym do
bada’d nad wspdldzialaniem mutagendw chemicznych 3 promienlowantem
jonizujacym. W Tabeli 5.3.1,2. podanc czesd wynikéw dla rdsznych
efoktéw mutagennych uzyskanych w eksperymencie z wykorzystanlem
DBE i promieniowania. MNa rysunku 5.3.1.5. przedstawiono wyniki
uzyskane dla mutacji rdgowych . Przerywana linla zazpaczono sume
algebraiczna efektdw ugyskhanych dla oddeialywan indywidualnych ,

natomiast 1inia ciaglia przedsatawiono wynikl uzyaskane po
\ 79
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n
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1]
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n
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n 1]
TKU~9 | 0.32 60 6 5160 | 4.72%0.22 | 1.99%0.15 | 11.21%0.16} 0,76} 0.83} 1.85
n P .
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Rys.5.3.1.5. Ksztaltowanle sie Aindukowanych u Tradescantia ,

przez trzy kombinacje traktowan, czestoidcl mutacli

rézowych w zaleznosdci od dnla po traktowaniu. (
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Rys.5.3.1.6. Ksztaltowanie sie cgestodcl skrocenr u T KUS
indukowanych przez rézne kombinacje trakteowanh. (
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skojarzonym dzialanlu obu ceynnikéw. Powlerzchnie szakreskowane
obrazuja wiec zakres wspbldzislania synergistycznego, rbﬂny dla
trzech réznych dawek promieniowanlia (o0& "2"). Rysunek 5.3.1.6.
przedstawia w ten sam sposdb wyniki uzyshane dla poalardw
czastadcl skrédcen., Zardwno waritoidcl efektédw indywidualnych, jak
i zakres wapbdldzialania aynerglstycznego Jast Jeszcze
wyrainiejszy nit w przypadku mutac}i rdgowych.

Jozell porédwnamy skutecznodd indukowanls mutacji réidowych przes
DBE i promieniowanie w ich dszialaniach niezaleinych, to w oparciu
o uzyskane dane REC dla 1,2 dibromoetanu liczony z uweglednieniem
mutacji rdsowych wynosi 44 ppm godz. Wartosd ta roézZni sie od
pedananej przez Schairera, (11 ppm godz)(117,133). Trzeba jednak
uweglednié fakt, 2e zardwno sposdb przygotowania kwiatostandw,
jak 1 sama ekspozycja na DBE, a takZe uzyty klon byly rézne w
badaniach nassych i1 Schairera.

Biorac pod uwage powyisze wartosdcl REC,oraz wykazana

mo2liwosd wspbldzialania synergistycsnego DBE 2 promleniowaniem 1

innymi mutagenami, wydaje sig, ~2e ustalone maksymalnle
dopuszczalne stegenia DBE na poziomie = 25 ppm (43) Jeszt za
wysokie.

Zaleznodé efektu synerglistycenego od wielkodci ekspozycji
dla dzialania skojarzonege DBE oraz promieniowania Jest wyrainle
widoczna na rysunku 5.3.1.7. Przedstawliono tu wyniki kolejnych
komblinacji traktowad skojarzonych, W ktérych zastosowane stala
ekspozy je na ZazZowy 1,2d1bromoetan oraz rb2ne dawki
promleniowania (22,87). Efekt bioclogleczny mlerzono jake &prednia
ceastodcl mutacji ré2owyoh 1 poledynezych rd2owych pojawiajacych
sia w okresle od 11 do 16 dnia po traktowaniu. GLinla przerywana
oznaczono sume efektéw oddeialywan Iindywldualnych, natomiast

g2
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zakreskowana przestrzehn ponownle obrazuojle wielkoad efektu
synergistycznego, ktory W zakreaie dawek niskich rosnie
proporcjonalnie do dawki. Goérna czesd ryaunku prezentule wynikil
uzyskane dla wszystkich mutacj}i rdzowych, natomiast dolna dla
mutacJi pojedynczych rdézowych.

Znaczenie wykacanego efektu synergistycznego dla ochrony
drodowiska Jeszcze wyraznie] podkresdlaja rprezentowane na rysunku
5.3.1.8. wyniki eksperymentdow, w ktdrych ciagla 1 rédwnoczesna
ekspozycla na promieniowanie 1 mutagen chemiczny sprawiala, 2e
warunki doswindczalne byly bardzo gbllzone do ekspozycil
naturalnych. Ponownie wyrainie Jest widoczne, 2e w zakresle-
dywel niskich wspdldzislanle synergistyczne powoduje  wzrost
czestodci mutac}i proporcjonalny do zwlekszajace) sie dawki.

z przedstuwionych wynikow wWyplywa Eilka istotnych
wnioskadw, Pierwszy, to wyrazna zaletnosd wielkodecl eafektu
synergistycznego od dawkl w zakresie dawek niskich. Podkresla to
z jedne} strony slusznodé przyletych zalozen teorii Chadwick’a -
Leenhouts’a, z drugiej strony powinno mied4 ogromne znaczenie dla
ochrony &rodowiska, gdy2 niskie dawki i moce dawek sa wWlasdnie
potencjalnie obecne w drodowisku,

Prugi to ten, 2e stosowanie Jakichkolwiek metod, majacych
na celu ujlednolicenie uartoéci'ryzyka wynikajacego 3 rb2nych
zagroiep badanych niezaleinle i szacowanie calkowitego
zagrotenia ma sens tylke w tym przypadku, gdy nle zachodzi
zjawisko synergizmu. Jetell eofekt synergistyczny w przypadku
indukowania mutacji wystepuje w zakreaie dawek niskich oznacza
to, %e Kkonieczne 3a: zmiana systemu szacowanis ryayka, oraz
badania nad charakterem wspdldzlialania czynnikdw mnutagennych

mogacych w  danye sdrodowisku wystepowal.

a4
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Rys.5.3.1.8. Wplyw dawkl promieniowania na czestadci mmtacji
rd2owych indukowanych u Tradescantia. KU9 przee
rowncczesne dzialanie DBE oraz promieniowania X(BT)

Kolejnym, rdwniez bardzo waznym dla ochrony Arocdowiska
wnioskiem wyplywajacym 2z przedstawionych wynikéw Jest to, 2e
wielkosd efektu synergistycznego jest pordwnywalna lub wilekaza
od efektu blologicznege mutagenu chemicznego zastosovanago
niezalesnie.

