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W pracy przedstawiono wplyw subchronicznego napromieniania malymi
dawkami promieniowania X na indukcje mikvojader oraz pojedynczoniciowych
peknie¢ DNA w komorkach szpiku kostnego myszy.

WSTEP

Badania wplywu promieniowania jonizujacego na organizm ssakow trwaja od ponad
100 lat tj. niemal od momentu odkrycia w 1895 r. przez W.K. Roentgena promieni X. Szko-
dliwe dzialanie duzych dawek promieniowania znane jest od dawna. Spsréd pierwszych
badaczy promieniowania, ktorzy nie§wiadomi zagrozenia narazali si¢ na napromienianie
calego ciala duzymi dawkami, zmarlo kilkaset os6b. Glownymi przyczynami $mierci byly
nowotwory skory i choroby krwi.

Promieniowanie jonizujace wywoluje zaburzenia i zmiany na wszystkich poziomach or-
ganizacji zywej materii, poczawszy od czasteczek, poprzez struktury wewnatrzkomorko-
we, tkanki, narzady, az do calego organizmu. W przeciwienstwie do dokladnie przebada-
nych skutkéw dzialania duzych dawek, efekty dziatania matych (tj. ponizej 0,5 Gy) dawek
nie sa jednoznaczne. Istnieja doniesienia $wiadczace o pozytywnym dziataniu matych da-
wek promieniowania. Zjawisko to zwane hormeza obejmuje wystgpowanie takich efektow
jak stymulacja wzrostu i rozwoju, zwigkszenie odpornosci immunologicznej, zmniejszenie
wrazliwosci na mutagenne i kancerogenne dzialanie pdzniejszego napromienienia duzymi
dawkami [6, 22, 32, 34]. Wyniki innych badan $wiadcza natomiast, ze nawet male dawki
moga przyczyniac si¢ do tworzenia bardzo aktywnych wolnych rodnikow, ktére powoduja
wystgpowanie zaburzen w strukturze i liczbie chromosomow [10, 16, 18, 19]. Wiadomo
rowniez, ze male dawki promieniowania jonizujacego moga powodowac powstawanie no-
wotworow, chordb genetycznych i innych schorzen [21, 24, 36, 37].

Skutek biologiczny zalezy od wielko$ci i mocy dawki oraz od promieniowrazliwosci
poszczegolnych komorek i tkanek. Najwicksza wrazliwoscia charakteryzuja si¢ tkanki zlo-
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zone z mlodych, intensywnie dzielacych si¢ komorek. Do grupy tej mozna zaliczy¢ m.in.
komérki krwi dojrzewajace w szpiku kostnym. U ludzi dawka progowa, po zastosowaniu
ktorej obserwuje si¢ znaczne zmnigjszenie produkciji krwinek wynosi w przypadku ostrego
napromienienia calego szpiku kostnego 0,5 Gy, a w przypadku dlugotrwalej ekspozycji
okolo 0,4 Gy w ciagu roku. Jednorazowe napromienienie dawkami pomig¢dzy 3 a 5 Gy
powoduje $mier¢ polowy napromienionej populacji z powodu uszkodzenie szpiku kostne-
go [33].

Celem pracy bylo okreslenie wplywu subchronicznego napromieniania myszy malymi
dawkami promieniowania X na indukcj¢ pojedynczoniciowych pekni¢¢ DNA w limfocy-
tach oraz na czg¢stos¢ wystepowania mikrojader w retikulocytach i erytrocytach polichro-
matycznych szpiku kostnego.

