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ANTONI K. GAJEWSKI, MARIA G. SLOWIKOWSKA

DOMINUJACE MUTACJE LETALNE PO NAPROMIENIENIU
SPERMATOGONII MYSZY W ROZNYM WIEKU ¥)

Z Zakladu Ochrony Radiologicznej i Radiobiologii PZH w Warszawie
Kierownik: prof. dr hab. med. T. Majle

Zbadano czesto§é wystepowania dominujgcych mutacji letalnych
po napromienieniu samcow myszy w roéznym wieku od 1 dnia do 52
tygodnia 2ycia dawkq 7,74 X 10-2C X kg—* (300 R) promieniowania X.
Stwierdzono, ze napromienienie I-dniowej myszy prowadzi do istotnego
zmniejszenia zdolnodci do reprodukcji. Natomiast nie obserwowano tego
zjawiska po mnapromienieniu spermatogonii myszy w wieku 1—52 ty-
godnie. f.gczna liczba zgondéw przed i po implantacji byta istotnie wyz-
sza w grupach napromienionych w wieku 1 dzien oraz 10, 26 i 52 ty-
godnie. Nie obserwowano takiego wzrostu po napromienieniu w wieku
1—7 tygodni.

‘Wrazliwosé réznych stadiéw spermatogenezy myszy na promieniowa-
nie jonizujace zalezy w znacznym stopniu od wieku zwierzat. W po-
przednich naszych badaniach [3] stwierdzono, ze czestosé wystepowania
dominujgcych mutacji letalnych u dorostych i starzejacych sie myszy
nie ulega zmianie po napromienieniu pomejotycznych i mejotycznych
stadiow spermatogenezy. Réznice w czestosci mutowania obserwowano
natomiast po napromienieniu przedmejotycznych stadiéw spermatoge-
nezy. Inni autorzy stosujgc test translokacji wzajemnych [2] lub tez
test mutacji okreslonych loci [6] obserwowali podobna rdznice po na-
promienieniu spermatogonii myszy mlodych w wieku od jednego dnia
do kilku tygodni. W pi$miennictwie brak jest jednak danych pozwala-
jacych ocenié czesto$é mutowania po napromienieniu tego samego sta-
dium spermatogenezy u mlodych, dorostych i starzejgcych sie zwierzat
tego samego szczepu. W niniejszej pracy oceniono wystepowanie domi-
nujgcych mutacji letalnych oraz wplyw promieniowania na zdolnos¢
do reprodukcji po napromienieniu spermatogonii myszy w roéznym
wieku od 1 dnia do 52 tygodni zycia.

MATERIAL I METODY

Zwierzeta. Do do§wiadczenia uzyto wsobne samce szczepu A oraz samice
szczepu CPB-S. Pary braci szczepu A losowo przydzielano do grup do$wiadczal-
nych. Wyrdziniono nastepujgce grupy doswiadczalne: myszy 1 dniowe oraz 1, 2, 3,
4, 5,6, 7, 10, 26 i 52 tygodniowe. W momencie osiggniecia okre§lonego wieku, jed-
nego samca z kazdej pary naleigcej do okre$lonej grupy napromienjano dawkg
7,74 X 1072 C X kgt (300 R). Liczebno$¢ poszczegdlnych grup podano w tabeli L

Napromienienie. Zrédtem promieniowania X byl terapeutyczny aparat
rentgenowski THX Medicor pracujacy w nastepujacych warunkach: 170 kV, 20 mA,
filtracja dodatkowa 0,5 mmCu, warstwa polowkowa 0,8 mmCu. Moc dawki mie-
rzona w $rodku MIX-D fantoméw mlodej i dorostej myszy wynosita 10,32 X 10—%
C X kg1 X min—! 40 R X min™1),

Postepowanie dos§wiadczalne. Poczynajac od 16 tygodnia po napro-
mienieniu przez trzy kolejne tygodnie, kazdego samca lgczono na tydzien z 3 sa-
micami. Samice u$miercano w 17 dniu po poljczeniu z samcem, otwierano jame
brzuszng i zliczano liczbe zZywych i martwych plodéw.

