Arh. hig. rada toksikol., 32 (1981) 147—156.

Izvorni znanstveni rad
UDK 616—091.8:546.3

UCESTALOST IZMJENA KROMATIDA SESTARA
U V79 STANICA KINESKOG HRCKA
NAKON IZLOZENOSTI TESKIM METALIMA

Dj. Horvar, J. Rati¢ i R. Rozeaj

Institut za medicinska istraZivanja i medicinu rada, Zagreb

(Primljeno 6. X 1980)

Metodom izmjena kromatida sestara (SCE) testirana je muta-
gena aktivnost Pb2+, Mn2+, Ni?+ i Cd2+, Rezultati su pokazali da
u navedenim eksperimentalnim uvjetima olovo i nikal znacajnije
ne mijenjaju broj SCE, dok mangan, ovisno o dozi, uzrokuje po-
veéan broj izmjena kromatida sestara. Kao izraziti mutagen po-
kazao se kadmij. Veé¢ nakon 2-satne inkubacije stanica V79 ki-
neskog hr¢ka i s najnizom testiranom koncentracijom kadmija,
broj SCE se udvostrucuje.

Razvoj citoloskih tehnika u ovoj dekadi omogucuje novi pristup stu-
diju mutagenih u¢inaka na humanom i animalnom celularnom materija-
lu. U identifikaciji mutagenog ucinka pojedinih kemijskih tvari, uz
uobi¢ajenu analizu na strukturne aberacije kromosoma, danas se para-
lelno prati i udestalost izmjena kromatida sestara (Sister chromatid
exchange — SCE). Ta tehnika predstavlja suvremenu metodu probira
za otkrivanje finih kromosomskih promjena, uzrokovanih mutagenim i
mutageno-kancerogenim agensima. Detektibilnost izmjena kromatida se-
stara u standardiziranim eksperimentalnim uvjetima moguda je veé pri
izloZenosti vrlo niskim koncentracijama mutagena, dapace znatno nizim
od onih koje uzrokuju vidljive strukturne aberacije kromosoma (1, 2).

Mehanizam nastanka SCE jo$ je uvijek nejasan. Sigurno je medutim
da se mehanizmi nastanka strukturnih aberacija kromosoma i oni za
formiranje SCE ozbiljno razlikuju. Smatra se da SCE predstavlja uoca-
vanje rekombinacijskog procesa DNK u kojem dvolancani DNK segment
u jednoj kromatidi S ili G: kromosoma mijenja poziciju s homolognim
segmentima u drugoj kromatidi. Pri tom se obavlja »popravak« dvaju
dvolané¢anih lomova u slu¢aju terminalnih SCE, odnosno &etiriju dvo-
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lan¢anih lomova u sludaju intersticijalnih SCE. Prema tome pojava SCE
manifestira DNK oSteéenje i njegov postreplikacijski popravak (3).

Fenomen SCE uoc¢no je Taylor jo$ 1958. godine i dokazao ga autora-
diografskom metodom (4). Medutim, tom je tehnikom mo¢ razdvajanja
ogranicena, pa je fenomen ostao dugo vremena zaboravljen. Prije neko-
liko godina ponovno se pokusao vizualizirati primjenom finih, citoloskih
metoda. U vremenu od 1972. do 1974. u nekoliko laboratorija razvijeno je
vi$e varijanti te tehnike (5, 6, 7, 8, 9).

SCE nastale u in vivo i in vitro sistemu mogu se utvrditi i u somat-
skim i u spolnim stanicama. Najrazli¢itiji mutageni agensi mogu naru-
§iti primarni integritet DNK molekula a spontani oporavak mogude je
utvrditi primjenom metode za dokazivanje izmjene kromatida sestara.

Tom je metodom relativno jednostavno dokazivanje mutagenog ucin-
ka za kemijske agense tzv. direktnog djelovanja. Medutim, postoje tvari
¢ija se mutagena svojstva izraZzavaju tek nakon metabolicke aktivacije
u jetri ili drugim tkivima koja sadrZavaju potrebne enzime. S tog raz-
loga u test sistemu se upotrebljavaju zivotinje ili samo mikrosomska
frakcija jetre koja se dodaje u hranidbeni medij in vitro kultiviranih
stanica sisavaca (10, 11).