MATERIAL I METODY

Material doswiadczalny stanowily niewsobne myszy Pzh:SFIS pochodzace z Hodowli Zwierzat
Laboratoryjnych Panstwowego Zakladu Higieny. Zwierzeta przebywaly w pomieszezeniu o stalej
temperaturze 1 wilgotnosci oraz z regulowanym automatycznie dobowym cyklem swietlnym (12 h
ciemnosé/12 h $wiatto). Przed rozpoczeciem badan myszy poddane byly 7-dniowej aklimatyzaciji.
Samce w wieku 8 tygodni napromieniano na cale cialo 5 razy w tygodniu, przez 8 tygodni. Zrodlem
promieniowania X byl terapeutyczny aparat rentgenowski THX-250 firmy Medicor (170 kV, 20 mV,
filtracja dodatkowa 0,5 mm Cu, warstwa potowkowa 0,8 mm Cu). Moc dawki mierzona z a pomocg
dawkomierza Victoreen w MIX-D fantomie myszy umieszczonym w plastikowej tubie wynosita
0,2 Gy/min. Kazdorazowo dawki wynosity 0,05 Gy; 0,10 Gy lub 0,20 Gy, tj. w ciagu 8 tygodni
odpowiednio 2 Gy, 4 Gy 1 8 Gy. Myszy nienapromieniane stanowily grup¢ kontrolng. Myszy zabija-
no 24 h po ostatnim napromienieniu. Dokonano oceny indukeji mikrojader w erytrocytach polichro-
matycznych wedtug metody Schmida [27] oraz w retikulocytach wedlug metody Hayashiiwsp. [17]
z niewielkimi modyfikacjami. Ponadto zastosowano metod¢ kometowa do oceny peknigé nici DNA
w limfocytach zgodnie z procedurg opisang przez Singha 1 wsp. [28] z modyfikacjami Anderson
1 wsp. [3].

7. myszy wypreparowywano kosci udowe. Kanat szpikowy jedne;j z nich przeptukiwano surowicg
plodowg cielgcg. Po dokladnym wymieszaniu pobierano po 25 ml zawiesiny szpiku kostnego i nano-
szono na szkietka mikroskopowe pokryte wodnym roztworem oranzu akrydyny. Preparaty analizo-
wano pod mikroskopem fluorescencyjnym zliczajac po 1000 retikulocytow na mysz, jednoczesnie
oceniajac liczbe retikulocytow z mikrojadrami. Pozostala czes¢ zawiesiny szpiku kostnego w suro-
wicy ptodowej cielgcej wirowano 1 po usunigciu supernatantu wykonywano rozmazy na szkietkach
mikroskopowych. Po wysuszeniu preparaty barwiono barwnikami May-Grunwalda 1 Giemsy, a na-
stgpnie analizowano pod mikroskopem $wietlnym. W celu oceny efektu cytotoksycznego, oceniano
w nich stosunek erytrocytow polichromatycznych do normochromatycznych, zliczajac 500 komoérek
obu typow. Oceniano réwniez liczbg erytrocytow polichromatycznych z mikrojadrami w 2000 ko-
morkach na mysz. Proby szpiku kostnego do oceny indukeji mikrojader w erytrocytach polichroma-
tycznych szpiku kostnego pobierano rowniez po uptywie 72 h od zakonczenia ekspozyc;ji.

Myszy uzyte do testu kometowego zabijane byly po uptywie 24 h, 1, 4 1 8 tygodni od ostatniego
napromienienia. Szpik kostny pobrany z kosci udowej 1 zawieszano w RMPI medium. Po doklad-
nym wymieszaniu, pobierano 10 ml zawiesiny 1 mieszano z 75 ml 0,5% agarozy o niskim punkcie
topnienia (LMPA), nastgpnie nanoszono na szkietko mikroskopowe pokryte uprzednio agaroza
o normalnym punkcie topnienia (NMPA). Preparaty przykrywano szkietkami nakrywkowymi 1 umiesz-
czano w lodowce na 5 minut w celu zestalenia si¢ agarozy. Po usunigciu szkietek nakrywkowych na
preparaty nanoszono jeszcze jedng warstwe 0,5% agarozy 1 powtornie zestalano w temperaturze



Nr 1 Uszkodzenie komorek myszy narazonych na promieniowanie X 27

4°C. Nastepnie preparaty umieszczano w buforze lizujacym na ok. 20 h w temperaturze 4°C. Po
wyjeciu z buforu lizujacego preparaty umieszczano w aparacie do elekroforezy zawierajgcym bufor
do elektroforezy w srodowisku alkalicznym (pH>13). Po 20 minutowej inkubacji komorek, przepro-
wadzano elektroforez¢ niskonapigciowa (19 V, 300 mA) w temperaturze 4°C przez 20 minut. Prepa-
raty neutralizowano buforem Tris, a nast¢pnie barwiono bromkiem etydyny (20 ml/ml). Preparaty
analizowano pod mikroskopem fluorescencyjnym. Z kazdej myszy zliczano po 200 komoérek w dwoch
preparatach. Zgodnie z zasadami opisanymi przez Anderson 1 wsp. [3], komorki dzielono wizualnie
na 5 kategorii odpowiadajacych zawartosci DNA w ,.ogonach komet™: A — nieuszkodzone (< 5%),
B — z niewielkimi uszkodzeniami (5-20%), C — ze $rednim poziomem uszkodzen (20-40%), D —
z wysokim poziomem uszkodzen (40-95%), E — calkowicie uszkodzone (> 95%). Srednie uszkodze-
nie (migracj¢) DNA obliczano wedlug wzoru:

Srednie uszkodzenie DNA = % komorek kat. B x 2 + % komorek kat. C x 3 +
% komorek kat. D x 4 + % komorek kat. E x 5
Analizg statystyczng wynikow przeprowadzono za pomoca testu t-Studenta, pordéwnujac wyniki

uzyskane dla zwierzat z kazdej z grup doswiadczalnych z wynikami otrzymanymi dla zwierzat
z grupy kontrolne;.

WYNIKI

Wyniki testu mikrojadrowego w retikulocytach oraz erytrocytach szpiku kostnego przed-
stawiono w tabeli I.

Po napromienianiu liczba retikulocytow z mikrojadrami zwigkszyla si¢ istotnic we wszyst-
kich grupach do$wiadczalnych. Po narazeniu na dawke 8x5x0,05 Gy liczba retikulocytadw
z mikrojadrami wzrosta prawie 3-krotnie, a po ekspozycji na dawke 8x5x0,20 Gy ponad
4,5-krotnic w poréwnaniu do wartosci obserwowanych u myszy kontrolnych.

Tabeala I. Indukcja mikrojader w erytrocytach polichromatycznych oraz retikulocytach szpiku
kostnego myszy
Induction of micronuclei in polychromatic erytrocytes and reticulocytes of mouse
bone marrow

Llcz_ba 1_<omore_k Liczba komorek Liczba komorek
z mikrojadrami/| % erytro- o - | Y erytro- o .
1000 retikulo- | cytowpo- | - mikrojadrami/ cytow po- | - ojadrami/
. cylowp 1000 erytrocytow |,. ylowp 1000 erytrocytow
Dawka cytow lichromaty- ; lichromaty- :
+odchylenie | cznych m’;(,z}l/lcczhéoéh cznych ngt)hcczhlio;h
standardowe (24 h) (24 h})/ (72 h) (%2 hgf
(24h)
Kontrola 2,241,79 45,9 4,4+1,95 45,9 3,040,94
8x5x0,05 Gy 6,042,24* 54,1 11,143,63%* 54,1 11,842, 66%**
8x5x0,10 Gy 9,642 41%* 53,6 11,742, 86%** 53,6 8,541, 77%+
BON020Gy | g g5 700 | 334 122460100 | O34 7,542, 24%%

* — p<0,05; ** — p<0,01; *** p<0,001 — roznice statystycznie istotne w poréwnaniu do odpowied-
nich kontroli w tescie t-Studenta
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Subchroniczna 8-tygodniowa ekspozycja myszy na male dawki promieniowania nie po-
wodowala zaburzen w stosunku erytrocytéw polichromatycznych do normochromatycz-
nych szpiku kostnego. Liczba erytrocytow polichromatycznych z mikrojadrami po 24 h od
zakonczenia ekspozycji zwigkszyla si¢ we wszystkich grupach doswiadczalnych ponad
2,5-krotnie w poréwnaniu do kontroli. Nie obserwowano jednak istotnych réznic pomigdzy
grupami doswiadczalnymi. Natomiast po 72 h liczba erytrocytéw polichromatycznych
z mikrojadrami w grupie narazonej na najmniejsze dawki pozostawala bez zmian, nato-
miast w dwoch pozostalych grupach zmnigjszyla si¢ o 30-40%.