5.3.2. Pordwnanie wrazliwodei ré2nych klondw na sko jarzone

dzialanie DBE oraz promieniowania

Z prac amerykanskich wynika, 2e T-4430 Jest klonem o
wyJatkowe] wrazliwoict na mutageny chemiczne {132,136). Dlatego

postanovwiono pordwnad wrazlivoid kKlonu T-4430 i T-KU 9 na



T-KU 9
0 DBE,04Gy skojorzone
1ok *sumo DBE +04 0y
o4 gy promieniowanie x
4 DBE {60 ppm.&godz.

§} B Synergizrm

Czaestodd mutaci ré2owych/ 100 wloskdw

dziert po troktowaniu

Rys.5.3.2.1. Wplyw uplywu czasu po traktowaniu na wystepowanie

mutacji rd2owych u réznych klonbw Tradescantia

poddanych kombinac])i traktowafi{22)

dzialanie promieniowania i Jjednego =z badanych putagendw

chemicznych tzn. 1,2 dibromoetanu zastosowanych w traktowaniach

niezaleznych 1 skojarzonvch. Zaleznodd czestodcl mutacil réd2owych

~

od uplywu czasu po traktowaniu kwlatostandw, przedstawione na

Rys. 5.3.2.1., mutacjl pojedynceych rdzowych na Rys. 5.3.2.2. a

zdarzent letalnych ns Rys. 65.3.2.3. Mutacje wywolywno traktujac

kwiatostany gazowym DBE lub dawka 0.4 Gy promieniowania X, 1lub
dwoma tymi czynnikami lacznie. Po lewe] stronlie rysunkdw
przedstawione sa dane dotyczace klonu T-KU 9, natomlast po prawe)
stronie dotyczace klonu T-4430. Wynikl uzyskane w ldentyczrych

warunkach eksperymentalnych wykaszuja, #e czestoidcl mutacjl w

85
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rreypadku kleonu T-4430 sa nleco wytsze wui2 w przypadku klonu T-
KU (Tabl. 5.3.2.1.). Réz2nice te jednak nie sa a2z tak duze jak
moznaby sie bylo spodziewad z danych opublikowanych przez
Brookhaven Hational Laboratory, gdzie stwierdzono, 2e klon T-4430
Jest a3 9 razy bardzic) wraslivwy na mutageny chemiczne ni2z klon
T-02. Wyniki te uzyskano Jjednak mierzac czesto3é mutacii
wywolanych mutagenaml chemicznymi w okreasie pomiedzy 6-ym a 1ll-ym
dniem. Mechanizm wystepowania maksimum mutacji w niektdrych
przypadkach w okresie pomiadzy 8-ym a 11-ym dnlem po traktowaniu
chemicznym nie Jest wyjadnliony. Wydaje sie, 2e zwlaszcza w
prrzypadku klonu T-4430, ktdrege ekspresja barwy Jest Dbardzo
wraz]liwa na wszelkie czynnikl zewnetrzne, nale?y bardzc
rrzestrzegad wlagciw.go terminu pomlaru c¢zestosdced mutacji,
ponlewat w tym okresle obserwule slie wloski, w kitdrvch rdiowa
barwa komdrki Awiladczy istotnie o matacii, albowlem komdrki
traktowane przeszly od traktowania conajmniej 5-6 podzlaldw.

Klon T~-4430 wykazal 3.3 razy wieksza wWrasliuosd na DBE «od
klonau T KU 9 w przypadku efektu letalnego, mierzonzgo czasztodedia
wystepowanla wloskéw skréconych (Rya., 5.3.2.3.3. W przypadkn
mutacji rdzowych i pojedynczych rézowych, wrazliwaess klonu T-44720
byla tylko dwukrotnie wieksza (1.8, 2.0 odpowiednio). HWynlki te,
jak réwnies fakt, 32 klon T-KU 9 cechuje sle wylatkous
2ywotnoscla 1 latwoicla uprawy, zadec}donaly o wybraniu ¥Flanu
T KU 9 do badah z EMS craz DBE.
5.3.3.Wplyw Kelejnodcl traktowsnla na wielkoi? efektu

W rapercle UHSCEAR 82 specjalny nacisk polozono zardwno na
potrzebae Jak 1 enaczenie prowadzenlia waszelkiege redzaju badan
niezbednych dla zrozumienla mechanizméw mutagenezy i wynikajao=go

z niej ryevka genetycznego dia czlowileka. Jednak zdaniem auter?s

>



raportu Jjest |jJeszcee za wcrzesnie, aby Komitet w oparciu o
istniejace dane byl w stanie udokumentowac v sposob jednoznaczny
potrzebe zmiany systamu oszacowania ryzyka. Komitet stwlerdza, 2¢
doniesienia Ww sprawie synerglemu sa nlekoherentne. Istotnle,
istnieje pewna 1lo5¢ donlesien kontrowersy inych odnosnie
synergizmu (47,55,93,103,109) { z pownodcla sprawa wymaga Jegszcee
wyjadnleh.

¥ niniejsze) pracy sprawdzono, W Jakim stopniu sposdb
wykonania doswiadczenla wpiywa na wielkosd efektu wspbldzialania.
W badaniach zastosowano Jldentyczne ekspozycje (2kspozycja
chemiczna byla wspdlna dla obydwu eksperymentdw), ale zmleniono
kolejnosé traktowania.

Lewa strona rysunkev 5.3.3.1. obrazuje ksztaltowanie aie
czestodel mutacil indukowanych przez komblnacle traktowan: DEE,
promienjiowanie craz skojarzone DBE plus promienliowanie, w
przypadku, gdy napromieniowanie poprzedzalo ekspozycle na mutagen
chemiczny. Efekt wspdldzialania synerglstycznego (zakreskowana
powierzchnia) Jest bardeo niewielki. Po prawvej stronie
rrzedstaviono czestodcl mutac)il zmlerzonych u rodlin, ktdre
napromieniowane zostaly taka sama dawksa promieniowania, s&sle po
ekspazycii chemiczne). W tym preypadku efekt synergistyeczny jest
wyrainy. W przedstawionych danych wielkodd efcktu
synergistycznego zaleina byla tylko od kelejnodci traktowah, gdys
w badaniach nad wpkywem przyclecia kwlatostandw na wraszliwode
ro$lin(2%) wykazano stabilnesd promientowrazlivodct nlezaleznie
od réznych pér napromleniowania. Wplyw kolejnosci traktowaé wida®
Jeszcze wyraznle) w przypadkue mutacii pojedynczych régouych
przedstawionych na rysunku $.3.3.2. Gdy ckspozycja chemiczna
poprzedza promieniowanie (prawa strona rysunku}, zakres

20
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wspoldzialania synergistycznego {eakreskowana przesirzeh na
rysunkach) jest wyrainie wiekszy.