Ucestalost kromosomskih aberacija i sestrinskih kromatidnih izmje-
na ispitana je na stanicama kineskog hrcéka, tretiranim s 33 razli¢ita ke-
mijska agensa. Mutagena aktivnost tih kemikalija procjenjivana kromo-
somskim aberacijama i metodom SCE nije uvijek bila jednoznacna za
isti kemijski agens. Nadena je povecana udestalost SCE nakon izloZzeno-
sti stanica 26-erim raznim kemikalijama, ili za mnoge od njih zabilje-
Zen je tzv. ucinak doze (12).

Kultura 1judskih limfocita je vrlo pogodan celularni materijal za testi-
ranje mutagenosti zbog moguénosti ekstrapolacije podataka na ¢ovjeka.
Littlefield i suradnici su 1979. pratili pojavu SCE na ljudskim limfociti-
ma, tretiranim citostatskim preparatima koji se upotrebljavaju u tret-
manu ljudskih neoplazmi. Naden je povecan broj izmjena kromatida
sestara, ovisno o dozi testiranog preparata, mitomicina C, klorambucila
i tiotepe, dok metotreksat, citorabin i bleomicin nisu znadajno mijenja-
li ucestalost SCE (13).

Nils Petter Nevstad testirao je adriamicin u in vivo i in vitro uvjetima.
Paralelno je pratio ucestalost strukturnih aberacija kromosoma, pojavu
SCE i mikronukleusa. Iz dobivenih podataka zakljucuje se da je test na
SCE u kulturi ljudskih limfocita najosjetljivija citolo$ka tehnika u od-
nosu na jo$§ pracene kromosomske aberacije i mikronukleus test. Osim
toga nadeno je da ucestalost SCE u kromosomima limfocita ovisi o tra-
janju izloZenosti adriamicinu i njegovoj koncentraciji (14). Sli¢nih po-
dataka za niz kemijskih agensa ima izvanredno mnogo.,

Uz preparate uporabive u humanoj medicini znaajnu grupu &ine pes-
ticidi i herbicidi s kojima ¢ovjek dolazi u dodir prilikom njihove primje-
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ne. Crossen i suradnici su 1978. godine testirali veliku grupu upravo tih
spojeva i nasli da pojedini pesticidi i herbicidi, iako mutageni u ¢istom
test sistemu, ne uzrokuju citogenetske promjene u dobro za$tidenih
osoba koje njima rukuju. Istovremeno neadekvatna osobna zaStita pri
radu i duZa izloZenost ovim spojevima vjerojatni su razlog poveéanoj
ucestalosti SCE (15).

Mnogi biolo$ki agensi, virusi i bakterije mogu uzrokovati citogenetska
ostecenja i poveéan broj SCE (16, 17). Odredene bolesti i hereditarna
stanja karakteriziraju ucestalije kromatidne izmjene (16). Fizikalni agen-
si, kao $to je ultravioletno svjetlo, fluorescentno svjetlo i ultrazvuk, ta-
koder uzrokuju ulestalije izmjene kromatida sestara (18, 19, 20, 21).

Citolotka detektibilnost SCE in vitro ovisi o primjeni bromdeoksiuri-
dina (BrdU), koji i sam na Zalost, moZe izazvati SCE. Lambert i surad-
nici ispitivali su uz ostalo i u¢inak BrdU na frekvenciju SCE u limfocita
periferne krvi ¢ovjeka. Njihovi rezultati jasno pokazuju da je uclesta-
lost SCE ovisna o povi$enju koncentracije BrdU. Dapace, kod visih kon-
centracija BrdU uolene su i strukturne aberacije kromosoma. Autori
zaklju¢uju da BrdU, u koncentraciji oko 100 #M, nije pogodan u scree-
ning testovima na mutagenost ili kancerogenost jer mnogi od ispitanih
agenasa mogu mijenjati ritam stani¢nog ciklusa, ili eventualno udi u in-
terakciju s BrdU. Prema tome, pri testiranju nekog agensa na mutage-
nost treba se uvijek koristiti niskim koncentracijama ili s vise koncen-
tracija BrdU kako bi se mogao razluciti utjecaj BrdU i utjecaj testi-
rane supstancije na ucestalost SCE (3).