Wyniki testu kometowego przedstawiono w tabeli II. Po uplywie 24 h od zakonczeniu
napromieniania we wszystkich grupach doswiadczalnych obserwowano zwigkszona migra-
cj¢ DNA. Procentowa zawarto$¢ DNA w ,,ogonach komet” zwickszala si¢ wraz ze wzro-
stem dawki. Po uplywie tygodnia od zakonczenia ekspozycji obserwowano niewielkie zwigk-
szenic migracji DNA zaré6wno w grupie kontrolnej, jak i w grupach 0,05 Gy i 0,10 Gy.
Natomiast w grupie 0,20 Gy obserwowano zmnigjszenie zawartosci DNA w ,,ogonach ko-
met” w porownaniu do rezultatéw obserwowanych bezposrednio po zakonczeniu naraza-
nia. Po 4 tygodniach od zakonczenia narazenia stwierdzono zmniejszenie uszkodzen DNA
we wszystkich grupach. Po 8 tygodniach po zakoniczeniu ekspozycji srednic uszkodzenia
DNA w grupie kontrolnej oraz po najmnigjszej dawce powrocily do poziomu obserwowa-
nego po uplywie tygodnia od zakonczenia ekspozycji. Natomiast w grupach 0,10 Gy oraz
0,20 Gy pozostaly na poziomie podobnym do obserwowanego po 4 tygodniach.

DYSKUSJA

Wplyw napromieniania malymi dawkami na zdrowie czlowieka jest przedmiotem dys-
kusji naukowych od wielu lat.

Zawodowe narazenie na promieniowanie jonizujace powoduje zwigkszenie czgstosci
wystepowania aberracji chromosomowych, nawet wtedy, kiedy otrzymane dawki roczne sa
nizsze od przyjetych limitdéw [4, 5, 7, 9]. W badaniach wplywu zawodowego narazenia na
male dawki promieniowania jonizujacego wykazano wystepowanie mikrojader w hodow-
lach limfocytéw krwi obwodowej ré6znych grup pracownikow [15, 23, 26]. Erexon i wsp.
[14] zanotowali wystgpowanie mikrojader w napromienionych promieniowaniem X limfo-
cytach krwi obwodowej ludzi, myszy i szczuréw.

W badaniach na zwierzgtach laboratoryjnych obserwowano wystgpowanie mikrojader
w erytrocytach szpiku kostnego lub krwi obwodowej po jednorazowym narazeniu na mate
dawki promieniowania X lub y. Efekt byl najczgsciej proporcjonalny do zastosowanej daw-
ki, a najwigksza cz¢stos¢ wystepowania mikrojader notowano mig¢dzy 24 h a 30 h po zakon-
czeniu napromieniania [1, 2, 11, 12, 20, 31]. We wczesniejszych badaniach wlasnych wyka-
zano, ze sposrod zastosowanych w ninigjszej pracy dawek, tylko jednorazowe narazenie na
dawke 0,05 Gy nie powodowalo zwigkszonej czgstosci wystgpowania mikrojader w erytro-
cytach polichromatycznych. Promieniowanie X w dawce 0,10 Gy bylo juz mutagenna [11,
12]. Otrzymane w tej pracy rezultaty nie sa wigc niespodzianka, z drugiej jednak strony
mozna byloby spodziewac si¢ sukcesywnej naprawy uszkodzen. Badania Plappert i wsp.,
[25] wykazaly, ze w przypadku jednorazowego napromienienienia dawka 1 Gy uszkodze-
nia byly szybko naprawiane, natomiast w przypadku napromieniania frakcjonowanego, uszko-
dzenie byly akumulowane, a szybko$¢ naprawy znacznie malala.
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U myszy napromienianych chronicznie malymi dawkami promieniowania y obserwowa-
no zwigkszona czesto$¢ wystgpowania erytrocytéw polichromatycznych i normochroma-
tycznych z mikrojadrami w krwi obwodowej w trakcie oraz po zakoniczeniu narazenia [29,
38]. Sypin i wsp. [30] obserwowali zwigkszong czgstos¢ wystegpowania mikrojader w ery-
trocytach polichromatycznych po rocznej ekspozycji myszy na dawke 63 cGy promienio-
wania y, nie bylo natomiast zwigkszonej czestosci wystepowanie mikrojader w erytrocy-
tach normochromatycznych.

Wyniki badan dotyczace indukcji mikrojader przedstawione w niniejszej pracy stanowia
wigc potwierdzenie powyzej przedstawionych rezultatow. Zmniejszenie si¢ czgstosci wy-
stgpowania mikrojader po 72 h zwiazane jest z przechodzeniem erytrocytéw ze szpiku kost-
nego do krwi obwodowej.