Je2eli przyjaé, 2e efekt synergistyczny Jest spowodewany
wspdldzialaniem subuszkodzen wywolanych promrieniowanliem z
subuszkodzeniami pochodzacymi o©d mutagenu chemlcznego, to w
plerwszym przypadku, gdy napromienianie poprzedza ekspozycie na
mutagen chemiczny, subuszkodzenia od promieniowania ulegaja
naprawie (w relatywnie krotkim czasle -  ok. 1 godziny),
rrawdopodobnie zanim mutagen osiagnle komdrke tarczowa. W drugim
przypadku, subuszkodzenia od promieniowania powstaja Jjuz W
obecnotcl subuszkodzeh od mutagene chemicznege co prowadzl

HWyraitnie do synerglzmu.

5.3.4 Wnioski
Wyniki badan nad efektywnoscia indukowania mutacji
somatycznych u Tradescantia przez promieniowanie Jonizujace 1
chemiczne mutageny pozwalaja stwlerdzié¢ ogromna przydatnosé
wybranego modelu do tego typu badan. Badania te pozwolily na
pordwnanie efektywnosel mutagennej badanych czynnikdw oraz na
okreslenie REC dla badanych zwiazkédw. Moz2liw 52 Wybrania
najstosownie jszego klonu do odpowiednich badal stanowl dodatkowe
ulatwienie 1 pozwala na optymalizacje warunkdw eksperymentalnych.
Raport UNSCEAR B2 zaleca konlecznosd badania efektu
Hspoldzialania’i to zarowno na poeiomie badan podstawowych, jak i
praktycznych. Te wladnie badania powlnny, gdy tvlko modliwe
koncentrowad sie w zakresie dawek niskich 1 ekspozycil na réz2ne
czynniki mutagenne. Badania te powinny byé skorelowane =
najistotniejszymi skutkami bioclogicznymi takimi jak mntacje,

aberacje chromosomowe, rbdinlcowanle komérek, zaburzenila systemu
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immunologiczrego, rozwdéd) organizmdw 1 oczywilcie Kancerogeneza.
Uklad modelowy oparty na pomiarze mutacl)i somatycznych w
komdrkach wloskdw precikéw u Tradeszcantia spelnia doskonale te
wymagania. Przedstawione 1] niniejsze, pracy badania nad
skojarzonym dzialaniem EMS lub DBE i promieniowania jonizujacego
dotycza wiadnie zakresu niskich dawek i mocy dawek. W badaniach
potwierdzono istnienie efektu synerglistycznego w prrzypadku
zdarzeh letalnych przy wapéldzialaniu promienliowanla orasz
badanych mutagendw chemicznych. MWykazano ilstnlenle tego efektu
dla indukcji mutacjli somatycznych przez skojarzone dzialanie EMS
lub DBE =z promieniowaniem Jonizujacym. Stwilerdzono zaleznosld
efektu synergistycznego od kolejnoscl traktowan oraz wykazano
liniowa Jego saleiZnodd od wartoscel ekspozycl)l calkowite)] na
promieniowanie i mutagen chemiczny. Badania nad synergizmem
wykazaly W ten sposbdb slusznoséd zalozen modelu Chadwick'a 1
Leenhouts’'a opisujacego wapbldzialanie dwdbch réi2nych mutagendu.

Dla niskich dawek promieniowania wykazane dodatnia korelacie

pomiaedzy wielkoscla efektu synerglstycznego a dawka
promieniowania.
4] Znaczeniu synergizmu dla ochrony Srodowiska

szczegdlnie wyra2nie swiadcza dane dotyczace mutacji somatycanych’
ktdre polavwiaja sie przy rdwnoczesne) ekspozyc)l na DBE 1
promieniowanie o niskiej mocy dawki.

W Ladaniach tych, zbliz2onych warunkami eksperymentu do
warunkdw npaturalnych, stwierdzono bardzo wyraina korelacje
pomiadzy wielkoscla efektu synergistycznego a ekspozycja.

Rdwnie2 fakt, 22 wlelkoséd efektu synerglatycznego Jest
pordwnywalna a nawet czasem wy2sza od efektu czynnika chemicznego

dzialajacego niezale2nie, ma du2e znaczenie dla ochrony
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6.BADANIA IN SITy EFEKTYWNOSCI HUTAGENNEJ ZAHNTECZYSZCZEN
POWIETRZA
6.1. HMetodyka

Ha Jac na uwadze wyjiatkowa wrazliwodd roslin Tradescantia na
matageny chemiczne oraz prezyklady udanych zastosowan metody
pomiaru czestoscl mutac ji u Tradescantia do badah
drodowiskowych{125~-127), podjeto préba oceny zanieczyszozen
powietrza w rejonie Krakowa,

Trzykrotnle od roku 1983 w réZnych punktach Krakowe
{Rys.6.1.1) eksponowano na powietree rodliny Tradescartia klonn
4430. Badania preowadzono W c¢zterech miejscach o potancjalnym
zagrotenly amisja substancjli chemicznych = zakladdw przemysla
krakowskiegn. Dwa punkty wybranc w oparciun o mape zasiegu dymdw
przemyslowych sporzadzona na podstawle edjed 2 satelity
LANDSAT" (122), +tzn. w Osiedlu "Cegielniana” w zasiagu emisii ze
Skawtiny 1 zakladéw przemyslowych Bonarka 4§ Selway, oraz na
terenie Cemantownl w Howej Hucie(32). Trzeci punkt wybrano w
rejonie zagrozcrnym emisjs z 2akladéw Farmaccotycznych. Rejon ten
byl przedmiotem badan, prowadzonych w latach 1883 (30). Cawartym
miejscem byl testowany w maju 1986 roku po awarli w Czernobylu
teren Instytutu Fizyki Jadrowe3j(26). W kaidym z badanych punktéw
eksponowano okolo 30 kwiatostandw wzglednie donleceki 2 roslinami
W llosci =zapewniajace) conajmniej 30 kwiatostandw na badsny
punkt. Material biologlczny do obserwac]Ji mutac)i somatycznych w
kombrﬁach wloskdw preclkdw, zbierano od jedenastego dnia od
rozpoczecia ekspozycjl a2 do sidédmego dnia po zakoficzenin
akspoeycii. Za mlare efektu biologlcznego przvjeto czestosd
muatacji liczona dla katdego dnia i wyragana jako czestodé¢ mutacii

na 100 wloskéw.
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EXPOSURE SITES ARRANGMENT
IN CRACOW AREA
Exposure periods