Pojedini kemijski zagadiva¢i ¢ovjekove radne i Zivotne sredine neri-
jetko su ozbiljni mutageni, kancerogeni i teratogeni. Zbog svoje osjet-
ljivosti metoda SCE vrlo je pogodna za procjenu genetskog rizika u kon-
taminiranoj sredini, te moZe upozoriti na nuznost poduzimanja odrede-
nih preventivnih mjera za pojedinca ili populaciju. U mnogim tehnolos-
kim procesima dospijevaju u okoli§ teS$ki metali u znacajnim koncen-
tracijama i izloZenost &ovjeka ili Zivotinja njima moZe imati vrlo ozbilj-
ne fizioloSke i citogenetske posljedice.

U Zivoj stanici te$ki metali veZu se nespecifi¢no na niz intracelularnih
struktura. Svojom prisutno$éu najée$ée mijenjaju enzimsku aktivnost
u stanici, a time narusavaju normalne metaboli¢ke procese. Takve prom-
jene uzrokuju toksi¢ki procesi, koji ¢e u odredenim uvjetima biti irever-
zibilni. Medutim poznato je da pojedini metali djeluju u specifinim uv-
jetima na procese sinteze deoksiribonukleinske kiseline, te da su kance-
rogeni. Uz to neki djeluju direktno na razini DNK i kromosoma, i imaju
izrazite karakteristike mutagena. Kao snazni mutageni agensi pokazali
su se u odredenim koncentracijama kadmij i mangan (22).

Olovo, koje inhibira sintezu DNK u HeLa stanica, ne mijenja trajno
strukturu te molekule. Vradanjem stanica u medij bez prisutnosti iona
olova, procesi postaju reverzibilni i sinteza DNK se normalizira (23).
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Da bi se odredila mutagena aktivnost olova, mangana, kadmija i nikla
u skali raznih koncentracija tih metala, primijenjena je metoda sestrin-
skih kromatidnih izmjena.

MATERIJAL I METODA

Kao eksperimentalni celularni materijal upotrijebljene su stanice ki-
neskog hrcka, soj V79. Testirani su te$ki metali Pb*+, Mn3*+, Cd*+ i Ni*+
u koncentracijama 10—'M, 10—M, 5x10—M, 10—M i 2,5x10—M. Inkuba-
cijski period stanica s pojedinim metalom trajao je jedan generacijski
ciklus, odnosno za kadmij 2, 4, 6 sati zbog njegova snaZnog citotoksi¢-
nog i mutagenog djelovanja. Eksperimentalni postupak bio je po adap-
tiranoj Katovoj metodi (7).

1. Nasadene stanice inkubirane su 48 sati na temperaturi od 37° C.

2. Cetrdeset osmi sat dodan je BrdU u paralelne uzorke, u koncentra-
ciji 10 xg/ml medija.

3.Stanice su inkubirane na 37°C u prisutnosti BrdU jedan generacij-
ski ciklus.

4. Nakon inkubacije dodane su spomenute koncentracije metala i po-
novo nastavljena inkubacija u vremenu jednog generacijskog ciklusa, ili
2, 4, 6 sati za Cd.

5. Sat i pol prije fiksacije dodan je kolhicin 0,5 xg/ml.

6. Preparati kromosoma su priredeni primjenom hipotonije s KCl-om.

7. Suhi preparati tretirani su s Na,HPO,, te osvijetljeni UV lampom.

8. Slijede kupke preparata u zasicenoj otopini Ba(OH),, 0,1 N HCl, te
u 10%-tnom NH:OH.

9. Preparati su obojeni Giemsinom otopinom, obradeni paralelno pod
mikroskopom i na fotografijama.

10. Brojeno je ili obradeno 50 mitoza po uzorku, $to je u skladu s na-
¢inom obrade drugih autora.

REZULTATI I DISKUSIJA

Dobiveni rezultati za 3 testirana metala prikazani su na tablici 1. Spon-
tana incidencija SCE prisutna je u granicama ocekivanog od 5 izmjena
po mitozi, uz 10 xug/ml BrdU (sl. 1).