* Praca finansowana z funduszu problemu miedzyresortowego MR-12.
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WYNIKI

Wplyw promieniowania na zdolnosé reprodukcyjng sameca po napro-
mienieniu spermatogonii oceniano na podstawie réznic w odsetku za-
ptodnionych samic przez samce z grupy kontrolnej i doswiadeczalnej.
Statystycznie istotne roéznice stwierdzono tylko w grupie jednodniowej
(tab. I). W grupie zwierzat napromienionych w pierwszym dniu zycia

Tabela I. Odsetek ciezarnych samic po napromienienia spermatogonii myszy
w réznym wiekud

Kontrola Napromienione

74 . . . - . .
Wiek samca liezba liczba odsetek cie- liczba liczba odsctok cig-
samcéw  samic  zarnych samic samcéw  samic  zarnych samic

1 dzieri 19 167 64,07 19 166 36,750
1 tydz. 17 137 81,75 17 146 74,92
2 tyg. 17 155 68,63 17 152 73,03
3 tyg. 18 161 73,29 18 159 73,58
4 tyg. 19 171 81,28 19 169 74,59
5 tyg. 17 153 71,90 17 152 69,74
6 tyg. 16 144 78,47 16 134 75,37
7 tyg. 17 153 73,86 17 153 79,08
10 tyg. 30 257 76,65 30 251 68,75
26 tyg. 31 275 61,82 31 288 56,55
52 tyg. 30 242 47,52 30 258 39,53
a — w grupie l-dniowej komoérki rozrodeze znajdowaly si¢ w stadium gonocytu

b — rézni sie istotnie od grupy kontrolnej p<<0,001 (test Chi-kwadrat)

5 na 19 samcow nie pokrylo ani jednej z 9 samic. Natomiast wsrod
zwierzgl kontrolnych w tym samym wieku wszystkie samce byly ptod-
ne. W innych grupach samce, ktore nie pokryly zadnej samicy poja-
wialy sie sporadycznie. I tak w grupie 5 tygodniowej stwierdzono jed-
nego takiego samca wsrdéd zwierzgt napromienionych, w grupie 6 ty-
godniowej znaleziono po jednym w grupie konfrolnej i napromienionej,
natomiast wéroéd zwierzat 7 tygodniowych taki samiec wystgpit tylko
w grupie kontrolnej. W grupach kontrolnych 10 i 26 tygodniowej zna-
leziono po jednym samcu, ktéry nie pokryl! ani jednej samicy nato-
miast wérod zwierzat napromienionych w tym samym wieku znalezio-
no odpowiednio trzy i dwa takie samce. Zdecydowanie odmienne zja-
wisko obserwowano w grupach 52 tygodniowych gdzie spo$réd 30 sam-
cow kontrolnych az 7 nie pokrylo zadnej samicy natomiast wsréd zwie-
rzg!l napromienionych znaleziono jednego takiego sampca.

Wplyw napromienienia spermatogonii na czestos¢ indukowania zgo-
néw przedimplantacyjnych okreslono na podstawie réznic miedzy $red-
nig liczbg implantacji na zaplodniong samice w grupie kontrolnej i dos-
wiadczalnej. Liczbe indukowanych zgonéw poimplantacyjnych okres-
lono na podstawie réznic miedzy odsetkiem martwych plodéw w grupie
kontrolnej i badanej a lgczng liczbg zgondéw przed i po implantacji na
podstawie roznic miedzy Srednig liczbg zywych plodéw na zaplodniong
samice w grupie kontrolnej i doswiadczalnej.