Sites:
1-3 6-15.06, 22.06 - 2.07.1987
3 1983 June

{1986 May



6.2. Omdwienie wynikédw
6.2.1. Ekapozycja po awaril filtrdw w zakladach farmhAceutycznych
Ksztaltowanie sle czestodci mutacji u roslin eksponowanych w

czarwcu i lipcu 1983 na powletrze w poblizu Zakladéw

Farmaceutycznych przedstavionoe na Rys.6.2.1.1. Z daaych tych

jednoenacznie wynika, 2e poeziom mutacjli indukowanych v roslin
eksponowanych w otoczeniu zakladdéw Jest wyrazanle wydszy od
poziomu mutacji =zaobserwowanego-w tym samym okresie u rodlin
hodowanych w warunkach laboratoryjnych. Pordwnu)ac czestodci
mutacji wywolane u Tradescantia ekspozycja na powletree w
otoczeniu Zakladdw =z krzywa dawka-efekt przedstewiona na rysunkr
5.2.3. mozna stwierdzit, 2e Rad-ekwiwalent dla zmlierzonych

efektdw waha sle w granicach 4 - 6 cGy. Zwazywszy, 2e badane

+=- w pobli2u zakiladdw przemyslowych
#= w warunkach laborotoryjnych
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Rys.68.2.1.1. Czastod2 matacji indukowanych u roslin poddanych

ekspozycji w poblizu Zakladdw Farmaceutycznych( 30)
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emisje przemyslowe moga mieé charakter clagly, wydaje sle, Ze
uzyskany efekt jest nadspodzlewanie wysoki. Jez2ell pordwna sle
uzyskane ceestoidcl wmutacji z danymi dla tego klonu uwzyskanyml
przez Schairera dla warunkdw ekspozycjl ciagle) (127}, to
obserwowane efekty sa pordwnywalne ze shkutkaml ekspozycli
przewlekle}l o mocy dawkl 0.32 cGy/dzleh. HNawet przyjmujac, 2e
nasze badania przeprowadzono w warunkach ekstremalnych, tzn. w
okresie awarii filtrdw, trzebs przyznal, 2e sa to wartodei bardzo
wysokie. Sa one zblitone do wartosci uzyskanych w miejscowoscl
Elizabeth (Stan HNew York) w pobli2u zakladdw przerdbki ropy
naftowe]. Przekraczaja one 10-krotnie wartosd efektu
biologicznego, ktédry odpowladaiby przyjete) granicy rocznego
naratenia ludnosci na promleniowanie, tazn. 0.5 rem.

Wyniki te 3wiladeza wyrainie o tym, 2e skutkl zagroZen
wynlkajacych 2 zanlecayszczen chemicznych drodowiska sa

niepordwnywalnie wieksze o4 skutkdw wynikajacych 2z kontaktdw

czlowleka 2z promieniowanlem Jjonizujacym.

€.2.2. Ekspozycja po awaril w Czernobylu:

Ha rysunka 6.2.2.1a. przedstawiono ksztaltowanle sie
czastodcl mutacti rogowych u roklin Tradescantia eksponcwanych
na powletrge na terenie IFJ od 30 kwietnia 19868 roku tzn po
awaril w Czermnobylu. Dwa czynnikl zadecydowaly o nienajlepsze)
statystyce w tych badaniach. Plerwszy to fakt, %e ze wzgledu na
niespodeiewana koniecznosed ekspozycji liczba rodlin
eksponowanych W tym przypadku byla ograniczona tylho do 20
kwiatostandw osisgalnych w tym momencie. Drugim czynnikiem by

fakt, %e rodliny zareagowaly na ekspozycle bardzo intenaywnym
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kvwitnieniem w pierwszych dniach ekspozyc)i dajac np 20 kuwlatdw
deicnnie podczas gdy teoretycznie powinny dawaé "t0 kwiatédw lub
praktycznie nawet mniej. W wyniku tak intensywnego kwitnienia w
pilerwszych dniach, kwitnienie w okresle wladciwym dla obserwacji
mutacji tzn. od Jedenastego dnia po ekspozycji bylo ju2 wyrainle
slabsaze co obnizalo dokladnoiéd pomlarbu. Mimo to, uzyskane wynlki
wykazaly Jednoznacznie gwaltowny wzrost pozlomu mutacii
spowodowany ekspozycja na cpad radicaktywny =z avarii W
Czernobylu. Linia <ciagla na rysunku przedstewia poziom mutacji
rejestrowany w hkwiatach kwlitnacych w dniach od 1-go do 4-go po
rozpoczaciu ekspozycijli 1 w zwiazku z tym prezentulacy mutagennossd
poviietrza w warunkach szklarniowych przed awaria w Czernobylu,
Hozna potraktowad ten pozlom mutacji Jako kontrolny w odnlesieniu
do poziomu spowodowanezo askazeniem powletrza.

Obserwowana czestodd mutacti doisd znacznie fluktvuje w  badanym
okrosia. HajniZzzy poziom osiaga w dnilach 18 1 17-maja <co
odpowiada ekspoeycii 5-6 maja. Zardwno podwyiszenia Jak
obnizenle posiomu mutac)i sa dobrze skorelowane z rejestrowanyml
w Szwecji(75) i w Polsce(4B8) poziomami aktywnoscli *22J | 11%7(Cs
(Rys.6.2.2.1b 1 ©).