Promieniowanie jonizujace bylo jednym z pierwszych przebadanych czynnikow, ktory
charakteryzowal si¢ zdolnoscia do indukcji uszkodzen DNA wykrywanych za pomoca testu
kometowego. Singh i wsp. [28] wykazali zwigkszona migracj¢ DNA limfocytéw ludzkich
napromienionych dawkq 25 cGy promieniowania X. Rowniez w badaniach wlasnych [13]
obserwowano znaczng wrazliwos¢ limfocytéw szpiku kostnego myszy na indukcj¢ uszko-
dzen nici DNA wskutek jednorazowej ekspozycji. Carrera i wsp. [8] stwierdzili znaczng
migracj¢ DNA w komorkach watroby myszy napromienionych jednorazowo dawkami od
0,5 Gy do 1,0 Gy promieniowania y.

Vijalaxmi i wsp. [35] obserwowali rosnaca wraz z dawka dlugos$¢ ogonow komet w lim-
focytach ludzkich napromienionych dawkami od 0,1 Gy do 1 Gy promieniowania y. Podob-
nie, w limfocytach ludzkich napromienianych dawkami od 0,05 Gy do 1 Gy promieniowa-
nia X obserwowano zwigkszajace si¢ zaleznie od dawki uszkodzenia DNA [25]. Zwigk-
szong czgstos¢ peknigé nici DNA wykazano takze w limfocytach myszy po rocznym napro-
mienianiu catkowita dawka 20 cGy [30].

Otrzymane rezultaty potwierdzaja znaczna wrazliwos$¢ limfocytow krwi obwodowej na
dzialanie malych dawek promieniowania X. Jakkolwiek, niewiele prac opublikowano na
temat indukcji pojedynczoniciowych pgknigé DNA w wyniku subchronicznej ekspozyciji,
efekty opisane po jednorazowym napromienieniu byly wyrazne. W zwiazku z tym, ze lim-
focyty zyja zwykle kilka lat, a zaindukowane w nich zmiany utrzymuja si¢ przez dhuzszy
czas, wydaja si¢ by¢ dobrymi komorkami wskaznikowymi do oceny uszkodzen powodowa-
nych przez dlugotrwale narazenie na czynniki szkodliwe.

WNIOSKI

1. 8-tygodniowe narazenie myszy na mate dawki promieniowania X powoduje uszko-
dzenia materiatu genetycznego ich komdrek somatycznych.

2. Efektem napromieniania myszy malymi dawkami jest wystgpowanie zwigkszonej
liczby mikrojader w erytrocytach polichromatycznych oraz w retikulocytach szpiku kostne-
go.

3. Subchroniczna ekspozycja na promieniowanie X powoduje wystapienie pojedyncz-
niciowych peknig¢ DNA w limfocytach szpiku kostnego. Uszkodzenia te mogg utrzymy-
wac si¢ co najmniej 8 tygodni po zakonczeniu napromieniania.

4. Réwnoczesne zastosowanie testu mikrojadrowego i kometowego wydaje si¢ by¢ przy-
datne do badan populacji narazonych na male dawki promieniowania jonizujacego.
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DAMAGES OF GENETIC MATERIAL IN SOMATIC CELLS OF MICE EXPOSED
TO LOW DOSES OF X-RAYS

Summary

Pzh:SFIS mice were exposed during 8 weeks, 5 days per week to doses of 0,05 Gy; 0,10 Gy;
0,20 Gy of X-rays. Samples were taken at 24 h and at 72 h after the end of irradiation for micronuc-
leus test, in the case of estimation inducion of DNA damages also at 24 h and at 1, 4 and 8 weeks.

Subchronic exposure of mice to low doses of ionizing radiation induced damages of genetic
material of theirs somatic cells. The enhanced frequency of micronuclei were observed in retikulocy-
tes and polichromatic erythrocytes of bone marrow after each of dose. Subchronic exposure to
X-rays induced also DNA single strand breaks in bone marrow lymphocytes. Damage were observed
up to 8 weeks after the end of exposure. Results obtained in this study confirned sensitivity of bone
marrow cells to low doses of X-rays.
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