Odsetek zgondéw poimplantacyjnych byt wyzszy we wszystkich gru-
pach napromienionych ale istotne rdéznice stwierdzono tylko w niekts-
rych grupach (tab. II), a takie niezauwazono jakiejkolwiek prawid-
fowo$ci miedzy skutkiem napromienienia, a wiekiem w momencie na-
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Tabela II. Odsetek martwych implantacji po napromienieniu spermatogonii
myszy w réznym wiekud

Wiek - - .
samea w mo- Kontrola Napromienione
mencie na-
promienie- ogélem odsetek martwych ogblem odsetek martwych
nia implantacji implantacji implantacji implantacji
1 dzien 837 7,41 471 10,62
1 tydz. 909 6,49 879 7,91
2 tyg. 916 5,79 859 8,62b
3 tyg. 1030 6,60 957 8,98b
4 tyg. 1214 5,76 1083 8,950
5 tyg. 948 6,43 858 6,53
6 tyg. 1013 6,12 907 8,27
7 tyg. 938 4,80 964 6,94b
10 tyg. 1523 6,37 1235 11,98b
26 tyg. 1323 5,14 1212 11,470
52 tyg. 876 7,76 744 9,40
& — w grupie l-dniowej komoérki rozrodcze znajdowaly si¢ w stadium gonocytu
b — roézni si¢ istotnie od odpowiedniej grupy kontrolnej p<0,05 (test Chi-kwadrat)

promienienia. Tylko w jednym wypadku (grupa napromieniona w 26
tygodniu zycia) stwierdzono istotnie wyzszg liczbe zgonéw przedimplan-
tacyjnych (tab. III). Natomiast pewne prawidlowosci zaobserwowano w
1gcznej liczbie zgondéw przed i po implantacji (tab. III). Istotne réinice
miedzy grupg napromieniong a odpowiednia grupg kontrolng stwier-
dzono po napromienieniu zwierzat starszych w wieku 10, 26 i 52 tygod-
nie oraz jednodniowego noworodka. Natomiast od 1—7 tygodnia zycia,
z wyjatkiem grupy trzytygodniowej napromienienie spermatogonii nie
powodowalo wzrostu lgcznej liczby zgondéw przed i poimplantacyjnych.

Czestos¢ mutowania (rys. 1) obliczono na podstawie réwnania ¢™ =
=1-—p, w ktorym p oznacza frakcje gamet zawierajacych przynaj-
mniej jedno uszkodzenie letalne czyli catkowitg liczbe indukowanych
przed i poimplantacyjnych zgonow. Rownanie to zostalo wyprowadzo-

T abela TIT, Srednia liczba implantacji i érednia liczba zy wych pltodéw na zaplodnions samice
po napromienieniu spermatogonii myszy w réznym wieku?

Wiek samca Kontrola Napromienione
w momencie . ) ; : ) )
napromie-  lLiezba liczba zywych  liczha liczba zywych
nienia implantacji plodéw implantacji plodéw
1 dzieri 8,5+ 2,60 7,8+£2,7 7,7+2,6 6,943,18
1 tydz. 9,0+2,4 8,44 2,6 8,94-2,6 8,14+2,7
2 tyg. 8,7+2,2 8,2+2,3 8,642,6 7,74+2,7
3 tyg. 8,74+2,5 8,242,6 8,24-2,7 7,44+2,7¢
4 tyg. 8,7+2,9 8,24-3,0 8,942,5 8,2+2,56
5 tyg. 8,61-2,2 8,14+2,56 8,1+2,5 7,64+2,5
6 tyg. 9,042,1 8,412,5 9,0+2,0 8,3+2,3
7 tyg. 8,3£2,2 7,9--2,4 8,04+2,3 7,44-2,4
10 tyg. 7,9-4:2,0 7,4-42,2 7,74-2,0 6,8+2,5¢
26 tyg. 7,8 1-1,7 7,4--1,9 7,4+1,9¢ 6,564-2,2¢
52 tyg. 7,6+2,3 7.3-:2,7 7,34-2,6 6,44 2,5¢
a — w grupie l-dniowej komorki rozrodeze znajdowaly si¢ w stadium gonocytu