Srednia czestodé¢ mutac)l 4dla calego okresu pomiardw
osiagnela wartobs® nawet wy2sza, nlg wartoiéd zmierzona w 1883 roko
po awarii filtrdw w Zakladach Farmaceutycznych w Krakowle tzn
0.43 mut/1l00wloskdéw. Pordwnanle otrzymane) czestoficl metacjl =z
danymi Schairera{127) daje wartosd mocy ekspozycji rzedu 0.6
cGy/dzlen, podczas gdy dawka szacowana W oparciu o fizyczne
pomliary aktywnosci powletrza jest rzedu 0.001cGy csy nawet ’uGy
(64). Rd2nica jJest bardzo duza, istnleje wszakie kilka mozliwosci

Je} wyjagnlienia:
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- po plerwsze mutacje obserwowane u sa skutkiem dzialania na

rodliny Tradescantia cale] mlieszaniny zanleczyszczeh obecnych w

powletrzu . W przypadku skazenia radlocaktywnego obecne w
pouwietrzu zanleczyszczenia chemiczne moga wspbldzialad z
promleniowaniem Jonizujacynm. W takim przypadkua mozliwos.

wystaplenia efektu synergistycznego zmienla w radykalny sposdb
cale szacowanie. Tymbardzie}, 2e Jok pokazano w poprzednim
rogdziale wzrost «zastodcl mutacil powodowany aynerglzmem w
dzialaniu EMS, DB, oraz promieniowania znacznlie przewyZaza poziom
mutac i indukowany przeg czynnik chemicezny dzialajacy
niezalegnie. Poziom mutacji obserwowany u Tradescantia . po
awaril nalezy wiec traktowéc Jako reake ja rodlin na
zanleczyszczenia chemiczne, silnie wzmocniona przez
wspdldzialanie z zanleczysezczeniaml radiocaktywnymi.

- Po drugle oszacowanie dawki w oparcin o fizyczna detekecje
promieniowania nie bierze pod uwage tak zwanych "punktow
goracych” charakteryzujacych sie wlelokrotnlie wyisaza aktywnoicia
ni2 przecletna a ktérych obecncsdd w tym okresie wykazesno roéwnlies
w Krakowle )} okolliecy (19). Ich wplyw nalezaloby rowniesd
uwzgladnid w ocenle dawki rzeczywiste), co byd moe dlametralnie

zmienlloby wartosci oszacowania zagrofenia.

6.2.3. Rownoczesna ekspozycja w kilku rejonach miasta Krakows
Czastodd mutacjl obserwowana w czerwcu 1 lipcu 1887 roku
w trzech stanowiskach w rdgnych rejonach Krakowa przedstawiono
na rysunkach 6.2.3,1 a i1 b. W rejonie 1 ekspoeycja bylas
zlokalizowana w Osiedlu "Ceglelniana” w zasiagu emisji ze Skawiny
orae zakladdéw przemyslowych Bonarka i1 Solway, w rejonle 2
rosliny aksponowane byly na terenie cementosnl W Nowej Hucle.
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Natomiast ekspozycja w rejonie 3 miala mielsce w odleglodci "1

¥m od zakladéw farmaceutycznych "Polfa”, na ullcy Brodowic:za,

W tabeli 6.2.3.1 oraz €6.2.3.2. przedstawino czastodci

réznegoe typu mutacli observcwanych w kwliatach 2zbieranych w
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Rys.6.2.3.1. Czestoié mutacji ré&2owych indukowanych u  roslin

Tradescantia wystawlonych na dzialanic powletrza w

ré2nych miejscach Krakowa(32).

réinych ckresach trwajace) ekspozycii. 2 przedstavionych danych

wynika, te # badanych rejonach tylke w plerwszym etaple

prowadzonych obserwacji daje sie gauwa2yé wyraine zréinicowanie

pomiedzy pozliomem mutac)i indukowanych w rejonach 1 1 2, =&

poziomem mutacji indukowanych w rejonie 3. Rdinica ta jJest

najwyrainiejsza w okresie pomicdzy 8 - 12-tym czerwca, co

odpowiada skutkom biologlicznym emis}i atmosferycznych mniej

wiece] w okresie 29.056 -~ 2.06.1987. W nastepnych ohkresach

nastepuje stopniowe wyréwnywanie poziomdw mutacl)l mierzonych we
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Tabela 6.2.3.1.
Fartosci &rednich wazonych dla czestodcl mutacii ritouych
bbserwowanych w rdznvch ckresach ( mut/100 wloshkdw + SE )

1 2 ' 3 1 5

ockres 2-5.08 8-12.c86 13-16.086 22-26.c6 29.06-2,
rejon - S e

.1 .20 + 02 .31 + .03 .24 + D4 ;217 + .02 1R + .02
P2 P27 + .04 .19 + .05 .18+ .03 .09 + a1
.3 19 + .04 i .16 + .03 .19 + .04 .18 + .02 18 + 02
N:2 : ¢ 2 < .2 < .5 < .0no
2:3 o ¢ .0DS > .5 »» .5 < .nno

= 1 ] a3 [

1:3 ¢ 001

n7

OC poziom istetnoici rdinic pomiedzy pordAwnywenymi wartcodie: amd

2rednich, uvzyskany w oparciu o test Studenta (138).

Tabela €.2.3.2.

Wartcici frednich czesto2ei mutacit pojedynczych rédowy~h (2P

oraz zdarzen letalnych (5T) indukowanych w raznych <hracach
re jonach ( mut/100 wloaskdw )

: okres , 1 2 3 ' 4 5
rejon - e S .

f 07117 T 014 0.04 0.04
! ST 4.1 320 | 1.5 1.12 .62
2  sP . 0.07 ¢ 0.09 0.09 0.10
: ST , 3.76 , 2.56 1.94 4. 41

Shee o Cee oo .

3 SP 0.06  0.08 0.08 0.06 0.07
: ST 0.84 . 1.09 :  3.10 0.68 1.49

Tabela 6.2.3.3.

Sredni poziom mutacii obserwowany w powietrzu w Krakowie
réznych latach:

i imut/100 wl.| dawka Copad  1losé dni
i i . lrownowas. efekt : /mm/ deszozowych
lwicsna 1984  0.38 5 cGy T 32 5
‘/Polfa-awaria/ ; :
wicsna 1986i 0.43 | § oGy ! 24 5
i |
iwiosna 1987 |  0.17x - .75 11
L .

¥poziom przyjety za kKontrole-

i

12%



wszystkich miejscach oraz z rdwnoczesne obnizenie dredniegon
poziomu czestodecl obserwowanych mutacjl. Obserwowane obnidenle
poziomu mutacji mo2e byc spowodowane zardwno c2estyml W tym
okresie deszceami ( patrz Tabels 6.2.3.3), a co za tym idzie
wyplukivaniem zanieczyszczen z powietrza jak réwniez faktycznym
obnizeniem emiaji.