Tretman stanica Pb®* u navedenim koncentracijama nije uzrokovao
ucestalije kromatidne izmjene. Kako se radi o citoloskoj metodi, neznat-
ne razlike izmedu pojedinih uzoraka, mogu se smatrati eksperimental-
nom greskom.

Nikal po svojoj mutagenoj aktivnosti u V79 stanica kincskog hrcka
istog je reda veli¢ine kao i olovo. Tek najvi$a testirana koncentracija od
2,5x10—M Ni** uzrokuje ucestalije kromatidne izmjene.
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Tablica 1.

Ucinak doze metala na ucestalost izmjena kromatida sestara. Inkubacija V79
stanica kineskog hréka s metalima trajala je jedan generacijski ciklus. Rezul-
tati su prikazani kao aritmetic¢ka sredina * standardna devijacija.

0 (Kontrola) 49+1,6 49+1,6 49+1,6
10-° 49+17 47+15 5,8+1.5
10— 54t1,6 45+17 5,615
5x10—° 5,8+1,7 49+128 6,6+4,7
10— 5516 55+19 9,416,3
2,5x10—4 59+1,6 7,025 11,2430

Sl. 1. Sesirinske kromatidne izmjene u V79 stanica kineskog hrcéka — kontrol-
ne skupina (snimljeno: mikroskop Orthoplan Leitz, okular 10, imerzijski ob-
jektiv 100/1, 30)
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Slijededi testirani metal bio je mangan. U apsolutno jednakim ekspe-
rimentalnim uvjetima taj metal uzrokuje povi$enje broja kromatidnih
izmjena, ovisno o koncentraciji metala.

Najocitije mutageno djelovanje nadeno je testiranjem kadmija. Ved
najniZa koncentracija metala od 10—°M uzrokuje zna¢ajno povienje bro-
ja kromatidnih izmjena. Za tu dozu zabiljeZeno je u prosjeku 8 izmjena
po mitozi, a 10—M kadmija udvostru¢uje broj izmjena kromatida ses-
tara.

Dok je za olovo, nikal i mangan bila moguéa normalna obrada rezul-
tata u svim testiranim uzorcima, kadmij, ve¢ pri dozi od 5x10—M izaziva
takva strukturna oStecenja kromosoma da nije mogucéa zadovoljavajuca
obrada na SCE. Nakupljene su brojne mitoze, ali s izuzetno velikim bro-
jem strukturnih o$te¢enja kromosoma, koji najéesée imaju oblik pul-
verizirane kromatinske mase. Zbog toga je mutageni udinak kadmija
pracden u krad¢em vremenskom periodu (tablica 2). Veé dvosatno izlaga-

Tablica 2.

Uctinak doze i vremena inkubacije stanica s kadmijem: na ucestalost izmjena
kromatida sestara. Rezultati su prikazani kao aritmeticka sredina *+ stan-
dardna devijacija

Metal

e 2 sata 6 sati 10 sati
mol dm—3
0 (kontrola) 49+14 49+14 49+14
10— 5,823 7,2+1.8 7,6£3.2
103 6,9+23 8,1+23 16,5t44
Strukturna
5x10—> 10,229 10,8+2,6 oStecenja
kromosoma
Strukturna Strukturna
2,5x10—+ 11,5+£10,2 o$tedenja ostedenja
kromosoma kromosoma

nje stanica kadmiju (2,5x10—M) izazvalo je velik broj kromatidnih iz-
mjena, ali i brojna strukturna o$teéenja kromosoma. Upravo zbog stru-
kturnih aberacija obrada je vrlo teska i mozda ne sasvim precizna. Ina-
¢e, kadmij pokazuje izrazitu ovisnost doze i vremena inkubacije s ma-
nifestacijom mutagene aktivnosti (sl. 2. i 3).