b — Srednia -+ blad standardowy
¢ — rdzni sig istotnic od odpowieduniej grupy lkontrolnej p<<0,05 (test Studenta)
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ne przez Edwardse i Searle’a [1] na podstawie nastepujacych zalozen:
a) rozklad dominujacych mutacji letalnych wsréd zygot jest zgodny
z rozkltadem Poissona; b) frakcja zygot nie zawierajaca dominujgcych
mutacji letalnych jest réwna e™ oraz c¢) zgon po zaptodnieniu jest
wyigcznie wynikiem wystepowania jednej lub wiekszej liczby dominu-
jacych mutacji letalnych.

Cz¢stos¢ mutowania po napromienieniu spermatogonii bylta niska.
Najwyzsze wartosci nieco przekraczajgce 0,1 (rys. 1), otrzymano oczy-
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Wiek w momencie napromienienia w tygodniach

Ryc. 1. Czesto$¢ mutowania po napromienieniu spermatogonii myszy w roéinym
wieku. Stupki zakreskowane oznaczajg grupy zwierzat, w ktérych laczna ilosé
zgonéw przed- i poimplantacyjnych réznila sie statystycznie istotnie od kontroli.

wiscie w tych grupach w ktéorych laczna liczba zgonow przed i poim-
plantacyjnych roéznila sie statystycznie istotnie od wartosci dla grupy
kontrolnej.

DYSKUSJA

Badania dotyczgce czestosci wystepowania mutacji po napromienie-
niu spermatogonii typu As i gonocytéw byly prowadzone juz wczeséniej.
Fazylov i Pomerantzeva [2] na podstawie badan nad translokacjami
wzajemnymi stwierdzili, ze gonccyty u noworodka myszy sg trzy-
krotnie mniej wrazliwe na promieniowanie niz spermatogonia myszy
dorostych. Autorzy ci jednoczesnie dowodza, ze w zakresie dawek
20—400 R (5,16 X 107*— 1,03 X 107'C X kg™") zalezno$¢ dawka skutek
ma charakter liniowy. Ivanow 1 Leonard [4] badali réwniez indukcje
translokacji wzajemnych u myszy CsBL i uwazaja, Zze nie ma roéznic
we wrazliwosel gonocytéw noworodka i spermatogonii myszy w wieku
90 i 450 dni. Jak dotgd najpelniejsze badania przeprowadzil Selby [6],
ktéry badal czesto§¢ mutowania okreslonych loci po napromienieniu
myszy w wieku 2—35 dni. Zbadal on ogélem czestos¢ wystepowania
mutacji po napromienieniu 9 réznych pod wzgledem wieku grup a o-
trzymane wyniki poréwnal z okreS§long przez Russell’a [5] czestoscig
wystepowania mutacji po napromienieniu dorostych myszy tego samego
szczepu. Czesto$¢é mutowania po napromienieniu gonocytéw wynosita
13,7X10™%locus) R i byla mniejsza niz po napromienieniu myszy do-
rostych — 28,1 X 10~® (locus) R. U zwierzat napromienionych w wieku
2—6 dni czesto$¢ mutowania wynosita 17,5 X 107° (locus) R, natomiast
u zwierzat w wieku 8—35 dni byla taka sama jak u zwierzat doros-
tych 1 wynosita 30,6 X 10~® (locus) R.