Przeprowadzona analiza statystyczna potwierdza istotnosd
réznic  Arednich poziomdw mutascii observowanych w cKkresle drugim
pomiedzy miejscami w rejonach 1 1 2 a rejonem 3, oraz w okresie
piatym pomiedzy miejscami w rejonach 1 1 3, a rejonem 2. Trzeba
tutaj Jednak zwrécle uwage na fakt, 2e wyblitnle niskismu
poziomowl mutacji w rejJonie 2 w okresie pratym towarzyszy
uyfaznie wy2sey efekt +toksyczny (Tabela 6.2.3.2). Rbwnied
czestoicit mutacji pojedynczych rélowych przedstewione w  tabell
6.2.3.2. potwierdzaja w zasadzle tendencje zmniejszenla sie
poziomua mutacil w czasie ekspozycjl. WyjJatek stanowl ponownie
rejon 2 w ktorym wyraznle rosnle w czasle ekspozyell nudzial
mutac)Ji pojedynczych w calkowlite] 1liczbie mutacii rd2owych.
Zgodnie =& interpretacja mechanizmu tworzenia tegeo typu mutacii
mo2e to 4Awiadczy® o wystepowaniu czynnika zaburzajacego cykl
komdrkowy.

Wprawdzie przecietny dla badanege ckresu poziom mutacji Jest
ni2szy ni2 w latach poprzednich to Jednak nile mo3na pominac
faktu, 2e fluktuacja wartodcli czestosci mutacji Jjest =znaczna.
Waha sie ona w zakresie od 0.09mut do O0.31mut/100wloskdw. Tego
rzedu efekty sa réwmowazne skutkem biologicznym promienilowania
gamma o dawce 5 cGy tJ) Srad ()/3,4/. Porownanie tych efektédw g
efektywnoscia mutagenna promienjowania uwidacznia o ile

chemiczne ganlecsyszczenla srodowiska moga byd w skutkach
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binlagicanyeh groiniajsre od promieniowania o dawkach na  jakie
maie byd narascony czlowiok,

Wedliug informacji ze Stacil Sanitarne FEpidemiologieznej w
Krakowie w okresie « ktdrym prowadzopo badania nias hyly
prackrocsone  dopuszazalpe stazenia 800 w povietrzu., Nz rysunba

€.2.3.2 przedotawiono frednie czestodci mutacii  wystepitjice o

&

=
by

phadowyoh /s 100 wloskta

1
o

IR LA

)

o e e e A 3 i 1 .
10 20 30 40 50 80 70 80 90 100 wg/m*

Tavartats S0 w powistraun

S5 TFPN

Rys.6.2.3.70. Zaleinod? mutacii zwmierzonych u  eksponowsnych w
réinyah rejonach Krakowa redlin Tradescarntia, oA
statenia 80. v powletrzu.

badanych miejscach w pieciu przedstawionych w tabeli 6.2.3.1
ckresach w  f-akejl 2radnich cawartoicl dwuatlenkn siarbs w
porietrzu w okrasie eksponyecji / 11 dni preed pomiarem mabaaeji/.

St=tenia 80: podane wg oznaczeh Sanepidu wykonanyoch w micjisesnch

zblizonych 1lokalizacja deo stanowisk testowanych przy porooy
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Tradescantia,
Z nastepujacych wzgleddw nle naleiy sie spodezlewac
bezpoirednie) korelac)! pomledzy pozlomem mutacjl u Tradescantia

a zawartosdcla S0z w powletrzu:

- Stwierdzono  bardzo slaby wplyw 50= na czeatosé mutactli u
Tradescantia (123,133)
- Obserwowana czestodd mutacjl , Jest efekitem blologlcznym
ekspozyc i na caly kompleks zanleczyszczen powletrza, a nie tylko
50
- Lokalizacja naszych punktow oraz oeznaczen B50- nie Jest
ldentyczna, by¢ mo2e stelenle 50z przy stanowliskach Tradescantia
bylo niZ2aze od mierzonego gdzle indzie}.

Hatomiast, patrzac na zale2nosl przedatawiona na Rys.6.2.3.2
wydale sia 2e Jednak istnleje pewna hkorelacja miedzy steteniem

S0z, a poziomem mutac)}i u Tradezcantia.

6.3. ¥Wnioski

Stosuiac metode pomiaru mutacjii somatycznych u Tradeszcantia

stwlierdzono:

- + badanliach prowadzonych w 1983 roku istotny statystycenie
wzrost poziomu mutacli u reoislin eksponowanych na powietrze w
poblizu Zakladéw Farmaceutyoznych kilka dni po awarii filtréw w

tych Zakladach.

- w badaniach przeprowadanych w 1886 roku stwierdzono
podwyiszenie czestodci mutac}l u roidlin eksponowanych na skazenie
powletrza spowodowane awaria w Czernobylu
- v badanlach prowadzonych w roku 1887 w pierwszym etapile
prowadzonych obserwacji stwierdzono statystycznie istotnie

wyitsay pozlom mutacji indukowanych w re jonach: Osledla
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"Cegielniana™ w zasiecgw emisidl ze Shawiny oraz zaklnddw
przemyslowych Bonarka 1 Solway, oraz na terenie cementewnt w
NoweJ Hucie w stosunku do ekspozycjl w rejonie ulicy Brodowicza.

- Maksymalne rod2nice w obserwowanych w  roku 1887 poziomach
mutacji wahaja sie w badanym okresle w zakresiea od 0.09 do
0.31mat /100wloaskdw. Tego rzedu efékty sa réwnowazne skutkom
biclegicenym promieniowania gamma o dawce 5 cGy.

- Stwierdzono istrlenie korelacji pomiedzy rejestrowanymi w
ré2nych o resach 1 rejonach 3rednimi poziomami mutaec)i, a
wartofciaml Srednich poziomdw S0z mierzonyml przez Sanepid w tych
okresach 1 bardzo zblizonych lokalizacja punktach pomiarowych.

- Badanla przeprowadzone w roke 19€7 wykazaly znacany spadek
poziomu mutacji w pordwnaniu z pozlemem relestrowanym po awarli w
Czernobylu.

Haleiy podkreslié fakt, 22 obserwowany w Tradescantia
poziom mutacji jest miara efektu blologlcenego zanieczyseczeh, a
zatem mlara skutkbu,jakie moga one wywolywad, & nie miara ich
staestenia bezwzglednego lub aktywnoici. Fakt, 2e zaobserwowano
kore lacia pemicday obserwowanymi poziomami mutacji i
rajestrowanymil metodaml flzycenyml 1 chemicenyei pomiarami
zanieczyszczeh dwiadezy o dulej cazulodci te) metody.