Ovom metodom dobiveni rezultati o mutagenoj aktivnosti testiranih
metala potvrdili su naSe ranije rezultate, kao i podatke drugih autora,
dobivene prac¢enjem strukturnih aberacija kromosoma.
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Sl. 2. Sestrinske kromatidne izmjene u V79 stanica kineskog hréka nakon
tretmana kadmijem 10—M tijekom jednog generacijskog ciklusa

Sl. 3. Strukturna o$tecenja kromosoma V79 stanica kineskog hréka nakon
tretmana kadmijem 5x10—M tijekom ¢ sati
153




Horvat, ., Radié, J., Rozgaj, R.: Ulestalost izmjena kromatida sestara u V79 stanica kincskog
hr¢ka nakon izloZenosti teskim metalima. 1}5;1 1?{}& rada toksikol. Vol. 32 (1931) Br. 2,
str. 147—156.

Tehnika izmjene kromatida sestara nedvojbeno je pokazala da u na-
vedenim eksperimentalnim uvjetima olovo ne djeluje mutageno. Cak i
visoka koncentracija Pb** od 2,5x10—*M nije mijenjala broj kromatid-
nih izmjena u odnosu na kontrolni uzorak. Sli¢ne rezultate zabiljezio je
Beck sa suradnicima na kromosomima ljudskih leukocita nakon testi-
ranja clovnog acetata u dozi od 10—M (24).

Mutagena aktivnost mangana nesto je izraZenija u odnosu na olovo.
Medutim, to se odnosi na visoke koncentracije tog metala od 5x10—M
i2,5x10—M.

Vrlo visoka ucestalost kromatidnih izmjena sestara, u uzoraka inku-
biranih ve¢ sa 10—¢M Cd** upozorila je na izuzetnu mutagenu aktivnost
tog metala. Dobiveni podaci potvrduju na$e ranije analize strukturnih
ostedenja kromosoma (25).

Promjene koje uzrokuju metali u stanici vjerojatno imaju viSe puto-
va nastanka. Oni se veZzu prili¢no nespecifi¢no i dobrim dijelom za pro-
teinske strukture, pa je njihov inhibitorni u¢inak na sintezu makromo-
lekula posredan — enzimatski. To se svakako odnosi na nize koncentra-
cije olova, nikla i mangana. Ovdje izneseni rezultati potkrepljuju tu pret-
postavku, jer o$teéenja DNK, izazvana olovom, niklom i manganom u
nasim uvjetima, nisu toliko znacajna, a da bi mogla biti uzrokom i zna-
¢ajnih promjena na DNK (26).

Pretpostavlja se da ce agens koji izaziva lomove na lancima DNK, kao
i agens koji utjee na reparatorne procese tih lomova, utjecati i na ude-
stalost SCE u normalnim stanicama. Kadmij izrazito potvrduje ovu pret-
postavku, Multipli lomovi Kromosoma, odnosno njihova pulverizacija,
kao i izuzetno velik broj SCE ve¢ pri niskoj koncentraciji kadmija, upu-
cuje na to da je njegov put remeéenja sinteze DNK vrlo direktan. Taj
metal pokazuje i izrazitu mutagenu aktivnost.

Ukoliko strukturna o$tedenja kromosoma i ucestalost sestrinskili kro-
matidnih izmjena nisu znacajno poveéani u odnosu na netretirani uzorak,
podatak moze biti ozbiljan pokazatelj da testirana supstancija ne oSte-
¢uje genetsku masu stanice.
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Summary

THE FREQUENCY OF SISTER CHROMATID EXCHANGES IN V79
CHINESE HAMSTER CELLS EXPOSED TO HEAVY METALS

The mutagenic activity of Fb*+, Mn*+, Ni*+ and Cd*+ was tested by the
method of sister chromatid exchanges (SCE). The results show that in the
given experimental conditions lead and nickel did not cause any significant
change in the SCE rate, while manganese, depending on the dose, increased the
number of exchanges. Cadmium exerted a marked mutagenic action. At the
end of a 2-hour incubation of V79 Chinese hamster cells even the lowest tested
cadmium concentration brought about the doubling of SCE.
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