Wyniki przedstawionych badan sg najblizsze rezultatom uzyskanym
przez Ivanowa i Leonard’a [4]. Czesto$¢ mutowania po napromienieniu
w wieku od 1 dnia do 52 tygodnia (rys. 1) nie byla jednakowa, ale
indukcja dominujgcych mutacji letalnych, byla tak niewielka, ze jesli
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uwzgledni sig¢ przy tym zwigzang z wiekiem zmienno$§¢ w wystepowa-
niu spontanicznych dominujacych mutacji letalnych u nie napromie-
nionych samcoéw, to obserwowane réznice trudno uznaé¢ za istotne. Moz-
na réwniez przyja¢, ze napromienienie spermatogonii myszy w wieku
od 1 do 52 tygodni nie wplywa na zdolno$¢ reprodukcyjna. Trudno jest
jednak wytlumaczy¢ dlaczego wsrod nie napromienionvch kontrolnych
samcow w wieku 52 tygodnie az siedem samcoéw nie pokrylo zadnej sa-
micy gdy za$ w grupie napromienionych zwierzgt w tym samym wieku
znaleziono tylko jednego takiego samca. Nie ulega natomiast watpli-
wosci, ze napromienienie gonocytéow 1 dniowej myszy prowadzi do istot-
nego zmniejszenia zdolnosci do reprodukeji.

A. K. Taescru, M. I CaoBHKOBCEKaAa

JOMUHAHTHBIE JIETAJBHBIE MYTAIIMY IHOCIE OBJAYYUEHUSA
CHEPMATOTOHUY MBIUIEM B PA3ZHOM BO3PACTE

CaMuoB wmbllleit unbpuaunr-muramma A obaydaam pozoir B 7,74 X 10-2 C/rr
(300 P) B BozpacTe 1 meun a tarxke 1, 2, 3, 4, 5, 6, 7, 10, 26 n 52 "megenn. Haunuas
¢ 16 nemenu mocxc obaydeuua B Te'leHMe TPEX I0OCIENOBATENbHBIX HeJSenb KaxX-
Jcro caMla cnapusBaidmM ua Heflenro ¢ 3 camkamu. Hepes 17 pgHenr mocie CiapuBa-
HUA CaMOK ybuBanyu BCHMDBHIBAIU OPICIIHYIO TIOJOCTH UM IIONCYUTHIBANY KOJIUUECTBO
JXUBBIX U MEDPTBbIX INJOAOB.

Yeranoraeio, uro obnydelie Mbillleft B Bo3pacTe 1 IeHs BeJ8T K CYyLIecTBeli-
HOMY YMCIULIIEHMIO crocebnoctu x penpoaykuuu. He uabnioganm 370TO ABIeHUS
Ipyu o0IyvIenuy CICPMATOrOHMI MbIILIEd B Bo3pacTe 1—52 mepmenu., OOuiee RoOINU-
YeCTBO CMCPTUBIX CJAyUYaeB Hepell M MoCJe UMIIIAHTALMKM ObLIJNO CYIIECTBeHHO IIO-
BBIUICHIIGE B rpynnax obay4dédublx B Bo3pacre 1 genn a Takzxe 10, 26 n 52 He-
aesam. He nabmiofganu storo moBsllienus mnocne of.iydenuda B BospacTe 1—7 Hepeln.

A K. Gajewski, M. G. Stowikowska

DOMINANT LETHAIL MUTATIONS AFTER IRRADIATION OF MURINE
SPERMATOGONIA AT DIFFERENT AGES

Male mice belonging to an inbred strain A received a radiation dose of
7.74 X 102 C X kg—! (300 R) at the age of 1 day, and 1,2,3,4,5,6,7,10,26 and 52 weeks.
From the 16th week on after the irradiation during three successive weeks each
male was paired for a week with 3 females. The females were killed on the 17th
day aiter copulation, laparotomy was done and the number of live and dead
fetuses was counted.

It was found that irradiation of mice on the first day caused a significant
decrease of the abilily of reproduction. On the other hand, this was not observed
after irradiation of murine spermatogonia at the age from 1 to 52 weeks. The
joint number of deaths before and after implantation was significantly higher
in the groups irradiated at the age of 1 day and 10, 26 and 52 weeks. No such
increase was observed after irradiation at the age of 1—7 weeks.
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