ReasumuJac,przedstaHione badania-po plerwsze = obrazuja zakres
skutkdw mutagennych, jakie wystepuja na skutek obecnych W
povietrezu, w badanym okresie, ganiecgysecaed chemicegnych , po
drugie - wykazuja, 2e w nasgych warunkach mutacje somatycszne u
Tradescantia moga skutecznle byd stosowane do monitoringu
biclogicznego. Stosujac prezentowany uklad motna zaobserwowad
ré2nice pojawlalace sie w emisjach w réznych rejonach Krakowa

nalety sie spodziewad, 2e prowadzéenie analizy uzyskanych danych w
1Q7
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oparciu o dane metereologiczne, mo2e pozwollié na glebsza analize
przyczyn lub nawet 2réddel zwlaekszania sie czestedel mutacii.
Bardzo watny 2 punktu widzenla badah 3rcdowiskowych Jest
fakt, 2e reastosowanle ukiadu moaelowego Tradescantia jeke testu
daje mo2liwodé cbserwacii ir situ przez caly rok, tzn, nawvet

Htedy,gdy inne biclogiczne testy nie mcga wchedzlé w rachube.
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7.OCENA PRZYDATNOSCI TESTU DO BADANIA SKUTKOW CZYNNIKOW
SRODOWISKOWYCH

Zalety stosowane) w Drezentowanych badaniach metedy =zostaly
Juz przedstawlone szezegdlowo we wczednlejsze] pracy autorki(23).
Biorac pod uwage fakt, 2e metoda ta nie Jest rozpowszechniona w
Polsce, warto podkreslié Jeszcpe raz zardwno jej szczegdlnie
utyteczne cechy Jak 1 siabe strony.

Prezentowane badania potwlerdzajls przydatnosd tedo modelun do
badanh 2z zakresu mutagenezy Adrocdowiskowej, zarbuno w warunkach
laboratoryinych Jak {1 te2z w warunkach polowych, teatulacych
zanleczyszczenie srodowlska.

Oprécz nilezaprzeczalnych zalet tego systemu) do ktorych
nalezy zaliczyé¢ prostota, dostepnodé, ekonomicznosd 1 szybkosé’
Jest jeszeze kilka innych cech,ktdre czynia ten model szczegdlnie
cennym narzedziem badawczym:

- wlosek preclka poprgez awd) rozwd) moze byl pordwnywany =
ukladem hodowli kombdrkowych,

- metoda daje moZliwoié badania du2ej populacii komdrek,

- w relatywnie krdotkim czasle pozwala uzyaskad¢ informacje o
indukowanych czastosciach mutacji (przecletnle po 2-3
tygodniach od ekspozycji)

- zale2nos&d czastodecl mutacli od dawkl promienlowania przeblega
zgodnie 2z dobrze opisanym modelem mutacjl =z supresja w
populacji traktowane}

- znajomosd modelu opisujecego zaleznodé efektu od dawkl pozwala

na glebaza i bardziej Jednoznacezna enalize wplywu Arodowiskowych

czynnikdw modyfikujacych efekt promieniowania.'

- wra2liwodé Tradescantia na promienlowanie jest bardzo wysoka,

gblizona do wrazliwodcl komérek saakéw (dawki rzedu 0.025 Gy
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wywoludn Jnz latwo mierzalne «felty)

- kwiatostan zawlerajacy upskowans paccki niewielkich rozmiardw
znakomicie nadaje sie do napromiesniowania nawet malymi wiazkami
promieniowania,

~ duza ilosc kKlonéw Tradescantia porwala doblerad je do badan w
zalesnodci od ich cech genotypowych i specyfiki badah,

- zardwyno prowadzenie plantacll, Jak 1 metoda pomiardw nle
sprawiaja 2adnych trudnodcli {(do¢ mierzenia mutacji wystarczy
zvwykla lupa binokulgyna),

- rofliny rosng dobrze w swykled szklarni, a warunki hodowii 1§
fizjologia rodliny sa szczegblowo pozpane i opisane,

- rozmnazanie wegetatywne rodlin zapewnda minimalna zmienncdd
genetyczna.

- stosowanie metody nie wymaga Zadnych skomplikowanych procedur,
takich Jjakie na przyklad sa niezbedne w metodach opartych na
sterylnych hedowlach kultur tkankowych.

Hatomjast, wydaje sie, 2e niewatpliwie do stron negatywnych
przedstasionego modelu naledy zaliczyé faﬁt, 3¢ Jest on oparty na
komérkach rodlinmych. Hspblczasne tendencje niecalkowlicie
slusznie, ale skutecsnlie wypieraja rodlinne uklady modelowe na
korzysé& metod opartych na komédrkach zwierzacych.

Poza tym do minuséw nalesdaloby zallczyd ceche, ktdra Jest
rownoczednie najwainlejsza zaleta metedy, tazn. Jed wyjalkowa
wratliwoid., Ona wladnle powoduje, 2o do wladeiwed uprawy rohlin
konieczna jest specjalma uwaga i ostroinosdé przy Stosowarln
Srodkdw ochrony roélin, zmlanie pcdloza itp.

Matoda pomliaru czastofel mutacji u ?radescantia’
stosunkowo niewielkim nakladen kosztow, mote byd réunlies

zastosowana do kontrell ranieczyszczen rodowiskowych. Bardzo
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wazny £ punktu widzznia tadat drcedowiskowych nad ocena  skntkiw

zanieczysaozen powliaetrzn jJest  fakt, 2a zastosowanie Ans
monitoringu ukladu modelewsgo Tradescantia daje Mo livwodd
obscrwacji Jin  situ przez caly rok. Umczliwia to 2zbadanie

szkodliwodcl w sensle indukcii mutagenne]) przez czynniki obecne w
povietrzu, glebie i wodzie pochodeace -] 2anjeczyszozeh
pzemyslowych.

Wprawdzie, obserwowany u Tradescantia poziom mutacji nie
Jest miara bezwzgledne) koncentrac}i lub aktywnodcl pojawlajacych
sie zanieczyszczen, ale jest miara efektu bioleglcznego , a zatem

miara skuthiw, jakie moga one wywolywald. Natomiast zgednodd

obserwowanych poziomdw mutacti 2z pomizrami zanienzyszczeh
chemicrnych, re jestrowanymi metodami fizycznymi dwiadozy
dodatkowo o duzel czuloici te]) metody, Jake prosty i saybki

uklad wykrywajacy sanleczyszczenla mo2e siufyd ona de wskazywania
miejsc, rdzioc niezbedne bedzie, dro2sze 1 bardziel) czasochlonne,
badanie uompleksowe.

Reasumu jac, prezentowane wynlilkl wykazaly nle tyles szakres
skutkéw biolegicanych, ktére =a  konsekwencja canlecayszezen
chamicznych obecnych w powietrzu w badanym ckresia , ale dowi:dly
takre, 2z w naszych warunkach mutacjie somatyerne u Tradezcanirs
matna skutecznie zsstosowad do monitoringu biologicznegs tyoh
zanicenyszenen. Stosujac  prezantowany nhlad udeloe sie wybs-at

fluktuacy W intensywnodei emis)i cConjeczyszeozeh w rhianych

fu]

rejonach Krakowa. MHodna sle spedsiewnd, e wprowsAnoyie
kompleksowej analizy uzyskzaych danych z uwzgladnispiem  Jdany~h
motereologicnnych  pozuwali na glebssa analize prayeszyn luk noawet
tridel zwiekszenls czastodel mutacji} wywolane s wrowen b

sanicczyszeozeh Srodowiska.
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8. FONSIMOWANIE:

Frezentowane w niniejszej pracy wyniki przedstawiaja zakres
skutkhiw  biclagicanych wywolanych ptzez  badane czynniki w
prstaci  mutacji somatycznych u Tradeszcarntrs., 2 przedstawionych
hadan mnad efektywnoscia mutagenna promieniowania,  motagends
chemicznych oraz wybranych czynnikdw &rodowiskowych wyniks kilka
waznych dla ochrony isrodewiska wnioskdu,

Wstrepne traktowanie roilin fluacorkicom sodu lab  wobhegacenie
prdlaza domieszkaml dolomitn, medyfiknis premicnicowrai)ivesd
redlin Tradescantia. W oparcin o san~lise praebiegy  kroywych
dywks -efaktb, oraz interpretacje wadlug oslozad molokedarped
teerii drialania promiesanicwania, parametr’s founkoii opasaiase
tan efekt, potwierdzono hipeotesa, 22 jddpfibvacia podbioza ras
westapne traktowanie roslin fluorkiem wplywzian w admicnnny  sposth
na procesy naprawy uszkodzaefn popromiennych coantecthi DHAL

Badania nad wspéldzialanlem premispisuania 2 FMR 1ok PR
L ipndulkowanin muatacji somatyeznyrch wrykanaty tetnicala

synerginmua.  Cn najmniej trzy daisdziny prdrednda Ik

L}
bazpatradnio zwlazane =z dzialalnaécia uaythowa ool ~wiska s5a =

>

cisly sposdh uzaleznione od efektywnot~i mytasonnei  rloeeso

o

ategorii mutagendw filzyeznych 1 chemicznch: mutmganezs. ochrona

~

radielogiczna i ochrona &radowiska. Dla nich wsaowsthicoh bardao
1statne Jest ustalenie addytywnoici, antazonizmu bad? synevgiznu
wxajoemnych oddzialywan. Synergistycane wesphld=zjalanie
chemicznych mutagendw 1 promieniowania zostsle detyirhezas
dowiedznione i uznane dla przedywalnodci Fkomdrek. Wystopownnie
synaergizmu & przypadku mutacii, i to w zakresie dawek nizkich, ma
ogromne znaczenle nie tylko dla ochrony &rodowiska, ale i dla

pozostalych dziedzin. W przseprowadzonych badanliach rezultat
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sSYnergi ttyonnado wspbldzialania cavnni Row chémicanych 1
promianingania Jmast poravnayWalny 2 efakiem biologicznym
conynutkhw chemionych zastosswanych niezalesntic, a czasem nawet
g2 przedyzsina,. Silne povwiazania miadzy zdolnosciaml mutagennymi
nraz ¥ancarogennymi provadsa do wniosku, Ze efektu
synnregistycunsge naledy spodziewad ‘sie réwnle: w  pravpadka
pobadrania 1 rozwoiun lomdrek  rakowych., Zatem W ochronie
drcadowiska pray ustalaniu norm stez2en dopuszczalnych dla
zaniecrvaznazad, nalezy‘uwzg}ednié mezliwodd wystapienia efektu
aynargistyconegs W pravpadke dziaslajacych révnoczednie rdinych
Zrodawishirwych  coynnikdw matagennych, Obacne normy, W Swletle
uzysknych rerultatdw,  powinny  byd obniione. Dodatkowym
arqumintem p? raecz ted tory Jest wynikajacy z przedstawlonych
uwynikdyw takt, 22 sintkl bioleogiczne chemicsnych zanleczyszczen
Aredacichosych 3  dufo wieksze niz skutki,jakich naleiy sie
ﬁpﬂdzinﬁad W wynikiin nieonliknionego hontaktu ecalowleka z
promienicuaniecn jonizaujacym obecnym w drodowisku.  RajwyraZnie)
Jo=mt  to widorcane w prazypadku zastosowania testu do okredlenia
efaltyunntaoi mutagennai zanloezyszczeh powlethraa. Czestnici
rattac ji powodowane  ekspozycja na  zanleczyszezenla chemiezne
chacne . powietrzu w badanych  okresach byly takie’ Jakie
zastalyby zashscerwowane, ¢dyby rosliny zostaly napromienione
dawkmi r=seda & - 8 oGy, tsn dzlesleciokrotnie przekraczalacymi
roczne  limity dawek promleniowania jonizunjacege przyjetg  =»a
dopusnczalne dla popunlacli ogdlned.

Pora tym, przedaztavwione badania wykazaly, 2e zastosowanie
tak czaulego testu7 jakim jest Tradeszcantia, oraz pray jecle
koncepsji Rad-ekwiwalantu mofe stworzye doskonaly uklad modelowy

do badah w mutagenezie ASrodowliskowel.
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Gy

itd

waznlejszyeh skrétdw

steitonie wyjiclowe mutagenu dajace w shutkach 50%

przezywalnosct

dawka promieniowania powodujaca 50% przes2yvalnodni
tomografia komputorowa

Jednostka dawki pochlonteted / WJkg -t/

/Rad-equivalent/ dawka ~chomicznego mutagenu wywolujaca

tak}l sam efekt blologiczny jak promieniowanie o dawce

1-go rads /0,01Gy/
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